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1. Bevezetés

A folyamatosan fejlodd terapias lehetdségek ellenére a tumoros megbetegedések
vilagszinten stulyos egészségiigyi problémat jelentenek és a vezetd halalokok kézé tartoznak.
A Globocan 2018. évi adatbazisa alapjan 18,1 millié 0j esetet valamint 9,6 millié daganatos
megbetegedéshez kothetd halalozast regisztraltak vilagszerte 2018-ban. A nék korében az
eml6tumor volt a leggyakrabban diagnosztizalt, és ezzel 0sszhangban vezetd a tumorhoz
kothetd halalozasok tekintetében 103 orszagban. Masik jelentds ndgyogyaszati daganatos
betegség a méhnyakrak, incidenciat és mortalitast tekintve a negyedik leggyakoribb
tumortipus. A tumoros halalozasok hozzavetélegesen 90%-a Osszefiigg a masodlagos
daganatok kialakuldsaval. 30 év klinikai vizsgalati eredményeit feldleld értékelés sem mutatta
ki a tulélési arany javulasat metasztatikus emldrakkal diagnosztizalt ndk esetében.

A tripla negativ emlétumor (TNE) az Gsztrogén és progeszteron, valamint a HER2
receptorok hianyaval jellemezhetd. Az Gsszes diagnosztizalt emlédaganat 15-20%-a tartozik
ebbe az altipusba. Az eml6tumoros halalozasok 25%-a kotheté a TNE-hoz, ami mutatja a
betegség stlyossagat. A TNE ellen vizsgalt hatdanyagjeloltek igéretes Klinikai eredményei
ellenére az altipusra specifikus gyogyszerhatdanyag kutatdsa siirgds igény. A méhnyakrak
kialakulasdban szerepet jatszé tényezdk kozil a human papillomavirus (HPV) a
legjelentdsebb. A magas kockazati szinti HPV tipusok altali fert6zés vezetd szerepe mind
epidemiologiailag, mind biologiailag bizonyitott, a méhnyaktumorok 99,7%-a esetén
kimutathat6 a HPV jelenléte. A legmeghatirozobb HPV 16-os és 18-as altipust a
méhnyakdaganatok 70-80%-aban azonositottak.

Jollehet a 17B-6sztradiol sejtproliferacio serkentd hatasa jol ismert, szdmos modositott
Osztrogénszarmazék tumorellenes hatdsat bizonyitottdk. A hormondlis hatasok hidnya
alapvetd kovetelmény az Osztrogénszerkezetli tumorellenes hatéanyagjeloltek fejlesztése
soran. Az Osztrogén aktivitas elvesztése elérhetd a gylriirendszer 2. vagy 3. szénatomjanak
szubsztitualasaval, illetve a 13. szénatom konfiguracidjanak inverzidjaval. Korabbi
tanulméanyokban megfigyelték, hogy benzilcsoport raépitése az Osztronvaz 3. szénatomjara,
valamint triazolilcsoport beépitése a szteroid szerkezetbe ndvelheti a vegyiilet antiproliferativ
potencialjat. Radioligand kotési techika alkalmazasaval kimutattak, hogy a 16-hidroximetil-
3,17-6sztradiol lehetséges izomerjei nem kapcsoldodnak az 6sztrogén receptorhoz.

A jelen tézisben targyalt 16-triazolil-13a-6sztradiol szarmazékok és prekurzoraik, a 3-
benziloxi-16-hidroximetil-6sztradiolok, valamint a 16-hidroximetil-3-metoxi- és 16-

hidroximetil-3-benziloxi-13a-6sztradiol analdgok négy lehetséges izomerjének szintézise a
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hormonalis hatds elvesztéséhez, illetve az antiproliferativ hatds noveléséhéhez vezetd

szerkezeti modositasok alapjan tortént.

2. Célok

A jelen tanulmany célja Ujonnan szintetizalt modositott Osztradiol szarmazékok
tumorellenes hatasanak meghatarozasa volt human négyogyaszati tumoros sejtvonalakon in

vitro:

R/

% Az osztradiol szarmazékok sziirése antiproliferativ hatasuk szempotjabdl, illetve a

legpotensebbek tumorszelektivitasanak vizsgalata MTT teszt segitségével.

L)

» A legpotensebb vegyiiletek proapoptotikus hatasanak meghatarozasa sejtciklus
analizis, Hoechst 33258 - propidium jodid kettés festéssel végzett morfologiai
vizsgalat, valamint a meghataroz6 kaszpaz enzimek aktivitasanak mérése alapjan.

¢ A kivalaszott szarmazékok metasztazis-gatld tulajdonsaganak vizsgalata tripla negativ

tumoros sejtvonalon sejtmigraciora €s sejtinvaziora gyakorolt hatasuk alapjan. Zselatin

zimografia és Western Blot analizis segitségével meélyebben feltérképezni az

antimetasztatikus hatast.

3. Anyagok és modszerek

3.1 Vegyiiletek

A 16-triazolil-13a-6sztradiol szarmazékokat és prekurzoraikat, a 3-benziloxi-16-
hidroximetil-6sztra-1,3,5(10)-trién-17-0l négy lehetséges sztereoizomerjét és harom, a 3.
szénatomon szubsztitualt benzilcsoporttal rendelkez6 analogot, tovabba a 16- hidroximetil-3-
metoxi- és a 16-hidroximetil-3-benziloxi-13a-6sztra-1,3,5(10)-trién-17-0l négy lehetséges
izomerjét a Szegedi Tudomanyegyetem Szerves Kémiai Intézetében szintetizaltak. A vizsgalt

molekulak szerkezeti képlete lathat6 az 1-3. Abran.
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1. Abra A 16-triazolil-13a-dsztradiol analdgok és prekurzoraik szerkezeti képlete.
OH 9 16B,17p
10 | 160,17p
CH,OH 11 | 163,170
12 | 160,170

9a | 16B,17p R=Cl
9b | 168,178 R=OMe

R 9c | 168,178 R=CN
2. Abra A 3-benziloxi-16-hidroximetil szdrmazékok szerkezeti képlete.

OH 13 | 160,17 R=Me
14 | 16B,17a R=Me
15 | 160,17 R=Bn
16 | 16B,17a R=Bn
17 | 160,170 R=Me
18 | 16B,17p R=Me

RO

3. Abra A 16-hidroximetil-3-metoxi- és a I6-hidroximetil-3-benziloxi- 19 | 16a,170. R=Bn

13a-dsztradiolok szerkezeti képlete. 20 | 168,17 R=Bn

3.2 Sejtvonalak

HeLa méhnyak-, A2780 ovarium-, A431 epidermalis, valamint MCF7, T47D, MDA-
MB-231 és MDA-MB-361 emlétumoros human adherens sejtvonalakat alkalmaztunk
vizsgalataink soran. MRC-5 huméan tiidé fibroblaszt sejtvonalat hasznaltunk a
tumorszelektivitds meghatdrozdsdhoz. A sejteket minimalis esszencialis médiumban

tenyésztettilk, amelyet kiegészitettink 10% fotalis borjiszérummal (FBS), 1% nem-



esszencialis aminosavval és 1% antibiotikum-antimikotikum-keverékkel; valamint 37 °C-0s

5% CO»-t biztositd inkubatorban taroltuk 6ket.
3.3 Az antiproliferativ hatas vizsgalata

A tesztanyagok antiproliferativ hatasdnak vizsgadlata az emlitett tumoros
sejtvonalakkal szemben MTT teszt alkalmazasaval tortént. A sejteket 96-lyuka mikrotiter
lemezre telepitettiik, éjszakara novekedni hagytuk, majd kezeltik a vizsgalando osztradiol
sejtekhez, majd 4 ora elteltével ELISA olvasoval mértiik a kicsapodott, majd dimetil-
szulfoxidban feloldott formazankristalyok abszorbanciajat 545 nm-en. A Kkezeletlen sejteket

tekintettiik kontrollnak.
3.4 Aramlasi citometrias sejtciklus analizis

Aramlési citometrias analizis segitségével hataroztuk meg a sejtek DNS tartalmat.
HeLa és MDA-MB-231 sejteket telepitettiink 6-lyuka lemezre, majd egy ¢éjszakds inkubécio
utan kezeltiik a sejteket a tesztanyagokkal 24, illetve a HeLa sejtek esetében 48 oran at. Ezt
kovetden a sejteket etanolban fixaltuk és festettiik propidium jodiddal. Partec CyFlow
késziiléket alkalmaztunk a vizsgéalathoz, mintanként 20.000 sejtet rogzitettiink minden mérés
soran. A sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban (subG1l, G1, S, G2/M) 1év6 sejtek szazalékos aranyat
ModFit LT szoftver segitségével analizaltuk. A subG1l populaciot tekintettiik apoptotikus
sejteknek.

3.5 Hoechst 33258 — propidium jodid kettds festés

HeLa sejteket telepitettiink 96-lyuku lemezekre, majd egy ¢&jszakai inkubaciot
kovetden kezeltiik 6ket a vizsgalando vegyiiletekkel 24 o6ran 4at. Ezutan hozzaadtuk a
sejtekhez a Hoechst 33258 (HO) és propidium jodid (PI) festékeket, majd 1 6ra inkubacios
1d6 elteltével, fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és fotdztuk a sejteket megfeleld szlir6k
segitségével. A festés segitségével megkiilonboztethetok az intakt, korai apoptotikus, illetve
késO1 apoptotikus (masodlagos nekrézis) sejtek. Minden latotérrdl két fotd készilt az eltérd

szurok alkalmazasaval.

3.6 Kaszpaz enzimek meghatarozasa

A kaszpaz-3, -8 és -9 enzimek aktivitdsat kolorimetrids modszerrel hataroztuk meg.
HelLa sejteket telepitettiink sejttenyésztd flaskaba, majd éjszakai inkubaciot kovetden kezeltiik

a sejteket a tesztanyagokkal 48 oran at. A sejtek lizalasat kovetden egyenlé mennyiségii



proteint tartalmazé mintdkat hasznaltunk a méréshez. Hozzdadtuk a mintdkhoz a kaszpaz-3-
ra, -8-ra, illetve -9-re specifikus szubsztratot, majd 2 ora elteltével mértilk a szubsztratrol

levalt p-nitroanilin abszorbanciajat 405 nm-en ELISA olvasoval.
3.7 Sejtmigracio vizsgalata sebgyogyulasi teszttel

Sebgyogyulasi teszttel vizsgaltuk a tesztanyagok sejtmigraciora kifejtett hatasat.
MDA-MB-231 sejteket telepitettiink a specidlis inszert kamraiba, majd éjszakai inkubacid
utan eltavolitottuk az inszerteket és a tesztanyagokat, illetve 2% FBS-t tartalmazé médiumot
adtunk sejtekhez 24 oran at. A kezelést kovetéen azonnal, illetve a 24 oras kezelési id6

leteltével mikroszkép segitségével fényképeztik a sejteket, melyeket Osszehasonlitva

crer

3.8 Sejtinvazio vizsgalata Boyden kamraval

Az MDA-MB-231 sejtek invazios képességét BD BioCoat Matrigel invazios kamrak
alkalmazasdval hataroztuk meg. A sejteket szérummentes médiumban a felsd iiregbe
helyeztiik, majd kezeltiikk ket a vizsgalando Osztradiol szarmazékokkal. Az also iiregben
kemoattraktansként 10% FBS-t tartalmazo médiumot alkalmaztunk. 24 6ra utan eltavolitottuk
a kamrdt, az invaziv sejteket fixaltuk, festettilk, majd mikroszkép segitségével

lefénykeépeztiik, végiil megszamoltuk.
3.9 Zselatin zimografia

A matrix metalloproteaz-2 (MMP-2) és -9 (MMP-9) enzimek aktivitdsanak
vizsgalatdhoz zselatin zimografiat alkalmaztunk. MDA-MB-231 sejteket telepitettiink Petri-
csészébe, majd éjszakai inkubaciot kovetden kezeltiik a sejteket a tesztanyagok ndvekvd
koncentracioival 24 o6ran at. A MMP-2-t és -9-et tartalmazo feliiliszot 6sszegyljtottiik, majd
egyenld mennyiségli mintdkat zselatint tartalmazd gél -elektroforézisének segitségével
szétvalasztottunk. Ezutan kezeltiik a gélt a reakcidoldattal 24 6ran at, majd a festését kovetden

Luminescent Image Analyzer System segitségével vizsgaltuk.
3.10 Western Blot vizsgalat

Western Blot analizist alkalmaztunk a fokalis adhézids kinaz (FAK), illetve foszforilalt
formajanak (pFAK) aktivitasanak meghatarozasahoz MDA-MB-231 sejtekben. A sejteket
Petri-csészébe telepitettiik, és éjszakai inkubaciot kdvetéen 24 oran at kezeltiik a vizsgalando
vegyliletekkel. Egyenld mennyiségli fehérjét tartalmazé mintdkat gélelektroforézis

segitségével szétvalasztottunk, majd nitrocelluldéz membranra transzferaltuk. Blokkolas utan



inkubaltuk a membrant az elsédleges antitestekkel, majd a masodlagos antitestekkel. A blotok

vizualizacioja kemilumineszcencias modszer alapjan tortént.

4. Eredmények

4.1 Az antiproliferativ hatas vizsgalata

Szdmos vizsgalt tesztanyagunk mutatott potens antiproliferativ hatdst, melyet MTT
teszt alkalmazasaval hataroztunk meg. A 16-triazolil-13a-6sztradiol szarmazékok és
prekurzoraik esetében a 10 puM ¢és 30 puM koncentraciokkal ndgyogyaszati daganatos
sejtvonalakon végzett szlrést kovetéen (1. Tablazat), a leghatékonyabb vegyiileteket
kiilonb6z6 receptorstatusszal rendelkezé emlddaganatos sejtvonalakon vizsgalatuk (2.
Tablazat). A 16B,17a izomer analdégok (7c-g) bizonyultak potensebbnek a vegyiiletsorbol.
Mivel 7e még 30 uM-os koncentracioban sem befolyasolta jelentésen az MRC-5 sejtek
megallapithato a vegyiilet tumorszelektivitasa. A kapott eredmények alapjan a 7e szdrmazékot
valaszottuk tovabbi vizsgalatokra.

A 3-benziloxi-16-hidroximetil-6sztradiol szarmazékok jelent6s antiproliferativ hatast
mutattak a vizsgalt kiilonbdzé receptorstatusszal rendelkez6 emlédaganatos sejtvonalakkal
szemben (3. Tablazat), ugyanakkor szignifikans kiilonbség nem volt megfigyelheté az egyes
vegyiiletek kiilonb6zd sejtvonalakra szamolt 1Csp értékei kozott. A vegyililetek MRC-5
sejtvonalra Kifejtett hatasa Osszevethet6 a tumorterapiaban alkalmazott ciszplatinéval. Az
eredmény alapjan az Gsszes sejtvonalat tekintve legpotensebb vegyiiletet (9a), valamint annak
a 3-benzilfunkciot tekintve szubsztituens nélkiili analogjat (9) valasztottuk tovabbi
kisérletekhez.

A 16-hidroximetil-3-metoxi- és 16-hidroximetil-3-benziloxi-13a-0sztradiolok kozott a
3-benzilfunkcioval rendelkezd vegyiiletek Osszességében hatasosabbnak bizonyultak a 3.
szénatomon metilszubsztitualt analogjaiknal (4. Tablazat). 20 kalkulalt 1Csg értéke jelentésen
alacsonyabb volt tumorsejteken, mint MRC-5 fibroblaszt sejtpopulacion [26,0 uM], ezaltal
tumorszelektivnek tekinthetd in vitro. 15 esetében kismértékii tumorszelektivitas allapithato
meg, az MRC-5 [15,7 uM], illetve HeLa ¢s A2780 sejtekre kalkulalt ICsq értékek alapjan (4.
Tablazat).



1. Tablazat 16-triazolil-13a-dsztradiol szarmazékok és prekurzoraik antiproliferativ hatdsa

Gatlas-szézalék (%) + SEM
[szamitott ICsp érték® (uM)]

Vegyiiletszam  Konc, HelLa MCF7 A2780 A431
(uM)
1 10 -2 - - -
30 - 273+1,6 24,6 +0,4 -
2 10 - - - -
30 28,9+0,8 483+1,2 36,3+1,0 46,7+1,1
3 10 - - - -
30 399+1,4 48,8+1,3 44,8+0,6 68,8+1,2
4 10 21,5+0,7 362+1,4 33,3+0,8 -
30 98,3+0,1 90,3+0,4 96,4 +0,2 97,7+0,1
5 10 204+05 346+14 39,0 £1,0 -
30 96,0+0,4 773+1,3 96,0 £0,4 823+1,1
6a 10 64,7+1,7 - 46,5 +1,1 449+0,9
30 80,3+0,4 - 50,7 £2,0 36,1+1,3
6b 10 23,9+0,9 283+1,0 38,9 +0,2 -
30 274+1,0 30,0+£0,5 38,6 0,4 —
6c 10 573+24 352+2,0 46,9 £0,8 -
30 55,5+ 1,0 37,620 56,5 +0,9 36,6 +0,4
6d 10 583+1,0 429+1,2 53,5+1,5 25,5+2,6
30 56,7+1,2 43,604 55,4 +1,1 19,0+4,4
6e 10 28,1+1,4 30,4+0,6 41,4 £0,5 -
30 24,1+1,2 28,7+2,3 40,5 +0,3 -
6f 10 46,2+2,4 364+1,4 43,6 £0,7 38,7+0,4
30 52,0+2,4 39,6+2,1 51,0 +1,4 37,0+1,1
69 10 612+27 229+15 38,8 +0,98 185+2,8
30 65,1+2,0 279+1,0 39,8+1,2 337+21
[2,0]
6h 10 555+1,0 223+2,0 40,2+22 13,1+0,5
30 62,8+22 23,4+0,8 368+14 26,2+28
7a 10 45,7 +£2,7 - 33,3+1,6 -
30 84,9+0,5 74,7+0,7 81,7 +0,8 534+04
7b 10 58,4+0,1 415+19 56,4 +0,6 -
30 793+0,4 66,8+ 1,5 82,9+1,0 -
7c 10 72,0+£2,0 82,0+0,9 80,9 +2,3 493+1,3
30 883+1,3 93,6+0,3 88,8 +1,5 64,8+24
[7,6] [6,0] [6,0] [10,2]
7d 10 75,8+1,0 67,7+2,6 69,5 +£2,6 449 +0,5
30 89,2+0,9 943+0,2 90,7 £1,8 46,8 1,1
[88] [93] [75]
Te 10 93,5+0,2 83,3+2,1 92,7 £0,2 87,5+0,7
30 97,3+0,1 89,5+1,1 96,9 £0,1 923+0,6
[26] [24] [2,6] [2,9]
7f 10 76,0+0,8 73,5+0,9 88,4 +0,9 68,6 £ 0,6
30 89,6 £0,5 84,8+05 95,0 +0,3 76,6 +0,3
[3.4] [2,9] [2,9] [3.2]
79 10 605+1,1 351+2,6 478+1,0 31,2+1,2
30 86,3+0,9 735+1,2 585+2,1 426+14
[8,5 uM]
7h 10 316+24 18,4+2,4 16,7+ 2,4 43+14
30 49,6 0,4 342+23 381+17 128+2,8
8 10 243+16 8,8+1,0 99+0,9 46+1,1
30 245+19 57,9+0,9 39,0+1,0 30,0+1,3
Ciszplatin 10 42,6+2,3 53,0+2,3 83,6+1,2 88,6 £0,5
30 99,9+0,3 86,9+1,3 95,0+0,3 90,2+1,8
[12,4] [9,6] [1,3] [2,8]

T Két fiiggetlen kisérlet atlagértéke 5 parhuzamos iireg eredményeibél, a standard deviacié kevesebb mint 15%.
2 A 20% alatti gatlas-szazalékok nincsenek prezentélva.



2. Tablazat 7c—qg szdrmazékok antiproliferativ hatdasa emlétumoros sejtvonalakon.

Gatlas-szazalék (%) + SEM
[szamitott ICsp érték® (uM)]

Vegyiiletszam Konc. (uM) T47D MDA-MB-231 MDA-MB-361
7c 10 859+1,1 84,5+ 1,01 83,6+ 0,6
30 92,0+0,4 945+0,5 89,2+0,5
[5,9] [6,5] [5,3]
7d 10 58,4+0,9 418+25 572+18
30 90,9+0,5 82,2+0,7 741+12
[9,7] [10,3] [9,7]
Te 10 85,6 +0,6 85,3+1,8 74,1+0,9
30 92,0+0,4 92,4+0,9 83,6+ 1,6
[5.9] [6,5] [5.4]
7f 10 65,4+0,8 57,0+1,3 61,4+0,3
30 87,7+0,6 84,5+0,7 743+12
[6,2] [8,3] [6,6]
79 10 56,5+ 1,0 485+15 56,0+2,0
30 81,1+14 769+19 73,7+13
[9,0] [10,3] [8,8]
Ciszplatin 10 51,0+2,0 20,08 +0,8 675+1,0
30 579+14 71,7+12 87,7+1,1
[9.8] [19,1] [3,7]

¥ Két fiiggetlen kisérlet atlagértéke 5 parhuzamos iireg eredményeibél, a standard deviacié kevesebb mint 15%.

3. Tablazat 16-hidroximetil-dsztradiol szarmazékok antiproliferativ hatdsa

Gatlas-szazalék (%) + SEM
[szamitott ICs érték* (uM)]

Vegyiilet  Konc.

. MDA-MB-231 MCF7 T47D MDA-MB-361 MRC-5
szama (uUM)
9 10 31,5+1,8 60,2+ 1,6 54,5+0,3 93,1+05 78,0+2,6
30 94,9+0,5 97,2+0,4 90,0+ 0,4 933+1,1 96,5+ 0,2
[12,7] [8,2] [8,4] [4,6] [6,7]
10 10 93,8 +0,5 91,5+0,6 82,7+1,6 93,8 0,7 94,8 +0,5
30 96,2 +0,3 97,8+£0,2 82,1 +£0,5 94,0+ 0,3 96,9 + 0,2
[3,9] [5,1] [4,6] [3.8] [5,5]
1 10 76,4+ 0,7 27,0+1,3 38,8+ 2,0 62,7422 39,1432
30 92,2+0,6 88,6=1,2 90,3 +0,6 86,2 0,9 92,6 £0,2
[5,9] [13,6] [15,7] [7.2] [10,2]
12 10 843+1,2 56,6 + 2,2 475+2,4 79,1 +2,7 53,7 +3,4
30 92,8+0,3 86,6+ 0,9 94,6 +0,7 89,9+ 1,0 76,8+2,2
[5,5] [9,1] [10,4] [5,4] [7.,3]
9a 10 89,5+0,8 96,5+0,7 95,6 + 0,3 81,1+1,8 76,5+2,3
30 87,7+0,3 96,7 +0,2 95,3 +0,9 87,0+£1,3 79,8+ 1,0
[4,6] [3,5] [2.8] [1,3] [6,7]
9b 10 61,1 2,4 72,7+0,8 80,2 £2,1 76,8 £ 1,2 61,0 +2,8
30 82,8+0,9 89,1+0,9 87,0+1,5 81,1+1,7 78,1 +1,8
[7.5] [4,2] [3,0] [4,7] [1,5]
9c 10 309+2,4 39,3+0,7 34,7+1,4
30 68,8+1,7 57,7+0,8 52,7+3,1 S -
Ciszplatin 10 20,8+0,8 53,0+2,3 51,0 £2,0 67,5+1,0 60,3 £3,3
30 745+1,2 87,0+1,2 58,0+ 1,5 878+1,1 61,9+ 1,0
[19,1] [5,8] [9,8] [3,71 [6,2]

#Két fiiggetlen kisérlet atlagértéke 5 parhuzamos iireg eredményeibl, amennyiben a gatlas-szazalék> 75% a

A

® Nincs meghatarozva.



Sejtszdam (%) + SEM

4. Tablazat 16-hidroximetil-3-metoxi- és 16-hidroximetil-3-benziloxi-13a-dsztradiolok antiproliferativ hatdsa

Gatlas-szazalék (%) = SEM
[szamitott ICsp érték® (uM)]

Vegyilet  Kone. /58 MB-231 MCF7 T47D MDA-MB-361 HeLa A2780
szama (uM)
13 10 <10 <10 202+ 1.7 229+26 174+20 236+ 13
30 321425 21.6+23 36.7+0.8 312+29 58.6+1.7 544420
7 - - - [24.7] [23.2]
14 10 101+1.7 11.9+2.1 31712 <10 554+2.1 387+0.7
30 404+12 432+1.6 57.0+18 260+ 1.3 66.0+0.9 71.4+0.6
- - [22.5] - [8.4] [13.3]
15 10 182+27 404+17 463+13 1+19 50.9+2.4 50.8+0.8
30 89.0£ 1.5 96.7+0.2 93.7+03 96.5+0.5 97.5+0.1 94.9+£0.7
[17.4] [10.7] [10.6] [17.4] [8.8] [9.3]
16 10 20.6+0.9 264+16 297+0.7 157+29 76.7+0.7 519+14
30 942 +0.6 93.6+0.7 468+ 14 752+ 1.1 89.6 +0.5 75.3+0.7
[16.0] [14.6] - [13.5] [3.4] [7.7]
17 10 271+3.0 15022 28.0+2.0 17113 565+ 1.4 479+19
30 42.8+2.1 31.3+14 443 +2.1 303+25 56.4+1.5 63.7+1.3
- - - - [4.8] [10.7]
18 10 <10 <10 167+ 1.4 <10 475+1.1 36.1+09
30 30.1+1.0 26.8+1.8 38.0+0.7 17.8+1.7 584+1.5 552+23
- - - - [11.0] [16.2]
19 10 223+22 271+20 443+1.0 203+2.8 553+24 549+19
30 94.4+0.7 95.4+02 94.1+0.9 88.1+0.9 96.8+0.5 93.7+0.5
[11.6] [14.6] [11.2] [12.3] [7.0] [8.7]
20 10 244+29 373+15 443+12 152+23 705+13 546+13
30 883+ 1.4 97.4+03 93.5+0.5 93.7+0.3 98.1+0.2 945+0.8
[11.5] [12.0] [10.3] [13.2] [4.9] [7.9]

® Két fiiggetlen kisérlet atlagértéke 5 parhuzamos iireg eredményeibél, amennyiben a gatlas-szazalék >75% a

7\ .
Nincs meghatarozva.

s

4.2 Aramlasi citometrias sejtciklus analizis

Aramlasi citometrias analizist alkalmaztunk a tesztanyagok sejtciklusra kifejtett

hatdsdnak meghatarozasdhoz. A 7e vegyiilet vizsgalatdt 24 és 48 Oras inkubacios iddvel

végeztik HeLa méhnyaktumoros sejtvonalon. A G1 populacio csokkenését, illetve az S és

G2/M fazisban 1év0 sejtek szazalékanak szignifikans novekedését figyeltilk meg 10 uM-o0s 24

oras kezelést kovetéen. Hasonldo hatast tapasztaltunk 48 oras kezelés utan, emellett

szignifikansan megemelkedett az apoptotikus subG1 populacié (4. Abra).
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4. Abra. 7e hatisa Hela
sejtek sejtciklusfazisainak
aranyara 24 és 48 oras
kezelést kovetéen két fiiggetlen
meérés  eredményeibél. A
szignifikancia értékek  a
kontrollhoz  viszonyitva: — *
p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.



9 ¢és 9a a GI fazis emelkedését okozta a G2/M populacié csokkenésével egyiitt. 9

emellett a subG1 féazis szignifikdns novekedését is indukalta mar 5 pM-os kezelés utin a

relativ magasabb 1Csg értéke ellenére. Mindkét vegyiilet proapoptotikus hatdsdt mutatja a

subG1 populacio emelkedése minden teszelt koncentracioval végzett kezelés utan (5. Abra).
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5. Abra. 9 és 9a hatdsa MDA-
MB-231 sejtek sejtciklusfazisainak
aranyara 24  oras  kezelést
kévetéen harom fiiggetlen meérés
eredményeibsl. A szignifikancia
ertékek a kontrollhoz viszonyitva:
*  p<0,05; ** p<0,01;

p<0,001.

*kk

Hela sejteket kezeltiink 7e tesztanyaggal 24 és 48 oras inkubacios idovel. A kromatin

kondenzaciét a korai apoptdzis, mig a membranintegritas elvesztését a masodlagos nekrozis

indikatoranak tekintettiik. 10 uM-os kezelés a korai apoptotikus sejtek, valamint a masodlagos

nekrotikus sejtek ardnyanak szignifikans novekedését indukalta. 48 orat kdvetden hasonld, de

kifejezettebb valtozas alakult ki (6. Abra).
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4.4 Kaszpaz enzimek meghatarozasa

| I i

Kontroll

3uM

10 pM

6. Abra. 7e indukdlta a korai
apoptotikus és madsodlagos
nekrotikus sejtek

megjelenését 24 és 48 ords
xx  Inkubaciot  kovetéen. Az
eredmények a sejtek
Szazalékos ardanyanak datlaga
+ SEM. A szignifikancia
értékek a kontrollhoz

viszonyitva: ** p<0,01.

A kaszpaz-3, -8, és -9 enzimek aktivitdsanak meghatarozasdt a 7e vegylilet

proapoptotikus hatasanak igazolasa érdekében végeztiik. HeLa sejtek 10 uM koncentracioval

vald kezelése 48 oran at a kaszpaz-3 aktivitas szignifikdns, dozisfiiggd emelkedéséhez

vezetett. A kaszpdz-9 aktivitds is szignifikdns novekedést mutatott, mig a kaszpaz-8

aktivitasat nem befolyésolta a tesztanyag (7. Abra).
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7. Abra. 7e fokozza a kaszpdz-3 és -9

relativ aktivitasat, viszont nem befolydasolja
154

a kaszpaz-8 relativ aktivitasat 48 ora

10

inkubacié utan a kezeletlen kontroll

54 mintahoz  viszonyitva. Az  eredmények

Relativ aktivitis £+ SEM

atlagértékek + SEM. A szignifikancia

Kontroll 3 yM 10 M Kontroll 3 yM 10 M Kontroll 3 yM 10 M értékek a kOntrOllhOZ Vl.SZOI’lyl’ZLVa.' * p<0|05’

**% n<0,001.

kaszpaz-3 kaszpaz-8 kaszpaz-9

4.5 Sejtmigracio vizsgalata sebgyogyulasi teszttel

MDA-MB-231 sejtek migracios képességének meghatarozasahoz sebgyogyulasi
tesztet alkalmaztunk. A 9 és 9a vegyiiletek szubantiproliferativ koncentracidival vald 24 6ras

kezelést kovetden a sejtek migracidos képessége szignifikdnsan, dozisfiiggden csokkent (8.

.
abra). A B

= 1201 9 s 1207 9a

2 =

2 1004 == 2 1004

bl ol

= ol
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2 s 2 s

Y e ki 2 Y 6o ok

= H : +
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©® 0 @ 0

Kontroll 0,25 mM 0,5 uM 1uM Kontroll 0,25 M 0,5 uM 1uM

8. Abra. 9 (A) és 9a (B) hatasa MDA-MB-231 sejtek migracidjara 24 éra inkubdcio utan. Az eredmények

harom kisérlet atlagértékei = SEM. A migracio mértékeét a 0. és a 24. ora utani sejtmentes teriiletbol szamitottuk.

A szignifikancia értékek a kontrollhoz viszonyitva: *** p<(,001.
4.6 Sejtinvazio vizsgalata Boyden kamraval

A migracios teszt pozitiv eredményei utan a tesztvegyiiletek MDA-MB-231 sejtek
invaziojara gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz Matrigél bevonatot tartalmazé Boyden kamrat
alkalmaztunk. A moédszer alapja, hogy csak az invaziv sejtek képesek atjutni a mebranon. 24
ords kezelést kovetden 9 €és 9a mar szubantiproliferacidos koncentracidban, dozisfiiggden
gatoltak a sejtek invazios képességét (9. Abra).

9. Abra. 9 és 9a hatdsa MDA-MB-231

s
w
@ -
#1004 = sejtek invdziojara 24 ora inkubdcio
S
= utan. Az eredmények atlagertékek =+
=
e *x . . . r 4
5 504 - SEM. A szignifikancia értékek a
z -
p
£l - kontrollhoz viszonyitva: ** p<0,01;
: i *** p<0,001.
= Kontroll 0,25 yM 05, M 1,M 2.M 025,M 05uM 1,M 2 uM 4uM
9 9a
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4.7 Zselatin zimografia

9 és 9a antimetasztatikus hatasmechanizmusanak feltarasa érdekében zselatin
zimografias vizsgalatot végeztink MDA-MB-231 sejtek MMP-2 és MMP-9 aktivitasanak
meghatarozasdhoz 24 oOras inkubacidoval. Az eredmények alapjan a tesztanyagok nem

befolyasoljak szignifikansan a vizsgalt enzimek aktivitasat (10. Abra).

MM P komplex Pro-MMP-9 MMP-9

s s 2

w w

[ -

@ 100 9 100 4 100

+ +

» » L

< 504 £ so0 < 504

Z Z >

z = =

<« < <

05uyM 1yM 2 M 1uyM 2yM 4,M 05uM 1yM 2yM 1uyM 2yM 4,M 05uM 1,M 2, M 1yM 2 M ¢

9 9a 9 9a 9 9a
MMP-2
Pro-MMP-2
. 10. Abra. 9 és 9a hatdsa MMP-9
=
w w
® 100 @ 1004 (pro-MMP-9, MMP-9 és komplex
g g formdja) valamint MMP-2 (pro-
© . .‘g 50 « e,
: z MMP-2, MMP-2) aktivitasira. Az
z <
< eredmeények atlagertékek + SEM.
0- 0
SN TuM ZuM o M M M OSuM TuM 2uM o ZuM 2uM WM 4z eredmények a  kezeletlen
9 9a 9 9a

kontrollcsoport szdazalékos értékei.
4.8 Western Blot vizsgalat

Mivel a fokalis adhézids kinaz (FAK) és foszforilalt formaja (pFAK) lehetséges
célpontok metasztazis-gatlas érdekében, megvizsgaltuk a 9 és 9a hatasat a FAK ¢és a pFAK
expressziojara MDA-MB-231 sejtekben. Szignifikans, koncentraciofiiggé csokkenés volt
megfigyelhetd pFAK expresszidjaban 24 o6ras kezelést kovetden, mig az 0Osszes FAK

expresszioja nem valtozott (11. Abra).

100 1

* k%

+ SEM

50 *x*

(%) + SEM

254 254

Foszforilalt FAK expresszié

Osszes FAK expresszié (% )

05uM 1uyM 2yM 1,M 2 M 4,M 05uM 1 yM 2 uM 1uM 2,M 4,M

9 9a 9 9a
11. Abra. 9 és 9a hatdsa pFAK és FAK expresszidjdra. Az eredmények dtlagértékek + SEM. Az eredmények
a kezeletlen kontrollcsoport szazalékos értékei. A szignifikancia értékek a kontrollhoz viszonyitva: ***

p<0,001.
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5. DiszKkusszio

2-metoxiosztradiol (2-ME), a 17B-6sztradiol endogén metabolitja az elsé bizonyitottan
antiproliferativ Osztrogén analdég, amely hormonhatissal nem rendelkezik. Tumorellenes
hatasat, tumorszelektivitasat és toxicitasat széleskorlien vizsgaltdk, és ezen eredmények
alapjan megkezdd6dott az 6sztronvazas daganatellenes hatéanyagjeloltek fejlesztése.

A jelen tanulmanyban harom, modositott dsztradiol szarmazékokbol alld vegyiiletsor
tumorellenes hatasat vizsgaltuk. A 16-triazolil-13a-6sztradiolok és prekurzoraik vizsgalata
soran a triazolfunkcioval rendelkezd tesztanyagok potensebb antiproliferativ aktivitast
mutattak. A 16B,170 izomerek altalanossagban hatékonyabbnak bizonyultak a 160,173
parjaikkal Osszehasonlitva. A 3-benziloxi szubsztituens szerepe az antiproliferativ hatas
szempontjabol szamottevd, mivel 8, amely a 3. szénatomjan hidroxil csoporttal rendelkezik,
nem mutatott antiproliferativ aktivitast. A legpotensebb hatdst azok az analdogok mutattak,
melyekben a triazolil-fenil gytrt p-alkil funkcioval, kiilondsen etil, illetve terc-butil
csoporttal szubsztitualtak (7e, 7f). Korabbi tanulmanyokban is leirtak, hogy a triazolil-fenil
gylirin elhelyezkedd alkil csoport novelte a vegyliletek antiproliferativ hatasat.

A  3-benziloxi-16-hidroximetil-osztradiol — szarmazékokat tekintve, kiilonb6zd
receptorokat hordoz6 emlddaganatos sejtvonalakon vizsgéltuk antiproliferativ aktivitasukat a
lehetséges szelektivitaisuk meghatdrozasa érdekében. A kiillonbozd sejtvonalak kozti
hataskiilonbség nem volt szamottevd, ugyanakkor a vegyiiletsor altalanossagban jelentds
antiproliferativ hatast mutatott. A szubsztituensek konfiguracidja a 16. és 17. szénatomon
kévéssé volt jelentds a hatas szempontjabol. A 3-benzil éter funkcido p-szubsztituenssel
novelte a proliferacio-gatlo aktivitast (9a, 9b).

A 16-hidroximetil-3-benziloxi-13a-6sztradiol analdgok potensebbnek bizonyultak 3-
metil éter parjaiknal az Gsszes vizsgalt sejtvonalon. Az egyik benziloxi-szarmazék esetében
jelentds tumorszelektivitast mutattunk ki (20).

A szerkezet-hatas Osszefiigéseket dsszefoglalva, a benzil éter funkcio a 3. szénatomon
mindharom vizsgalt vegyliletcsoportban ndvelte az antiproliferativ aktivitast. A 16. és 17.
szénatom szubsztituenseinek konfiguracidja valtozd6 mértékben befolyasolta a hatast,
altalanossagban a 16(3,17p3; illetve 16B,17a izomerek bizonyultak potensebbnek. A
leghatékonyabb vegyiiletek (7e, 7f, 9a, 20, 15) aktivitdsa Osszevethetd a szamos
daganatellenes terapidban, koztiik emld ¢€s cervikalis tumorterapidban is alkalmazott

ciszplatinnal.
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A T7e tesztanyag a G2/M fazisban blokadra utalé valtozasokat generalt HeLa
méhnyakdaganatos sejtek sejtciklusaban, illetve novelte az subG1 populéaciot, mely indikatora
a programozott sejthalalnak. G2/M fazis blokad korabban leirasra keriilt D-szekoodsztron-
triazol és D-homoosztron analogokkal kapcsolatban. MDA-MB-231 tripla negativ tumoros
sejtvonalon végzett sejtciklus analizis soran 9 és 9a megemelte a G1 fazisban 1€évo sejtek
szazalékat, illetve csokkentette G2/M fazist, ezzel lehetséges blokadra utalva a G1 fazisban. A
subG1 fazis emelkedése a vegyiiletek proapoptotikus hatasat mutatja. 16-0Xim-G6sztron
analogok és oxadiazol 6sztron szarmazékok esetében jelentettek korabban G1 blokadot okozo
hatast.

A morfologiai vizsgalat eredményei megerdsitették 7e proapoptotikus aktivitasat. A
tumorellenes hatdéanyagok fejlesztése soran az apoptdzist indukald jeldltek preferaltak, mivel
a programozott sejthalal sordn nem alakul ki gyulladasos reakci6 a folyamattal, illetve az
apoptotikus sejtek eltavolitasaval kapcsolatban. 7e proapoptotikus hatasa Hela sejtvonalon a
kaszpaz-3 aktivitasanak novelésével is megerdsitést nyert, mivel a kaszpaz-3 az apoptotikus
folyamat végrehajté enzime. A kaszpaz-9 aktivitdsanak emelkedése a kezelés hatdsira a
programozott sejthaldl mitokondridlis utvonalanak inicializdlodésara utal. A kaszpéaz-8
aktivitds nem valtozott 7e hatdsara, ez alapjan a halalreceptor medialt utvonal nem jatszik
szerepet a tesztanyag hatdsmechanizmuséaban.

A metasztazisok kialakuldsa Osszekothetd a tumoros megbetegedések okozta
halalozasok 90%-aval. A tripla negativ emlddaganatra jellemz6 a visszaesésre valdo nagyobb
esély, a kedvezOtlenebb tulélési arany €s a masodlagos daganatok korabbi megjelenése a tobbi
altipushoz hasonlitva. 9 és 9a antimetasztatikus aktivitasat tripla negativ MDA-MB-231 sejtek
szakaszai. Szignifikdns gatlas volt megfigyelhetd a sejtmigracioban mar 0,25 puM-0s
szubantiproliferativ koncentracioval vald kezelést kovetden is. 9 sejtinvazid-gatlo hatdsa
kifejezettebbnek bizonyult a Boyden kamras vizsgalat alapjan.

A matrix metalloproteazok a masodlagos daganatok fejlédésének szdmos szakaszaban
részt vesznek. Az MMP-2 és MMP-9 latens és aktiv formdjanak szignifikdns emelkedését
kimutattdk emlddaganatos szovet ¢és normdl emldszovet Osszehasonlitdsa sordn.
Eredményeink alapjan 9 és 9a tesztvegyiilet nem befolyasolta szignifikdnsan az MMP-2 ¢és
MPP-9 kiilonb6z6 formainak aktivitasat. Ez alapjan ezek az enzimek nem jatszanak jelentOs
szerepet a vizsgalt analogok hatdsmechanizmusaban. A fokalis adhézids kindz szerepét a
sejtmiracié folyamatdban tobb tanulmany részletesen leirta, emellett megemelkedett

aktivitasat tobb tumortipusban, koztiik emlédaganatban is kimutattak. 9 és 9a dozisfiiggden,
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mar szubantiproliferativ koncentracioban csokkentette a pFAK Y397 expressziojat. Az 0sszes
FAK expresszidjat nem befolyasolta a tesztanyagokkal valo kezelés, ami arra utal, hogy a

FAK foszforilaciojat gatoljak a vizsgalt analogok.

6. Osszefoglalas

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a jelen tanulméanyban 16-triazolil-13a-6sztradiol,
3-benziloxi-16-hidroximetil-6sztradiol és 16-hidroximetil-3-benziloxi-13a-6sztadiol analogok
hatékony antiproliferativ hatast fejtettek ki ndgyogyaszati tumoros sejtvonalakon in vitro,
kiilondsen emlddaganatos ¢s méhnyaktumoros sejtvonalakat tekintve.

A 16-triazolil-13a-6sztradiol vegyliletek kozé tartozd 7e proapoptotikus hatast
mutatott HPV 18 DNS-t hordoz6 Hela cervikalis daganatos sejtvonallal szemben,
mechanizmusaban szerepet jatszik blokad kialakitasa a sejtciklus G2/M fézisdban, illetve az
apoptdzis mitokondrialis tvonaldnak inicializdldsa. Mindezek mellett a vegyiilet kedvezo
tumorszelektivitast mutatott. A 3-benziloxi-16-hidroximetil-6sztradiol analog 9 ¢és 9a
indukalta a programozott sejthalal folyamatat, és megemelte a G1 populdci6d aranyat tripla
negativ tumoros sejtvonalat kezelve.

Mivel a tripla negativ altipus kedvezdtlen metasztatikus tulajdonsagokkal rendelkezik

a tobbi emlétumor altipussal dsszehasonlitva, antimetasztatikus kisérleteinket MDA-MB-231

crer

ey

célpont az antimetasztatikus kutatasok soran. A kezelés szubantiproliferativ koncentracioban
is hatdsosnak bizonyult, ami el6nyds tumorszelektivitasra utal.
Eredményeink alapjan az A- és D-gylriiben modositott 6sztradiol szerkezet alkalmas

ujszerti antiproliferativ és antimetasztatikus hatéanyagok tervezésére.
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