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BEVEZETES
Mivel a tumoros megbetegedések a vezetd haldlokok kozott a médsodik helyet foglaljdk el
vildgszerte a kardiovaszkulésris betegségeket kovetden, hatékony kezelésiik fejlesztése
jelenleg az egyik legnagyobb kihivasok kozé tartozik. 184 orszdg epidemioldgiai adatainak
attekintése alapjan globdlisan az 1j rdkos megbetegedések szdma 2030-ra 23,6 milliéra fog
novekedni, mely 68%-os novekedést jelent a 2012-es adatokhoz viszonyitva.
A hormondependens tumorok esetében, mint emld-, méh-, petefészek-, prosztata- és
endometrium rékok, a szteroid receptorok fokozott expresszidja nagymértékben vesz részt a
sejtproliferacidéban. A szteroidok tumorellenes szerekként tobb mddon fejthetik ki hatasukat.
Lehetnek enzim inhibitorok, mint szteroid szulfataz inhibitorok, aromataz inhibitorok (Als) és
17B-hidroxi-szteroid dehidrogendz inhibitorok és ligandok, melyek az endogén hormonokkal
versengenek az Osztrogén receptorokért (ER), példaul antiosztrogének (szelektiv Osztrogén
receptor moduldtorok (SERMs) és szelektiv 0sztrogén receptor down-regulatorok (SERDs)).
Az 0Osztrogének a tumor novekedésének fo faktorai, elsésorban emld tumor esetében. A
természetes eredetli 2-metoxi-Osztradiol az Osztradiol f6 metabolitja nOkben és férfiakban
egyarant, a konverziét a katekol-O-metiltranszferdz katalizdlja. A 2ME-nak nincs 0sztrogén
aktivitdsa és szdmos tanulmany kimutatta tumorellenes tulajdonsigait (antiproliferativ,
proapoptotikus €és citotoxikus aktivitds) és lehetséges kardiovaszkularis elonyeit.
A szteroidokat tartalmazé novények az 4j tumorellenes szerek legvéltozatosabb €s igéretesebb
forrasai kozé tartoznak. A novényi tartalomanyagok kiemelked0 szerepet jatszanak az uj
vezérmolekuldk megtaldldsdban. A bioldgiai aktivitassal és széleskorli szerkezeti diverzitassal
rendelkezd hat6anyagok értékes forrdsat kindljak, ezéltal az 4j gydgyszerek fejlesztéséhez
biztositanak fontos kiinduldsi vegyiileteket. A természetes eredetii szivglikozidok digitalisz
fajokb6l szarmaz6 szteroidok. A digitoxin €és digoxin kardiol6giai hatdsaik mellett
tumorellenes hatdsokkal is rendelkeznek.
A triazol gyUlrt tartalmazé vegyiiletek széleskorti farmakoldgiai aktivitdsokkal rendelkeznek.
A triazol gylrli szdmos, a terdpidban is haszndlatos hat6anyagban is megtaldlhat6, mint
példaul a trazodonban, a rizatriptanban, a hexakonazolban és az alprazoldmban.
Az apoptézis vagy programozott sejthaldl a soksejtli szervezetek fejlédésének normalis
alkotéeleme. Az apoptdzis sordn a sejtek ellendrzott koriilmények kozott pusztulnak el és az
apoptotikus sejtek morfoldgiai és biokémiai markerek révén detektdlhatok. Az apoptdzist
szamos sejten kiviili és sejten beliili jel is aktivalhatja, ebben a folyamatban a kaszpazok
kiemelkedd fontossagiak. A proapoptotikus kaszpazoknak két csoportja létezik, az inicidtor

kaszpdzok csoportja: 2, 8, 9 és 10 és a végrehajtd vagy effektor kaszpazok csoportja: 3, 6 és 7.



A kaszpdaz-8 kiemelkedd fontossdgi az apoptdzis extrinszik dtvonaldban, melynek sordn az
apoptozist kivalto jel az Un. haldlreceptorok feldl érkezik. Az apoptdzis intrinszik dtvonaldnak
része a kaszpaz-9, melyet a mitokondrium fel6l jovd jelek aktivalnak. Az iniciator
kaszpdzoknak az aktivalédasukhoz specifikus aktivalé fehérjékhez kell kapcsolédniuk. Ezt
kovetden az aktiv inicidtor kaszpdzok proteolitikus hasitds révén aktivdljak az effektor
kaszpéazokat, melyek ezaltal kivaltjdk az apoptozist. A G2/M jeldtvonal fontos szerepet jatszik
a sejtciklusban, mivel ez az ellenOrzOpont szabalyozza a sejtek mitozisba (M-fazis) vald
belépését. Ha nem funkciondl a G2/M ellendrzépont, a sejtek még azeldtt belépnek a
mitézisba miel6tt kijavitandk a DNS kédrosoddsokat és ez kontrolldlatlan sejtosztédashoz és
genetikai hibédk kialakuldsdhoz vezet. A sejtciklust ciklinek és ciklindependes kindzok (CDK)
szabalyozzdk, a G2/M ellendrzépont esetén a ciklinB-cdc2 (CDK1) komplex. A DNS
karosoddsa az ATM/ATR kinazok aktivacidjat valtja ki, mely a Chk kindzon keresztiil a
ciklinB/CDK1 komplexet inaktivélja. A Chk kindz a cdc25-6t annak foszforilaciéjan keresztiil
inaktivalja, melynek fontos szerepe van a CDKI1 aktivalasdban annak defoszforilacidjan
keresztiil.
CELKITUZESEK

A jelen vizsgélataink célja triazol csoportot tartalmazé, D gytiriben mddositott szteroid

vegyiiletek antiproliferativ tulajdonsagainak meghatarozasa:

Az tjonnan szintetizalt 15, 16, 17-es helyzetben triazol gylriivel szubsztitudlt 6sztran
és androsztan szarmazékok antiproliferativ hatdsdnak vizsgdlata in vitro, human tumoros
sejtvonalakat haszndlva és a vegyiiletek szerkezet — hatds Osszefiiggéseinek feltarasa.

A leghatdsosabb vegyiileteket kivalasztottuk tovdbbi in vitro kisérletsorozatra a
lehetséges hatdsmechanizmus leirdsa érdekében. Az alkalmazott mddszerek a kovetkezok
voltak: sejtciklus analizis, fluoreszcens mikroszképpal végzett morfologiai vizsgalat HOPI
kettds festést kovetden, kaszpdz-3, -8 €s -9 enzim aktivitds mérés, a sejtciklust szabdlyoz6
faktorok expresszidjdnak vizsgdlata RT-PCR és Western blot technika segitségével.

A leghatdsosabb vegyiiletek tumorszelektivitisit human fibroblaszt sejtek

életképességére kifejtett hatdsa révén jellemeztiik.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Ujonnan szintetizalt, a D-gyiiriin triazol gyiiriivel szubsztitualt szteroid szarmazékok
kémiai szerkezete
A vizsgélt vegyiiletek els6 csoportjat (1-2) a 17a-triazol szteroid analégok képezték. A
vizsgalt vegyiiletek Osztron és androsztin véazzal rendelkeznek és mindkét vegyiiletsor

esetében a D-gylirii 17-es szénatomjdhoz kapcsolddik a triazol gytirt.
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1. abra 17a-triazol szteroid analégok szerkezete

A vizsgdlt vegyiiletek mdsodik csoportjdba (3-4) a 15B-triazol-5a-androsztdn anal6gok
tartoznak. A vizsgalt vegyiiletek androsztan véazzal rendelkeznek, melyek A—gylriije a 3-as
helyzetben acetoxi funkcids csoportot tartalmaz. Az analégok a 17-es helyzetii —OH és =O

csoportokban térnek el egymdstol. A triazol gylri a D-gylri 15-6s szénatomjihoz

kapcsolddik.
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2. abra A leghatdsosabb 15p-triazol-5a-androsztin analégok szerkezete

A vizsgalt vegyiiletek harmadik csoportjaba (5-6) a 16-triazol 6sztron epimerek tartoznak. A

vizsgalt vegyiiletek 0sztron vazzal rendelkeznek, melyek A—gytiriije a 3-as helyzetben metoxi



funkciés csoportot tartalmaz. A triazol gylrii a D-gytiri 16-os szénatomjahoz kapcsolddik,

melyen keresztiil kiilonb6z6 funkcids csoportok kapcsolédnak a vegyiiletekhez.
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3. aba A leghatékonyabb 16-triazol szteroid anal6gok szerkezete

Sejtvonalak és sejttenyésztés

A vizsgalt vegyiileteket HeLa (cervix adenokarcindma), A431 (bor adenokarcinéma), MCF7
(eml6 adenokarcinéma) és nem tumoros MRC-5 f6télisl tiido fibroblaszt sejteken teszteltiik.
Az sejteket minimdlis esszencidlis médiumban (MEM) tenyésztjik 10% fotdlis
borjiszerummal, 1-1% nem esszencidlis aminosav és antibiotikum-antimikotikum keverékkel

kiegészitve 37 °C-on 5% CO; jelenlétében.

MTT vizsgalat

A tesztanyagok sejtekre kifejtett antiproliferativ hatdsat kolorimetridsan MTT mddszer
segitségével hatdroztuk meg. A sejteket 96-os lemezre telepitettik ki 5000 sejt/iireg
denzitassal, egy éjszakdn 4t allni hagytuk, majd hozzdadtuk a vizsgilandé vegyiileteket
tartalmaz6é médiumot. A sejtek életképességét 72 6rds inkubéciét kovetden 20 uL. MTT-oldat
(5 mg/mL) hozzdaddsaval hataroztuk meg. A 4 6rds inkubdcid sordn kicsapddott formazan
kristdlyokat 100 ul DMSO-ban oldottuk fel, majd az abszorbancia értékeket 545 nm-en
hataroztuk meg ELISA olvasd segitségével. Valamennyi kisérlet esetében két egymastol
fiiggetlen vizsgdlatot végeztiink 6t parhuzamos iireggel, referencia vegyiiletként ciszplatint
hasznaltunk. A mért értékekre szigmoid ddzis-hatds gorbét illesztettiink, majd kiszamitottuk

az ICsg értékeket GraphPad Prism 4.0 program segitségével.



Aramlasi citometria analizis

A sejtek DNS tartalmdt a DNS-hez kotd6dd propidium-jodid (PI) segitségével, aramlasi
citometrids analizis sordn vizsgéltuk. A sejteket a tesztanyagok kiillonboz6é koncentracidival
kezeltiik be és inkubaltuk 24 és 48 6rdn at, majd a mintdkat FACStar segitségével vizsgaltuk.
Minden egyes mérésnél 20.000 sejtet vizsgaltunk, a sejtek szdzalékos megoszlasat a sejtciklus

kiilonbozo fazisaiban (subGl, G1, S and G2/M) winMDI 2.8 programmal hataroztuk meg.

Hoechst 33258-propidium jodid kettos festés

A sejteket 96-os iiregli lemezre telepitettik ki, majd a tesztanyagok kiillonbdzo
koncentracidival kezeltiilk be 24 6ran at. Az inkubdciét kovetden hozzdadtuk a sejtekhez a
festékoldatot. A Hoechst 33258 és PI végkoncentraciéi 5 és 3 ug/mL voltak. A festés lehetdvé
teszi az €10, a korai és késoi apoptotikus, valamint a nekrotikus sejtek azonositdsat. A HO
bejut az €16 sejtbe és kékre festi a sejtmagot. A membrdin integritdsdnak elvesztésekor a sejtek

felveszik a propidium jodidot, a sejtmagot pirosra festve.

Kaszpaz-3, -8 és -9 enzim aktivitas meghatarozasa

A kaszpidz-3, -8 és -9 enzimek aktivitidsat beszerezhetd kolorimetrids kit segitségével
hatdroztuk meg Ac-DEVD-pNA-t, Ac-IETD-pNA-t és Ac-LEHD-pNA-t hasznélva
szubsztratként. A vizsgdlat sordn a peptid szubsztratokat a kaszpdz-3, -8 és -9 enzimek
hasitottdk pNA  (p-nitroanilin) felszabaduldst eredményezve, melyet 405 nm-es
hullimhosszisdgon mértiink. A HelLa sejteket a tesztanyagok 3, 10 és 30 uM-os

koncentracidival kezeltiik be 24 6ran at; a kezeletlen sejtek kontroll sejteknek feleltek meg.

Reverz transzKkriptaz (RT-PCR) vizsgalatok

Az apoptozis kivdltasaban szerepet jatszo markerek, mint Bax, Bcl-2, valamint a sejtciklus
G2/M atmenet szabdlyozdsdban szerepet jatszo faktorok, mint ciklin dependens kindz 1
(CDK1), c¢dc25B, ciklinB1 és ciklinB2 mRNS szintli expressziéjait RT-PCR technika
segitségével hatdroztuk meg a tesztanyagokkal kezelt HeLa sejtekbdl. A sejtekbdl 24 orés
inkubdcié utdn totdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS-t preparaltunk reverz transzkriptiz (RT)
jelenlétében. Kontrollként humén gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendaz (hGAPDH) primert

hasznaltunk valamennyi minta esetében.



Western blot vizsgalatok

A leghatékonyabb tesztanyagoknak a foszforilalt és total stathmin funkcidjara gyakorolt
hatdsdnak vizsgdlatdhoz azok fehérje szintli expresszidjat Western blot vizsgalattal végeztiik.
A HelLa sejteket 48 oras kezelésnek vetettiik ald. Teljes sejt extraktumot készitettiink, a
proteint 4-12% NuPAGE Bis—Tris Gelen elektroforizaltuk, majd nitrocellul6z membranra
vittiikk iBlot Gel Transfer System segitségével. Az antitest kotédés detektdldsa WesternBreeze

Chemiluminescent Western blot immunodetection kit segitségével tortént.

EREDMENYEK
17a-triazol szarmazékok antiproliferativ hatasa
Az Osztron szdrmazékok (la—j) szerény hatdssal rendelkeznek, ezek a vegyiiletek még
nagyobb koncentraciéban is kevesebb, mint 60%-os proliferacié gatlé hatast fejtenek ki a
sejtekre. Az androsztan sorozat (2a—j) hatékonyabban gitolta a sejtosztodast. Mivel az anal6g
vegyiiletek szerény antiproliferativ hatdssal rendelkeznek, nem végeztiink veliikk tovabbi

vizsgdlatokat.

15p-triazol-5a-androsztan szarmazékok antiproliferativ hatasa
Az MTT vizsgalat eredményei alapjan a 3a—c, 4a és 4b vegyiileteket valasztottuk ki tovabbi

vizsgalatokra hatdsmechanizmusuk feltardsa érdekében.

160-triazol-0sztron szarmazékok antiproliferativ hatasa

Az antiproliferativ hatdsaik alapjdn, az Si és 6f-h vegyiileteket vélasztottuk ki tovabbi
vizsgalatok elvégzésére, valamint tumorszelektivitdsukat is jellemeztiikk. Mind a 4 szteroid
szerény hatast fejtett ki a nem tumoros fibroblaszt MRCS5 sejtek proliferacidjara. Az Si és 6h

vegyliletek nem tudtak 50%-os gatlast elérni 30 pM-ig.



Tablazat 1. A leghatékonyabb vegyiiletek antiproliferativ hatdsa

ICs értékek (uM)
Vegyiiletek
HeLa sejtek | MCF-7 sejtek | A431 sejtek | MRCS sejtek
3a 7.70 19.24 20.69 n.d.
3b 9.40 10.28 2243 n.d.
3c 6.52 >30 >30 n.d.
4a 9.16 1.69 9.69 n.d.
4b 10.27 2.68 10.66 n.d.
Si 13.85 14.88 11.75 >30
6f 5.08 7.88 6.77 17.64
6g 8.69 10.78 10.68 17.07
6h 12.11 >30 >30 >30

15p-triazol-5a-androsztan szarmazékok sejtciklusra kifejtett hatasa

24 oras kezelést kovetden koncentracid fiiggd csokkenés volt tapasztalhaté a Gl fazisu
sejtpopuldcioban, a G2/M fézisu sejtek viszont novekedést mutattak (4. dbra). A 3¢ vegyiilet
nem volt hatassal a G2/M fazisra, viszont novelte a sejtek aranyat a sejtciklus szintetikus (S)
fazisdban. A 3a—c és 4a vegyiiletek mérsékelten, de szignifikdns mértékben novelték a
hipodiploid (subGl1) fazisu sejtek mennyiségét, ami rendszerint az apoptotikus populdcionak

felel meg. Ez az apoptotikus populdcié még kifejezettebb lett 48 oras kezelést kovetden.

16a-triazol-0sztron szarmazékok sejtciklusra Kifejtett hatasa

A kivalasztott Osztrdn analégokkal torténd kezelést kovetéen koncentracié fiiggd novekedés
kovetkezett be a subGl fazisi sejtek mennyiségében, ami kifejezettebbé valt 48 Orés

inkubéci6 utan. Ugyanakkor a G1 f4zis nagymértékben lecsokkent, mikdzben a szintetikus S

és a G2/M fazis szerény, de szignifikdns novekedést mutatott (5. dbra).
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4. abra A 3a-c és 4a-b vegyiiletek hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus eloszldséra 24 (bal oldal) és 48 6réas (jobb
oldal) kezelés utdn. A sziirke és a fekete oszlopok a 3 és 10 uM-os koncentricidkat jelolik. *és ** p<0.05 és
p<0.01 a kontroll sejtekhez viszonyitva.



501 501
= |subG1 fazis 24 h = 48 h
% 404 % 404 *k
+
2 30 o 301 ** . "
\E 20 E 201
= 104 o 107
7] (7]
- 0-
kontroll 6f 69 6h 5i kontroll 6f 69 6h 5i
- G1 fazis i
= 75 = 75
] i
n ”
H 504 H 504
2 B
g £
b 5
E 254 E 254
kontroll 6f 69 6h 5i : kontroll 6f 69 6h 5i
= S fazis =
W 207 7]
+H +
2 B
E 101 §
2 2
a a
0- . ’
kontroll 6f 69 6h 5i kontroll 6f 69 6h 5i

301

sejtszam % + SEM
sejtszam % + SEM

0- 0- .
kontroll 6f 69 6h 5i kontroll 6f 69 6h 5i

5. abra A 6f, 6g, 6h és 5i vegyiiletek hatdsa a HeLa sejtek sejtciklus eloszldsara 24 (bal oldal) és 48 6rds (jobb
oldal) kezelés utan. A sziirke és a fekete oszlopok a 3 és 10 uM-os koncentracidkat jelolik. *és ** p<0.05 és
p<0.01 a kontroll sejtekhez viszonyitva.

15p-triazol-5a-androsztan szarmazékok sejtmorfologiara kifejtett hatasa

Morfolégiai valtozasok, mint a sejtmag kondenzacidja, az apoptotikus testek megjelenése és a
sejtmembrdn permeabilitisdnak novekedése volt észlelhetd koncentracid fiiged mdédon az
apoptézis €s nekrozis bizonyitékaként. A 15B-triazol-Sa-androsztdn szarmazékokkal torténd
24 6ras kezelés utan a sejtmag kondenzicidja €s a sejtmebran permeabilitds novekedésének
koncentracié fiiggd valtozasa volt észlelhetd, melyet a kék és piros fluoreszcencia jelol (6.

abra).
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6. abra Fluoreszcens mikroszképpal készitett fotok Hoechst 33258 — propidium jodid kettés festést kovetden.
Ugyanarr6l a 14t6térrol két fotd késziilt a két markert kiilon szemléltetve. A HeLa sejteket médiummal (kontroll)
és a 3a—c és 4a-b vegyiiletekkel kezeltiik 3, 10 és 30 uM-os koncentraciokban. A kék fluoreszcencia (bal panel)
a HO, a piros szinezddés (jobb panel) pedig a sejt PI felvételének az eredménye. A vonal a kontroll képen 100
wm-t jelol.

160-triazol-0sztron szarmazékok sejtmorfologiara Kifejtett hatasa

A 16a-triazol-6sztron szarmazékok koziil négy vegyiilet (Si, 6f, 6g és 6h) valtott ki korai
apoptozist, amit a megnovekedett membran permeabilitds nélkiil lezajlo sejtmeg kondenzacid
is bizonyit. A membrdn permeabilitisdnak zavara csak magasabb koncentraciékban volt
észlelhetd sejtmag kondenzécid nélkiil, ami a vegyiiletek nekrézist kivalté képességét mutatja
(7. abra). Két kivdlasztott szteroidot (6f and 6g) a nem tumoros MRCS5 sejtvonalon is
leteszteltiik (8. d&bra). Sejtmag kondenzéacié csak elszortan jelentkezett magasabb

koncentracidknal (10 vagy 30 uM) PI-os festddés nélkiil.

Kaszpaz-3, kaszpaz-8 és kaszpaz-9 enzim aktivitas vizsgalat

A sejtciklus analizis és HO-PI kettés festés eredményeit alapul véve, meghataroztuk két
kivalasztott vegyiiletnek (6f és 6g) az apoptdzis kulcsenzimeinek aktivitdsara (kaszpaz-3,
kaszpaz-8 és kaszpaz-9) kifejtett hatdsat. Mindkét szteroid analdg aktivélta a végrehajtd
kaszpdz-3 enzimet koncentridcié fliggd modon 24 Ords kezelést kovetden (9. dbra). Az
inicidtor kazpdsz-9 enzim aktivitdsa szintén szignifikdnsan novekedett mindkét vegyiilet

hatdsara. Masrészrol, egyik tesztanyag sem valtott ki szignifikans kaszpdz-8 enzim aktivitast.
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7. abra Fluoreszcens mikroszkdppal készitett fotok Hoechst 33258 — propidium jodid kettds festést kovetéen. Ugyanarrdl a
latotérrdl két foté késziilt a két markert kiilon szemléltetve. A HeLa sejteket médiummal (kontroll) és a 6f, 6g, 6h és 5i
vegyiiletekkel kezeltiik 3, 10 és 30 pM-os koncentracidkban. A kék fluoreszcencia a HO (bal oldali panel), a piros szinezddés
pedig a sejt PI (jobb oldali panel) felvételének az eredménye. A vonal a kontroll képen 100 pm-t jelsl.

kontroll

5f 59

- ----

o ----
s ----

8. abra Fluoreszcens mikroszképpal készitett fot6k Hoechst 33258 — propidium jodid kettds festést kovetéen. Ugyanarrél a
latotérrél két fotd készillt a két markert kiilon szemléltetve. Az MRCS5 sejteket médiummal (kontroll) és a 6f és 6g
vegyiiletekkel kezeltiik 3, 10 és 30 uM-os koncentraciékban.
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9. abra A kaszpaz-3, kaszpaz-8 és kaszpaz-9 enzimek aktivitdsdnak kivéltisa a 6f és 6g vegyiiletekkel 24 6ras
kezelést kovetden. A fehér, a sziirke és a fekete oszlopok a 3, 10 és 30 uM-os koncentracidkat jelolik. *és **
p<0.05 és p<0.01 a kontroll sejtekhez viszonyitva.

RT-PCR vizsgalatok

A sejtciklus G2/M atmenet szabalyoz6 faktorainak (CDKI, ciklinB1, ciklinB2 és cdc25B) és
az apoptdzis mitokondridlis dtvonal kivaltdsdban szerepet jatszé kulcsfontossdgu faktorainak
(Bax és Bcl-2) mRNS-szintii expresszidjat RT-PCR technika segitségével hataroztuk meg. A
Bax/Bcl-2 arany szignifikdnsan magasabb volt nagyobb koncentracional a két leghatékonyabb
vegylilet esetében (10. dbra). Ez az apopt6zis mitokondridlis ttvonaldnak kivéltdsaban jatszik
szerepet. A G2/M atmenetben résztvevl négy kivélasztott faktor a magasabb koncentracidval
(10 uM) torténd kezelést kdvetden csokkenést mutatott. Tovabba, a ciklinB1 mRNS-szintli
expresszidja a 6g vegyiilet esetében mar 3 uM-os kezelést kovetden szignifikdnsan

alacsonyabb volt (11. dbra).

* %

=y -
o o
1 1

Bax/Bcl-2 arany + SEM
o
o

0.0
kontroll 3uM 10 uM 3 M 10 pM

6f 69

10. abra A 6f és 6g vegyiiletek hatdsa a Bax/Bcl-2 ardnyra HeLa sejtek esetében 24 6rés kezelést kovetben. *és

** p<0.05 és p<0.01 a kontroll sejtekhez viszonyitva.
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11. abra A CDKI, cyclin B1, cyclin B2 és cdc25B mRNS-szintii expresszidja 3 (sziirke oszlop) és 10 (fekete
oszlop) uM-os kezelést kovetden a 6f és 6g vegyiiletek esetében. *, ** és *** p<0.05, p<0.01 és p<0.001, a
kontroll sejtekhez viszonyitva

Western blot vizsgalat
A 6f és 6g vegyiiletekkel torténd 10 uM-os 48 6rds kezelést kovetden a foszforilalt stathmin,
egy mikrotubulus destabilizal6 protein, fehérje expresszidja szignifikdnsan csokkent a

kezeletlen konroll sejtekhez képest (12. dbra). Mdasrészrol a total stathmin esetében nem

észleltiink semmilyen szignifikédns véltozast.

=
W 40-

+l

O 20-

foszforilalt stathmin

0-

total stathmin

kontroll 6f 6g

12. abra A 6f és 6g (10 uM) vegyiiletek hatdsa a foszforildlt stathmin (felsé panel) és a total stathmin (als6
panel) fehérje expresszidjdra HeLa sejtek esetében 48 Ords kezelést kovetden Western blot vizsgilattal
meghatdrozva. Az eredmények 4tlagérték + SEM értékben vannak kifejezve, két parhuzamos mérés alapjén, n =
6. *** p < (0.001, a kontroll sejtekhez viszonyitva.
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DISZKUSSZIO

A triazol gylrli egy Ot sz€natomos heterociklus, mely harom nitrogén atomot tartalmaz. A
triazolt tartalmazé vegyiiletek, mint az anasztrozol és letrozol kiemelkedd hormonellenes
hatdsi gydgyszerek és nagy mennyiségl triazolt tartalmazd vegyiilet sziiletett az elmult
években, mint tumorellenes hatasi gyoégyszerjelolt. Ismert tumorellenes szerek szerkezeti
modositdsa triazol funkcié beépitésével a farmakoldgiai jellemzdk (hatékonység,
szelektivitds) javuldsdhoz vezethet. Kiilonbozd innovativ szteroid szerkezetli vegyiiletek
csoportjait teszteltilk antiproliferativ tulajdonsdgaikat vizsgdlva, melyek triazol gyurtit
tartalmaznak farmakofor csoportként a D gytirt kiilonb6z6 pozicidiban.

Mig a 17a-triazol szdarmazékok szerény aktivitdst mutattak, addig a 15- és 16-triazol
szteroidok jelentds hatdsokkal rendelkeznek. A leghatékonyabb analégokat tovabbi
vizsgalatoknak vetettiik ald, hogy jellemezhessiik hatdsmechanizmusukat. A kivalasztott négy
vegylilettel (5i, 6f, 6g és 6h) torténd 24 6ras kezelés, még a legalacsonyabb koncentraciéban
(3 uM) is sejtmag kondenziciét eredményezett minimadlis vagy sejtmembridn permeabilitds
valtozds nélkill, ami az apoptdzis morfolégiai markere. Az életképességi vizsgalat és
fluoreszcens festés intakt human fibroblaszt sejteken azt mutatta, hogy a négy kivélasztott
molekuldbdl kettd (6f és 6g) mutat magasabb ICs, értéket a nem tumoros sejteken, szemben a
malignus sejtekkel és nem valt ki nagymértékii membran karosodést 30 pM-ig. A kivalasztott
vegyiiletek koziil a kovetkezd (5i) nem valt ki 50%-os gétlast fibroblaszt sejteken 30 uM-ig és
a negyedik vegyiilet (6h) HelLa sejtekre szelektivnek bizonyult. Az dramldsi citometridt a
kezelt sejtek sejtciklus eloszlasdnak kvantitativ jellemzésére hasznaltuk. A leghatékonyabb
vegyliletek novelték a hipodiploid (subG1) populaciét koncentracid- és 1dofiiggd médon. A
DNS csokkent megfesthetdsége a progressziv DNS vesztés kovetkezményének tekinthetd,
ami az endonukledz aktivitisnak és a fragmentumok elimindciéjanak, mint az apoptdzis
részeként bekovetkezd on-lebomldsnak a kovetkeztében jon létre. A két kivalasztott vegyiilet
a kaszpdzok aktivaciés mintdzata alapjan az apoptdzis az intrinszik dtvonalat idézik eld. A
kaszpdz-9 aktivacidja kevésbé kifejezettnek latszik, ami nem szokatlan, mivel ez az enzim a
kaszkad elején taldlhat6, mig a kaszpdz-3 a végsd eleme és ennek kovetkeztében egy
amplifikdciés termék is. A Bcl-2 és Bax ardnyat 4dltaldban az apoptozis-tilélés arany
markerének tekintik. A két kivélasztott vegyiilet (6f és 6g) nagyobb koncentriciéban a
Bax/Bcl-2 ardny szignifikdns novekedését eredményezte, megerdsitve az észlelt apoptdzis
mitokondridlis eredetét. A CDKI, ciklinB1, ciklinB2 és CDC25 expresszidja szignifikdnsan
csokkent, jelezve, hogy a beavatkozds a sejtciklus szabdlyozdsdba valdsziniileg magasabb

regulaciés szinten torténik. Ezen eredmények alapjan elmondhaté, hogy az Osztron-vaz
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alkalmas szerkezeti elemnek tekinthetd a tovdbbiakban innovativ antiproliferativ gyégyszerek

tervezésekor.
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