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1. Bevezetés

A rédkos megbetegedések vilagszerte a legjelentdsebb egészségiigyi problémaék és a
vezetO halalokok kozé tartoznak, millidk halalat okozva évente. A Nemzetkozi Rakkutatasi
Ugynokség (IARC) ltal kiadott Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) sorozat legutobbi
felmérése 19,3 milliora becsiilte az 1) esetek szamat, a daganatos megbetegedésekhez
kapcsolodo halalesetekét pedig 9,6 milliora 2020-ban. A nék korében a leggyakrabban
diagnosztizalt raktipus a halalozasi statisztikakat is vezeté emlé daganat, amely 2,26 milli6 4j
megbetegedésért és 685 000 haldlesetért volt felelds, mig a méhnyakrak mind incidencia, mind
mortalitas szempontjabol a negyedik helyen all, megkozelitdleg 604 000 1j esettel és 342 000
halalesettel. Bar a daganatos esetek igen nagy hanyada sikeresen kezelheté lenne Korai
diagnozis esetén és a paciensek tulélési esélyei is javulndnak, a korai stadiumu megbetegedések
enyhe vagy tiinetmentes volta, valamint az er6forrasok és megfelelé protokollok hianyaban
azonban szamos orszagban gyakran csak eldrehaladott stadiumban sikeriil 6ket azonositani.
Ezen kivill a terapia sikerességét csokkentik a daganatellenes szerekkel szemben de novo
kialakul6 vagy mar meglévo rezisztenciak is. A preventiv, diagnosztikai és terapias stratégiak
gyors fejlédése mellett a kordbban leirt tények fényében azonban tovéabbra is égetd sziikség van
Uj terapias lehetdségekre a mell- és méhnyakrak kezelésében.

A szteroid vazzal rendelkezd bioldgiailag aktiv molekuldk a szerves vegyliletek
valtozatos ¢és kiterjedt csoportjat alkotjdk. Természetes szdrmazékok szazai talalhatok meg
gombdkban valamint novényi- és 4llati szervezetekben, mig félszintetikus és szintetikus
szarmazékaik eldallitasa a gyogyszerészeti kutatasok egyik kiemelkedd tertilete. Koziiliik a
szexualszteroidok (Osztrogének, gesztagének és androgének) az emberi hormonrendszer
elengedhetetlen részét képezik. Ezen vegyiiletek, valamint félszintetikus és szintetikus
szarmazékaik koziil szdmosat alkalmazunk terdpias céllal is, ugymint anabolikumok,
hormonalis fogamzasgatlok vagy mint a hormonpotld kezelés részei. Fizioldgids hatdsuk
mellett azonban tobb hormonfiiggd, prosztata-, eml6- és endometrium rak, és hormonfiiggetlen
daganattipusok, mint a higyholyag-, tiid6-, kolorektalis- és agyi tumorok kialakuldsdban is
szerepiik van. Ujabb tanulméanyok pedig megerdsitették, hogy néhany természetes androsztan
szarmaz¢k valamint A- vagy D-gylirin modositott szarmazékaik képesek az emld- és
nogyodgyaszati tumorsejtek osztddasat gatolni, sejtciklus eltéréseket okozni €s apoptdzis-
indukalo, migracidgatlo €s antimetasztatikus tulajdonsagokkal rendelkeznek hormonalis hatas

nélkiil. A szerkezet-hatas Osszefliggések atfogod attekintése pedig bizonyitotta, hogy nagyobb



térkitoltést, heterociklusos csoport beépitése a D-gylirlire igéretes, hormonhatdstdol mentes

daganatellenes gyogyszerjelolteket eredményezhet.

2. Célkituzések

Kisérleteink soran négy uj, heterociklusos, D-gyliriin modositott androsztan
szarmazékot vizsgaltunk. A 33-hidroxi-17-[1’-(4’’-cianofenil)-4’-hidroximetil-1’H-pirazol-3’-
illandrosta-5,16-dién, ahogy arr6l korabban beszamoltunk, kifejezett antiproliferativ
tulajdonsadgokat mutatott emldrdkos sejtvonalakon. A jelen tanulmany célja ezen igéretes
vegyliletek sejtosztodasgatld, antimetasztatikus hatasainak vizsgalata és hatdasmechanizmusuk

feltarasa volt in vitro és in vivo kisérletekkel eml6- és négyogyaszati daganatos sejtvonalakon.
Az elvégzett kisérletek céljai a kovetkezok voltak:

e Az emlitett vegyliletek sejtosztodasgatld tulajdonsagainak jellemzése emld- és
négyogyaszati tumoros sejtvonalakon, valamint az ICsg értékeik meghatarozasa
hagyomanyos MTT vizsgalattal.

e A tumorszelektivitasi indexek becslése az Osszes vizsgalt sejtvonalon egy nem
tumoros sejtvonalhoz viszonyitva (NIH/3T3).

e Az apoptozis-indukalo hatasuk és annak eredetének felderitése Hoechst—propidium-
jodid és Annexin V-propidium-jodid fluoreszcens Kkettésfestési eljarasokkal,
sejtciklus  analizissel, a kaszpaz-3 enzim aktivitasanak  kolorimetrias
meghatarozasaval és mitokondrialis membran potencial vizsgalataval (JC-1
modszer).

e Az androsztan vaz miatt lehetséges androgén/antiandrogén aktivitdsok kimutatasa
¢leszté-alaptl androgén sziirdvizsgalattal (YAS).

e A metasztazisok kialakuldsanak korai lépéseire, tgymint migracid, invazid és
intravazacio, gyakorolt gatld hatasok vizsgalata sebgyogyulasi, Boyden kamras és
circular chemorepellent-induced defects (CCIDs) eljarasokkal.

o A tesztvegyiiletekkel torténd kezelés hatdsara a tumor markerek expresszids
szintjeiben bekodvetkezd valtozasok elemzése.

e Azinvivo alkalmazas vizsgalata 4T1 ortotopikus egér emldkarcinoma modellen.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Tesztvegyiiletek

A tesztvegyiiletek szintézise és kémiai jellemzése, ahogy arrdl kordbban beszamoltunk
Dr. Frank Eva és munkatarsai, illetve az Ujvidéki Egyetem Kémiai, Biokémiai és

Kornyezetvédelmi Tanszékének munkatarsai altal tortént.
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1. abra: A tesztvegyiiletek kémiai szerkezete (1-4).
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3.2 Sejtvonalak

A Hela, SiHa, C33A, A2780, MCF-7, T-47D, MDA-MB-231 és NIH/3T3
sejtvonalakat 10% fotalis borjuszérummal (FBS), 1% nem esszencialis aminosav (NEAA)
keverékkel és 1% penicillin, sztreptomicin és amfotericin B keverékkel kiegészitett Eagle’s
Minimal Essential Medium (EMEM) médiumban tartottuk fent 37°C-on parasitott szén-dioxid
(CO2) atmoszféraban. Az ILEC sejteket EGM-2MV médiumban ndvesztettik azonos
koriilmények kozott. Az MDA-MB-361 sejtvonalat 20% FBS-sel, 1% NEAA keverékkel és 1%
antibiotikum/antimikotikum keverékkel komplettalt L-15 médiumban tenyésztettiik 37°C-on,

parasitott, szén-dioxid-mentes koriilmények kozott. A 4T1 egér emld daganatsejteket 10%



FBS-t és 1-1% NEAA keveréket és antibiotikum oldatot tartalmazé RPMI médiumban
tenyésztettiik CO> inkubatorban 37°C-on.

3.3 MTT vizsgalat (antiproliferativ vizsgalat)

A tesztvegyliletek sejtek osztodasara €s €letképességére gyakorolt hatdsat hagyomanyos
MTT modszerrel vizsgaltuk. Az 6sszes sejttipust a korabban leirt koriilmények kozott tartottuk
fent és 96-liregli mikrotiterlemezekre vald telepités utan a vegyiiletek névekvd koncentraciodival
kezeltiik 6ket (0.1-30 uM). 72 6ras inkubaciot kovetéen MTT oldatot adtunk az iiregekhez 4
orara, majd a kicsapodott formazan kristalyokat DMSO-ban oldottuk. Végiil az abszorbancia
értékeket 545 nm-en egy mikroplate-olvasoval rogzitettik és a normalizalt, hatpontos

koncentracio-hatas gorbéket GraphPad Prism 5.01 szoftver segitségével illesztettiik.

3.4 Hoechst — propidium-jodid fluoreszcens kettosfestés

nekrozishoz kothetd valtozasokat Hoechst 33258 és propidium-jodid (PI) fluoreszcens festéssel
vizsgaltuk. Az MCF-7 és SiHa sejtek szuszpenzidit 96-iiregli lemezekre telepitettiik és az 1
vegylilet ndvekvd koncentracidival kezeltiik 24 oran 4t. Ezutan a sejteket 1 ordig sotétben,
sejttenyésztési koriilmények kozott festettiik és fényképeket készitettiink a mintakrol QCapture
Pro szoftver és Nikon Eclipse TS100 mikroszkép segitségével. A fluoreszcenciat mutatd
sejtmagokat megszamoltuk €s az intakt, apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat szazalékban

fejeztiik ki.
3.5 Apoptozis vizsgalat

MCF-7, MDA-MB-231, C33A és SiHa sejteket 24-iiregii lemezekre telepitettiik és az 1
puffer oldattal (PBS) mostuk, tripszin segitségével Osszegyiijtottik és a feliiliszokkal
egyesitettiik. A mintakat centrifugaltuk, majd a pelleteket Annexin V-koté pufferben
szuszpendaltuk és Annexin V-Alexa488 valamint Pl oldattal 15 percig sotétben,
szobahOmeérsékleten festettiik. Mintanként 10 000 eseményt rogzitettink FACSCalibur

citofluoriméterrel és az adatokat QuestTM szoftverrel elemeztiik.



3.6 Sejtciklus analizis

Az MCF-7, MDA-MB-231, SiHa és C33A sejteket 24-iiregli lemezekre oltottuk és a
hatéanyagjelolt (1) hatasanak tettiik ki 6ket 48 vagy 72 6ran at. A mintakat PBS-sel mostuk, a
sejteket Osszegylijtottiik, egyesitettiik a hozza tartozo feliilluszokkal és centrifugaltuk. A
festékoldatban szuszpendalt sejtek DNS-tartalmét propidium-jodiddal jeldltik 30 percig
sOtétben, szobahdmérsékleten. Mintanként legalabb 20 000 eseményt elemeztiink

FACSCalibur aramlasi citométerrel és Kaluza Analysis szoftver segitségével.

3.7 Kaszpaz-3 aktivitas meghatarozasa

SiHa sejteket sejttenyészt6 flaskakban novesztettiik standard koriilmények k6zott, majd
24, 48 és 72 oras kezelésnek vetettilk Oket ald. Ezutan egy specialis sejtkapard eszkdzzel
Osszegyljtottiik és megszamoltuk dket. A mintdkat centrifugéltuk, majd a feliiliszok ovatos
eltavolitasat kovetden megfeleld mennyiségli lizis pufferrel 20 percig jégen emésztettiik a
sejteket. Ezutan a lizatumokat centrifugaltuk és a feliiliszok 5 upl-es részleteit a gyartd
ajanlasanak megfeleléen egy éjszakan at 10 ul szubsztratot (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-
nitroanilid) tartalmazoé assay pufferrel inkubaltuk 96-iiregii lemezeken 37°C-on. Végezetiil a
kaszpéaz-3 altal hasitott szines termékek abszorbancidjat a mintakban 405 nm-en fotometrids

modszerrel hatdroztuk meg.

3.8 Mitokondrialis membran potencial vizsgalat (JC-1 festés)

MCF-7, MDA-MB-231, SiHa és C33A sejteket standard sejttenyésztési koriilmények
kozott novesztettiink és gyljtottiink Ossze, majd 24-liregli lemezekre oltottuk oket. Az 1
vegyiilettel valoé 12 (MCF-7, MDA-MB-231) vagy 24 oras (SiHa, C33A) kezelést kovetden a
mintakat mostuk, 0sszegytijtottiik €s centrifugaltuk. A pelleteket Gjra szuszpendaltuk és JC-1
oldattal (5 pg/ml) festettiik 5 percig 37°C-on. Végiil a voros és zold fluoreszcenciat mutatod
sejteket FL2 (585/42 nm) - FL1 (530/30 nm) csatornakon, FACSCalibur aramlasi citométerrel

vizsgaltuk.

3.9 Eleszté-alapu androgén sziirévizsgalat (YAS)

Az ¢élesztOsejteket parasitott kdrnyezetben, 31°C-on, orbitalis razogépen ndvesztettiik.
Ezt kovetden assay lemezekre telepitettik Oket és CPRG szubsztrat jelenlétében a
tesztvegyiilettel és/vagy Sa-dihidrotesztoszteronnal (DHT) vagy flutamiddal, mint referencia

vegyliletekkel inkubéaltuk Oket 2 napig. Androgén aktivitds hatasara a [-galaktozidaz



expresszidja a riporter génrdl indukalodik, mely enzim a sarga CPRG szubsztratot vords

termékké képes alakitani. A mintak abszorbanciajat 570 és 690 nm-en detektaltuk.

3.10 Sebgyodgyulasi vizsgalat

Kisérletiink soran 10% FBS tartalmi EMEM médiumban MCF-7 és SiHa sejteket 24-
iiregli lemezekre helyezett, specialis szilikon inzertekbe telepitettiink. Egy éjszakéan at torténd
inkubdlast kovetden az inzerteket Ovatosan eltdvolitottuk és a meghatarozott sejtmentes
teriiletet tartalmaz6 konfluens sejtrétegeket PBS-sel mostuk. Az 1 vegyiilet szub-
antiproliferativ koncentracioit tartalmazo6 2% FBS-sel kiegészitett EMEM médiummal torténd
kezelést kovetd 0, 24 és 48 oraban pedig fényképfelvételeket készitettiink a sejtekrél Nikon
Eclipse TS100 mikroszkdppal.

3.11 Boyden kamras vizsgalat

A 24-iiregii lemezre helyezett specialis Boyden kamrakban talalhat6 polietilén-tereftalat
koncentracioit tartalmazod, szérummentes EMEM médiummal késziilt sejtszuszpenziot
pipettdztunk a felsé kamraba, mig az also részben kemoattraktansként 10% FBS tartalmt
EMEM médium keriilt alkalmazasra. 24 oras kezelést kovetden az invaziv sejteket jéghideg,
96%-0s etanolban fixaltuk és 1%-os kristalyibolya festékkel megfestettiik. Nikon Eclipse

TS100 mikroszkdppal fényképeket készitettiink és a membranon atlépd sejteket megszamoltuk.

3.12 Circular chemorepellent-induced defects modszer (CCIDs)

Els6ként metilcelluloz tartalmi EMEM médiumban szuszpendalt MCF-7 sejteket 96-
iregli, U-alju lemezekre pipettaztuk és szferoidképzdédés céljabol centrifugalast kdvetden 3
napig inkubaltuk. A nem rakos, human limfoendotelialis (ILEC) sejteket 24-iiregti lemezekre
telepitettiik és megkozelitéleg 100%-o0s konfluencidig ndvesztettiik. A mérést megeldzden az
ILEC rétegeket CellTracker Green festékkel festettik meg. Ezt kovetéen mind az endotél
réteget, mind a kivalasztott tumor szferoidokat az 1 vegyiilettel, defaktinibbel vagy
epiandroszteronnal kiilon-kiilon 20 percig elokezelésnek vetettiik ala. Majd a szferoidokat a
sejtrétegre helyeztiik €s tovabbi 4 oran keresztiil inkubaltuk egyiitt ket a tesztvegyiilettel.
Végiil kondicionként legalabb 12 szferoidrol fotokat készitettiink egy Axiovert fluoreszcens

mikroszkoppal.



3.13 Egysejt-tomegcitometria

MDA-MB-231 sejteket telepitést kdvetden 72 oraig inkubdltuk az 1 vegyiilettel. A
kezelés utan a sejteket mostuk, Osszegyljtottik és centrifugaltuk. A pelleteket PBS-ben
szuszpendaltuk, majd a sejteket megszamoltuk. A sejtek életképességének demonstralasa
céljabol ciszplatinos kezelést végeztiink 3 percig jégen. A mintakat Maxpar Cell Staining
pufferrel (MCSB) higitottuk, centrifugaltuk ¢és a nem-specifikus antitestkotodés
megakadalyozasa érdekében TruStain FcX-szel inkubaltuk. Ujabb centrifugalas utdn a mintakat
szuszpendaltuk és a kapott antitest-keveréket adtunk hozza. A 4 °C-on torténé 60 perces
inkubalast kovetden, a sejteket mostuk, centrifugaltuk és ujra szuszpendaltuk a megmaradt
térfogatban. A mintak fixalasa 1,6%-os formaldehid oldattal tortént. Ezt kdvetden a sejteket
centrifugaltuk és Cell-ID DNS-interkalatort adtunk hozzajuk egy éjszakara. Tovabbi mosasi
Iépések utan a mintakat centrifugaltuk, majd a pelleteket 1 ml PBS-ben szuszpendaltuk. A
méréshez a sejtszamot 10% EQ kalibralogyongyo6t tartalmazo mérdoldatban beallitottuk, majd
a mintakat gravitacios filteren szilirtiik. Kézi kapuzast kovetéen a szingleteket Cytobank

szoftver segitségével elemeztiik.

3.14 In vivo egér emlérak modell

A BALBI/c egereket steril, HEPA sziirgvel ellatott IVC ketrecekben tartottuk allando
25°C homérsékleten. A kisérlet elsd napjan FBS-mentes RPMI médiumban szuszpendalt 4T 1
emldkarcindma sejteket oltottunk az egerek emldpadjaiba. A 12. napon az allatokat
randomizaltuk és két csoportba osztottuk. A tesztcsoport tagjait az 1 vegyiilet DMSO : Solutol
HS 15 : fizioldgias sooldat (1:3:10) keverékében oldott, 25mg/kg dozisaval kezeltiik
intraperitonealisan napi egyszer, heti 5 nap, két héten keresztiil. A kontroll csoport allatait pedig
a vivoanyag keverékével kezeltiik. A tumorok méretét és az allatok testtomegét naponta
meghataroztuk és a kezelési periddus 15. napjan az allatokat felaldoztuk. Végezetiil a sebészi

modon eltavolitott tumorszdvetek stilyat megmeértiik.

3.15 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai értékeléséhez GraphPad Prism szoftver 5.01 verzidjat
alkalmaztuk. A szignifikancia becsléséhez egyutas variancia analizist hasznaltunk (ANOVA)
Dunnett probaval kiegészitve. Az “Eredmények” fejezetben az 6sszes bemutatott adat legalabb
**k*k

harom mérési eredmény atlaga + SEM érték formajaban keriilt megadasra. *, ** és

szimbdlumok p<0,05, p<0,01és p < 0,001 értékeket jeldlnek kontroll mintadkhoz viszonyitva.



4. Eredmények

4.1 MTT vizsgalat

Az 1 vegyiilet figyelemreméltdé antiproliferativ aktivitdst fejtett ki emld- és
méhnyakrékos sejtvonalak ellen, mig a 2, 3 és 4 vegyiilet nem mutatott jelentékeny hatast a
sejtek osztodasara, ezért tovabbi kisérletek céljabol az 1 hatéanyagjelolt lett kivalasztva.
Osszehasonlitas végett a terapiasan alkalmazott ciszplatin, mint referencia vegyiilet, azonos

sejtvonalakon mért ICsp értékei is feltiintetésre kertiltek.

Sejtvonal Szamitott 1Cso érték (nM)

Vegyiilet 1 2 3 4 CIS
HelLa 1,13 >30 >30 >30 13,75
SiHa 0,78 >30 >30 >30 13,51
C33A 1,72 >30 >30 >30 3,09
A2780 2,34 >30 >30 29,58 1,30#
MCF-7 1,40* >30 >30 >30 5,78#
T47D 1,20* >30 >30 >30 9,78#
MDA-MB-361 1,60* >30 >30 >30 3,74#
MDA-MB-231 1,80* >30 >30 >30 19,13#

1. tablazat: Az 1-4 vegyiilet és a ciszplatin (CIS) szamitott ICso értékei nyolc eml6- és
négyodgyaszati daganatos sejtvonalon. * és # szimbolumokkal jelolt adatok szakirodalmi

eredetiiek.

Annak érdekében, hogy informaciot nyerjiink a tumorszelektivitasrol, a daganatos és
nem daganatos (NIH/3T3) sejteken kapott ICso értékekbdl hanyadost képeztiink. Az 1 vegyiilet
esetében a tumorszelektivitasi indexek 1 és 0.1 kozé estek, melyek mérsékelt szelektivitast

jeleznek.

4.2 Hoechst — propidium jodid fluoreszcens kettosfestés

kovetd 24 oraval valtozasokat mutattunk ki. A fluoreszcens felvételek felfedték az életképes
sejtek szdmanak csokkenését, az apoptozis korai szakaszaban jelentkez6 DNS kondenzicio
miatt vilagoskék fluoreszcenciat kibocsatd sejtmagok és a sériilt sejtmembrannal rendelkezo,
vorés fluoreszcenciat mutatdé masodlagos nekrotikus sejtek szamanak szignifikans,

koncentraciofiiggd emelkedését.



4.3 Apoptozis vizsgalat

Az Osszes vizsgalt daganatos sejtvonalon az 1 vegyiilet a foszfatidil-szerin
kihelyezddésének koncentraciofiiggd emelkedését idézte eld, amely az apoptotikus folyamat
indikatoranak tekinthetd (korai apoptozis: AnnV+/Pl—; kés6i apoptdzis: AnnV+/PI+), massziv

nekrotikus sejtpopulacié megjelenése nélkiil. (nekrozis: AnnV—/Pl+).
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2. abra: Az 1 vegylilet a korai és/vagy késdi apoptotikus sejtpopuléciok felhalmozodasat idézte
el6. Az MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B), SiHa (C) és C33A (D) sejtek intakt (AnnV—/P1-), korai
apoptotikus (AnnV+/PI-), késéi apoptotikus (AnnV+/PI+) és nekrotikus (AnnV—/Pl+)
populacidiban bekdvetkezett valtozasokat szdzalékban fejeztiik ki. *, ** és *** jelolések

p<0,05, p<0,01 és p<0,001 értékekre utalnak.

4.4 Sejtciklus analizis

Az apoptotikus folyamat jelének tekinthetd, csokkent DNS-tartalmu sub-G1 populécid
koncentraciofiiggd emelkedését mutattuk ki mind a négy vizsgalt sejtvonalon (MCF-7, MDA-
MB-231, SiHa, C33A) 2 uM-lal vagy magasabb koncentraciokkal torténd 48 oras kezelést
kovetden. Emellett a G2/M fazis jelentds emelkedése a GO/G1 fazis rovasara is minden

daganatos sejtvonalon megfigyelhet6 volt.
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3. abra: A tesztvegyiilet (1) sejtciklus eltéréseket indukalt, melyek a sejtek G2/M fazisban
torténd felhalmozddasa és GO/G1 fazis csokkenésének formajaban jelentkeztek. A kisérleteket
MCF-7 (A), SiHa (C) és C33A (D) sejtvonalon 48 6ras, mig tripla-negativ emlérakos sejtek
esetén (B) 72 oras kezelést kovetden hajtottuk végre. *, ** és *** jelolések p<0,05, p<0,01 és

p<0,001 értékekre utalnak.

4.5 Kaszpaz-3 aktivitas meghatarozasa
Az androsztadién analdg (1) a kaszpaz-3 enzim aktivitasat SiHa sejtekben legalabb 1,6-

2,6-szorosara novelte >2 pM koncentraciok esetén 24, 48 vagy 72 oras kezelések soran.

4.6 Mitokondrialis membran potencial vizsgalat (JC-1 festés)
A JC-1 festékkel jelolt MCF-7, MDA-MB-231, SiHa és C33A mintdkban a zold

fluoreszcenciat mutatd szub-populaciok koncentraciofiiggd emelkedését azonositottuk.
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4. abra: MCF-7 (A) és MDA-MB-231 (B) sejtek esetén 12 6raval a kezelés utan, mig SiHa (C)
¢s C33A (D) sejtekben 24 oOras tesztvegyiilettel (1) vald inkubéacié utan jelentds,
koncentraciofiiggd valtozdsokat mutattunk ki a sejtek mitokondridlis membranjanak
integritasaban. *, ** és *** szimbolumok p<0,05, p<0,01 és p<0,001 szignifikancia értékeket

jeldlnek kontrollhoz viszonyitva.

4.7 Eleszt6-alapu androgén sziirévizsgalat (YAS)

Egy androgén-szenzitiv, genetikailag modositott élesztdé torzs (S. cerevisiae)
jelenlétében az 1 vegyiilettel kapcsolatban nem azonositottunk jelentds androgén vagy
antiandrogén aktivitast 48 oras kezelést kovetéen DHT-hoz viszonyitva az agonista €s

flutamidhoz hasonlitva az antagonista mérésben.

4.8 Sebgyogyulasi vizsgalat
A kép analizis az MCF-7 sejtek migracios kapacitasanak jelentds, 30,8 és 22,8%-0s

csokkenését erdsitette meg 0,3 uM alkalmazasa esetén 24 és 48 oOras kezelést kdvetden

crer
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sebzarodas mértéke szignifikdnsan, 9,0 és 21,7%-kal csokkent 0,03 uM esetén 24 ¢s 48 draval
a kezelés utan.

4.9 Boyden-kamras vizsgalat

Ebben a rendszerben a membranon atlépé tripla-negativ MDA-MB-231 emlérak sejtek
szama megkozelitéleg 70%-kal csokkent 0,3 uM hatadsara. Tovabba az invaziét mutato,
méhnyakrak eredetii SiHa sejtek szama szignifikansan, 48,9%-kal csokkent az 1 vegyiilet 0,03

uM-janak 24 6ras alkalmazasat kdvetden.
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5.abra: A tesztvegylilet (1) invazio-gatld tulajdonsagat a membranon atlépé MDA-MB-231
(A) ¢és SiHa (B) sejtek szdzalékos aranyanak jelentds csokkenése bizonyitotta a kezelt
mintakban a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. * és *** jelolések p<0,05 és p<0,001

szignifikancia értékekre utalnak.

4.10 CCIDs vizsgalat
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6. abra: A tesztvegyiiletiink (A) és a defaktinib (B) is csokkentette a sejtmentes teriiletek
méretét 2 uM alkalmazasakor 4 draval a kezelést kovetden. *** jel p<0,001 szignifikancia

szintre utal kontrollhoz viszonyitva.
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Az 1 vegyiilet vagy a pozitiv kontrollként alkalmazott defaktinib >2 uM koncentracioi
jelentésen, koncentraciofiiggd modon gatoltak az MCF-7 tumor szferoidok alatt, az iLEC
sejtrétegen indukalodo sejtmentes teriiletek kialakulasat. Ezzel szemben a szerkezetileg hasonlo

epiandroszteron csupan gyenge invazio-gatlod hatast fejtett ki 40 pM-ban.

4.11 Egysejt-tomegcitometria

Az MDA-MB-231 sejtvonal kemoszenzitiv szubpopulacidinak tumormarker
profiljanak jellemzése céljabol 9 karcindbmakra jellemzé markert vizsgltunk egysejtszintii
felbontasban. Jelentds csokkenést tapasztaltunk az EGFR-, CD274- (PD-L1) és CD326-
(EpCAM) pozitiv sejtek szazalékos aranyaban a hatdanyag-érzékeny populacidban az 1
vegylilettel vald kezelés hatasara. Masrészrél GLUT1, MCT4, Pan-Keratin, CD66 (a,c,e), Gal-
3 és TMEMA45A fehérjék emelkedett expresszios szintjét mutattuk ki a kemoszenzitiv

populéacidkban.

4.12 In vivo egér emlorak modell

Az 1 vegyiilet 25 mg/kg dozisanak 2 hetes intraperitoneélis alkalmazésa szignifikansan
csokkentette az indukalt tumorok tomegét. Radadasul a kezelési periddus negyedik napjatol a
kezelt csoportban a tumorok ndvekedési litemének jelentds lassulasat is feltartuk a kontroll

allatokhoz viszonyitva, stlyos, €letet veszélyeztetd mellékhatasok kivaltodasa nélkiil.
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7. abra: A sebészi uton eltavolitott tumorszdvetek (n=7) atlagos tomege jelentdsen csdkkent a
kezelt csoportban 14 napos intraperitonealis alkalmazast kovetden (A). Az 1 vegyiilet in vivo
mutatott szignifikans tumorndvekedést gatlo hatasat a tumorndvekedési gorbék bizonyitjak (B).
¥ k% gs *** gzimbolumok p<0,05, p<0,01 és p<0,001 értékekre utalnak kontrollhoz

viszonyitva.

14



5. Diszkusszio

A szexualszteroidok az emberi szervezetben jelentds hatast fejtenek ki a sejtosztodasra,
de éppen emiatt feleldsek lehetnek az olyan hormonfiiggd, rosszindulatu elvaltozasok, mint az
poziciokban, mint példdul az A- ¢és/vagy D-gylirin torténé modositasa viszont 1ij,
daganatellenes vegyiileteket eredményezhet. A jelen tanulmany célja négy D-gylriin
modositott androsztan szarmazék farmakologiai hatasanak meghatarozasa volt, kiilonos
tekintettel a sejtosztodasgatlo és attétképzést gatld hatasukra emld- és négyogyaszati daganatos
sejtvonalakon.

Az esetek tobbségében a 2, 3 és 4 vegyiiletek antiproliferativ hatasa nem érte el az 50%-
os gatlasi kiiszobértéket 30 uM koncentracid alkalmazasakor. A vezérmolekula (1) ICso értékei
azonban 2 uM alatt voltak mind méhnyak, mind emld eredetli daganatos sejtvonalakon, ami
legalabb kétszeres ¢érzékenységbeli novekedést jelent a terdpidsan is alkalmazott
referenciavegyiilet, a ciszplatin hatasahoz képest. Tovabba, az 1 vegyiilet kordbban leirt modon
szamitott tumorszelektivitasi indexei 0,2 és 0,7 kozott voltak, szemben a ciszplatin értékeivel,
melyek a szelektivitas teljes hianyat mutato 1,1-nél magasabb értékek formajaban jelentek meg
méhnyak- és emldrakos sejteken. A korai apoptotikus sejtekben jelentkezdé kromatin
kondenzaciot és a nekrdzison valamint masodlagos nekrézison atesett sejtek membran-
integritasanak karosodasat 24 oras kezelést kovetden fluoreszcens mikroszkép alatt
Hoechst33258/PI festéssel tettiik 1athatova, mely MCF-7 és SiHa mintdkban is az apoptotikus
¢s a nekrotikus sejtpopuléaciok szignifikans novekedését jelezte. A mikroszkopos modszer
korlatainak feloldasa és a kiilonbozd sejtfrakciok, ugymint korai vs. késéi apoptotikus €s
nekrotikus sejtek még részletesebb elkiilonitése végett Annexin V-Alexad488/PI fluoreszcens
kettdsfestést végeztiink aramlasi citometrias médon. A késdi apoptotikus sejtek (AnnV+/Pl+)
nekrotikus sejtek (AnnV-/Pl+) jelentésebb felhalmozodasa nélkiil az Osszes alkalmazott
sejtvonalon. Tovabba a proapoptotikus jelleget erdsitette meg az alkalmazott négy malignus
sejtvonalon (MCF-7, MDA-MB-231, C33A, SiHa) a sub-G1 alpopulacié emelkedett aranya is
a sejtciklus analizis soran. Minden esetben a sejtek jelentés felhalmozodasat és leallast
figyeltiink meg a G2/M fazisban a GO/G1 fazis rovasara. Az apoptdzis végrehajtd fazisanak
is felel. Ennek az enzimnek az aktivitasa tobb mint 1,5-szeresére emelkedett az 1 vegyiilet 2

uM-janak valo 24, 48 és 72 oras kitételt kovetden. Bar a kaszpaz-3 enzim mind az apoptozis
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intrinszik, mind az extrinszik utvonala soran aktivalodhat, a JC-1 festés a mitokondrialis
membran potencidljanak ¢€s integritdsanak felbomlasat jelezte emldkarcindma sejtvonalak
esetén 12, méhnyak eredetli sejtvonalak esetén 24 oras kezelést kovetden, mely alatamasztotta
az apoptozis intrinszik eredetét. Korabbi eredmények és szerkezet-hatds 6sszefliggések alapjan
feltételeztiik, hogy egy nagy térkitoltésii szerkezeti elem, mint példaul az 1'-4"-cianofenil-4'-
vagy megelOzheti a tesztvegylilet androgén receptorhoz vald koétddését. Az androgén- vagy
antiandrogén-aktivitds hidnyat YAS modszer segitségével egy genetikailag modositott S.
cerevisiae torzson igazoltuk.

Az attétképzddés elsé allomasa sordn a rdkos sejtek szomszédos szdvetekbe vald

migracidja és az alapmembranon Keresztiilli invazidja torténik. Az in vitro kisérleti

crer

sy

koncentraciokkal torténo 24 oras kezelés kovetoen is. A 3D-s, kokultiras CCIDs modszer soran
az 1 vegyilet 30%-kal csokkentette a sejtmentes teriiletek nagysdgat az MCF-7
tumorszferoidok alatti limfoendotelialis egysoros sejtrétegen 4 6ras 8 uM-os kezelést kovetden
¢s egy potens FAK inhibitorral, a defaktinibbel Osszevethetd hatast mutatott alacsonyabb
koncentraciok esetén is. Ezek az értékek sokkal kifejezettebbek, mint azonos rendszerben egy
szerkezeti analdg, az epiandroszteron altal kifejtett gatlas.

Az 1 vegyiilettel torténd kezelés csokkentette az EGFR, CD274, és CD326 markerek
Keratin, CD66, Gal-3 ¢s TMEM45A emelkedett szintjét mutattuk ki. Ezek az adatok a sejtek
fokozott kemoszenzitivitdsdra ¢és metabolikus atprogramozodasara utalhatnak, egyféle
kompenzald6 mechanizmusként a tesztvegylilet altal eldidézett oxidativ stresszre valaszként.
Erdekeségként a CD66(a,c,e)-pozitiv és TMEMA45A-pozitiv sejtpopulaciok atfedést mutattak.

Végiil a vizsgalt androsztadién szarmazék (1) tumorellenes tulajdonsagait 4T1 emlérak
modellen teszteltiik. Két hét intraperitonedlis adagolast kovetden a fejlédé daganatok mérete
kb. 50%-ka volt a kontroll mintakénak, sulyos, életet veszélyezteté mellékhatasok kivaltodasa
nélkiil.

Osszegzésként elmondhatd, hogy kisérleti adataink felfedték az 1 vegyiilete kedvez6
antiproliferativ és antimetasztatikus jellemzdit. A hatdsmechanizmus részeként proapoptotikus
tulajdonsagokat azonositottunk, ugymint az apoptézis intrinszik utvonalanak aktivalodasa
mérsékelt tumorszelektivitassal €s erdteljes migracio-, invazid- és intravazacid-gatlo hatasokkal

kiegésziilve, hormonalis potencial nélkiil. Ezen eredmények fényében az androszta-5,16-dién
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vaz C-17 pozicidoban heterociklusos csoporttal torténd szubsztitucidja megfontolandd uj,

hatékony tumorellenes vegyiiletek tervezése €s szintézise soran.
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