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1 Bevezetés és célkitiizések

Az Osztrogének bioszintetikus kaszkadjanak elsé 1épéseiben a citokrom P450-fliggd 17a-
hidroxilaz-Ci720-lidz enzim (P45017,) a C21 prekurzorokat, pregnenolont és progeszteront 17-
hidroxipregnenolonna és 17-hidroxiprogeszteronna (170HProg) alakitja at. A kovetkezokben
oldallanc  hasitassal  (Ci720-lidz  aktivitas) keletkeznek a  Cy9  szteroidok, a
dehidroepiandroszteron (DHEA) és androszténdion. Az androszténdion ezt kdvetden részben

tesztoszteronna alakul at.
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1. Abra Az Osztrogén bioszintézis f6 Gitvonalai

Az Osztron és a 17B-0sztradiol androszténionbol és tesztoszteronbol képzddik a
citokrom P450-fiigg6 aromataz enzim (P45019a1) hatasara, a szteroid A-gytiri aromatizacidja
mellett a C-19-metilcsoport hasitasat is elvégzi. Az dsztron az 1-es tipusu 17p-hidroxiszteroid
dehidrogenaz altal (17B-HSD1) metabolizalodik tovabb, amely az 6sztrogén hatast a C-17-0x0
funkcids csoport sztereospecifikus redukcidjaval aktivalja, és amelynek kovetkeztében a
hormonalisan aktiv 17f3-0sztradiol képzdédik. Az Osztrogének a vérben és a szdvetekben
Osztron-3-szulfat formajaban szallithatok és tarolhatok, amely Osztronbol az Osztrogén-
szulfotranszferaz hatasara szintetizalodik. Az Osztron regeneralodhat az Osztron-3-szulfat
hidrolizise soran, mely folyamatot a szteroid-szulfataz (STS) katalizal.

Az Osztrogének elsddleges bioszintézise a hypothalamo-hypophysealis tengely

endokrin kontrollja alatt all, és az foként az aktiv petefészkekben zajlik. Jelentds Osztrogén



termelédés fordul el6 tovabba gonadokon kiviil (pl. mell- és zsirszovetben), amely intrakrin
modon szabalyozhatja az 6sztrogén hatast.

Az 6sztrogének jelentds szerepet jatszanak négyogyaszati betegségek Kialakulasaban és
elorehaladdsaban, koztiik az emldrak hormonfiiggd formaiban, petefészek tumorokban, méh
karcinomakban, valamint az endometrium daganataiban. Kimutattadk, hogy a rakos
mellszovetekben fokozott mértékben fejezédnek ki az 6sztrogén termeld rendszer enzimel, ez
a lokalis 17B-6sztradiol koncentracié emelkedését eredményezi, amely pedig feltételezhetéen
eldsegiti a koros sejtproliferaciot. A hormonfiiggd daganatok progresszidjat az 0sztrogének
képzddésének visszafogasaval lehet szabalyozni. A hatékony és teljes 0sztrogén megvonds
érdekében sziikség lehet a kaszkad kulcsenzimeinek egyideji gatlasara. A P450;7,, az aromataz,
a STS és a 17B-HSDI1 elleni specifikus vagy tobbszords gatld hatasu vegyliletek a

gyogyszerfejlesztés érdeklddésére tartanak szamot.

Kutatomunkank célja 1) szteroid szarmazékoknak az Osztrogén bioszintézis
kulcsfontossagii enzimeire gyakorolt gatlo hatasanak vizsgalata volt: P45017, Ci7,20-liaz
aktivitas, aromataz, STS és 17B-HSD1. Az Gjonnan szintetizalt vegyiiletek az egylittm{ikodo
kutatocsoportok eredményei. A tesztvegyiiletek olyan kiilonb6zo szerkezeti méddositasokkal
rendelkeztek, amelyeket rendszeresen alkalmaznak a farmakoldgiai kutatasban a biologiai hatas
modulalasara.

Célul tliztiik ki in vitro radioszubsztrat inkubaciés modszerek kifejlesztését az aromataz,
a STS és a 17B-HSDI1 aktivitdsanak és gatlasanak mérésére. Célunk volt, hogy adatokat
gyljtsiink az 0j tesztvegyiiletek gatlasi potencialjairol (ICsg) €s molekulaszerkezet—hatés
Osszefiiggéseirdl. Terveink kozott szerepelt az inhibitorok enzim-specifitasanak és a lehetséges
tobbszords gatld hatasanak vizsgalata. Vizsgaltuk az inhibitorok kinetikai és mechanizmus
tulajdonsagait. Munkank tovabbi célja, hogy 1j informaciokkal szolgaljon az enzimek
ligandumkd6té mechanizmusainak jobb megértéséhez. Eredményeink az 6sztrogén-bioszintézis
Uj inhibitorainak kifejlesztésében alkalmazhatok, és hozzédjarulhatnak 1) gyogyszerjelolt

vegyiiletek felkutatasahoz.



2 Kisérleti modszerek

2.1 Inkubaciés eljarasok

Az enzim inkubacidkat HEPES puffer kozegben végeztik 200 pl végtérfogatban. A
szubsztratumot 20 pl térfogatban, 25 v/v%-os propilénglikol (aromataz esetén acetonitril)
tartamt HEPES puffer oldat formajaban adtuk az inkubatumhoz. A tesztvegyiiletek 10 pl
dimetil-szulfoxidos oldatban keriiltek hozzaadasra. Az enzimgatlasi vizsgalatok soran a
szubsztratkoncentracio 1.0 uM volt. Az inkubaciokat 37 °C-on, folyamatos razas mellett (200
fordulat/perc) végeztiikk, majd hiitéssel és a megfelelé szerves oldoszerek hozzaadasaval
allitottuk le. Az izolalt termék €s a maradék szubsztrat radioaktivitasat folyadékszcintillacios
szamlaloval (Packard Tri-Carb 2200CA) mértiik. Az enzimaktivitast a keletkezett produktum
mennyiségébdl hatdroztuk meg, a hattér és visszanyerés korrekcidjaval. A tesztvegyiiletekkel
egyidejiileg hattér és inhibitor nélkiili kontroll mintakat is inkubaltunk. Az inkubacios

modszerek technikai részleteit az 1. tablazat tartalmazza.

1. Tablazat A gatlasi vizsgalatokhoz hasznalt radioszubsztrat inkubacios modszerek dsszefoglalasa

Enzim Cui7,20-liaz Aromataz STS 17p-HSD1
. . Patkany here Human placenta Human placenta Human placenta
Enzimforras - - R . 3 . !
homogenizatum mikroszéma mikroszéma citoszol
Szubsztritum 170HProg Tesztoszteron Osztron-3-szulfat Osztron
Produktum Androszt-4-&n- 17p-Osztradiol Osztron 17B-Osztradiol
3,17-dion
Koenzim NADPH NADPH - NADPH/NADH
Inkubacids idé6 20 perc 40 perc 20 perc 2.5 perc
Enzim mennyiség
szovet ekvivalens 3.2mg 20 mg 0.2 mg 0.4 mg
mg-ban

A nyomjelzé
radioaktivitasa 170000 250000 30000 250000
(dpm/inkubatum)

Termék 1z_olala51 Vekonyret,e g Extrakcié Extrakeié Vekonyret]e g
technika kromatografia kromatografia

2.2 Gatlasi vizsgalatok

Meghataroztuk a nem gatolt kontrollokhoz (100%) viszonyitott relativ konverzidkat. Gyenge
inhibitorok esetén 10 vagy 50 uM végs6 inhibitor koncentracional hataroztuk meg a gatolt
relativ konverzidk szazalékos aranyat. Ezt kovetden kiszamitottuk a gétolt relativ konverzidok
atlagat és a standard eltéréseket (SD-K). A leghatékonyabb vegyiiletek esetén ICso-értékeket (az
inhibitor koncentracio, amely 50%-ra csokkenti az enzimaktivitast) hataroztunk meg. A
jeloletlen szubsztratumok ¢és referencia vegyiiletek [1Cso-értékeit viszonyitasi alapnak

hataroztuk meg. A vizsgalt vegyiiletek relativ gatlasi potencialjait (RIP) a megfeleld kofaktorral



mért referencia ICso adatok alapjan szamitottuk Ki: RIP = a tesztvegyiilet ICs értéke/a jeloletlen

szubsztrat 1Csp értéke.
2.2.1 Kinetikai vizsgalatok

A szubsztratok Michaelis-allanddjat (Km) a jeloletlen szubsztratum névekvd koncentraciodi
mellett hataroztuk meg. A Ku-értéket a Michaelis-Menten analizisb6l (reakcidsebesség Vs.
szubsztratumkoncentracio) szamitottuk ki a GraphPad Prism 4.0 szoftver alkalmazasaval. Az
inhibitor  alland6t (Kj) az enzimatikus transzformacionak kiilonbozé — rogzitett
szubsztratkoncentraciok €s valtozo inhibitor koncentraciok melletti mérésével hataroztuk meg.
A kiértékeléshez a Dixon-féle linearis transzformaciot (1/reakcidosebesség vs. inhibitor
koncentracid) alkalmaztuk. A Kj értéket a kiilonb6zé szubsztratumkoncentraciok egyenesei
metszéspontjanak abszcisszajabol hataroztuk meg. A kotési mechanizmust a Dixon-egyenesek

adatainak masodlagos illesztésébdl allapitottuk meg.
2.2.2 Reverzibilitasi vizsgalatok
2.2.2.1 Aktivszén adszorpcios modszer

A hatdsos Ci1720-1i4z inhibitorok reverzibilitdsat eldinkubaciot kovetd aktivszén adszorpcios
modszerrel vizsgaltuk. Az inkubacios elegyhez (200 ul) nagy koncentracidban adtuk hozza a
vizsgalt vegylileteket (10 uM és 50 uM), a patkany here homogenizatumot és a NADPH
kofaktort. Az inkubatumokat 37 °C-on 10 percig, illetve 40 percig el6inkubaltuk. 50 pl
dextrannal bevont szénbdl késziilt 3%-0S szuszpenzid hozzaadasa utan (0,6%-0S
végkoncentracio) az eldinkubalt mintakat 15 percig jégen tartottuk, majd 4 °C-on

centrifugaltuk. A feliiliszokat hasznaltuk a tovabbi gatlasi vizsgalatokhoz.

2.2.2.2 Higitisos modszer

A STS és a 17p-HSDL1 inhibitorok reverzibilitas vizsgalatait higitasos eldinkubacios modszerrel
végeztiik. Az inhibitor vegyiileteket a megfeleld placenta frakcidval 4.0 pl térfogatban, 37 °C-
on, kiilonb6z6 iddtartamokig (2,5-20 perc) eléinkubaltuk. Ezt kovetden a mintakat az
inkubacios kozeggel 50-szeresre higitottuk. Az enzimaktivitas méréseit a 173-HSD1 esetén
azonnal megkezdtiik. STS esetén az eldinkubaciot kovetd 20 perces méasodlagos inkubacios 1d6
utan folytattuk a vizsgalatokat annak érdekében, hogy lehet6vé tegyiik a az inhibitorok
el, majd ezt kovetéen inkubacios eljarasokat a szokasos modon végeztiik. A kapott konverzios

adatokat a hasonldé mddon kezelt, inhibitorok nélkiili kontrollok értékeivel hasonlitottuk Ossze.



3 Kisérleti eredmények

3.1 Mbodszertani eredmények

A modszertani fejlesztések soran in vitro radioszubsztrat inkubaciés modszereket dolgoztunk
Ki az aromataz, a STS és a 178-HSD1 aktivitasanak és gatlasanak mérésére [IL.; I11.; VIL.; IX.].
Az aromataz és a STS enzimtermékeinek izoldlasara extrakcids technikakat adaptaltunk és
fejlesztettiink tovabb, a 17B-HSD1 esetén a termék és szubsztrat elvalasztasara vékonyréteg
kromatografias eljarast dolgoztunk ki. Modszerek jol reprodukalhatonak bizonyultak, jo
visszenyerésekkel és alacsony hattér értékekkel miikddtek. A jol felépitett inkubacios
protokollok lehetové tették nagyszamu vegyiilet rovid idé alatt torténd vizsgalatat.
Meghataroztuk a szubsztratum affinitast jellemz6 paramétereket (Km és ICso) és a referencia
inhibitorok gatlasi potencialjat. A vizsgalt enzimek referencia paramétereit a 2. tablazat
mutatja.

2. Tablazat A vizsgalt enzimek referenciavegyiileteinek paraméterei (*Szabo et al. Acta Biol Hung, 2015, 66,
274-281)

. L Ciroo-lidz* | Aromatiz | STS | 17p-HSD1
Vegyiilet Szerkezeti képlet ICs and/or Kyy£SD (M) or RC at 10 pM=SD (%)
170HProg ICsp= 1.6+0.35

Tesztoszteron ‘ ’ Ilgso_: é)ggiié)llg
I3t m=U. .
O
o]
Osztron-3- G’ ICso= 5.2£1.2
szulfat o 0 Oe f 874 Ky= 8.5:2.9 80+5
g0
ICs= 0.63+0.11
(NADPH)
KM:
Osztron 78+7 6342 0.17+0.040
ICs= 24.1£10.2 (NADPH)
|C50: 2.0+0.18
(NADH)
. 1Cs=
Abirateron 0.0125£0.0015
N
N/ To
50— _
Ketokonazol K(% — 1< 0322002 1Cs0= 14.2+0.40
cl (0] OON\_/N Y
Cl
N\
Letrozol 1 1Cso=
0.0038=0.0010
NC CN
7 |C50:
EMATE o Oeﬁ’ 0548 0.009&}3(%9.0038 ICor= 4.6:2.9
HoN_ /7 A i—
g 0.0044:0.0005




3.2 A P45017« enzim Ci7.20-lidz aktivitasanak gatlasa D-gyiiriiben szubsztitualt szteroid

szarmazékokkal

Munkank soran j 16a-amino-pregnenolon és a 17-triazolil-androst-5-én-3B-ol vegyiiletek
Ci7.20-lidz gatld hatasat vizsgaltuk [IV.; VI.]. Szdmos hatasos inhibitort azonositottunk, és az
eredmények azt mutattak, hogy a C-17-es pozicidban taldlhaté Szubsztituens sztereoizomériaja
jelentdsen befolyasolta a Ci7,20-lidz gatlo hatast. Az eredmények azt is igazoltak, hogy a C-16
és C-17 helyzetl oldallancok Kiterjesztése javithatja a gatlasi potencialt. A 17p-azido-androszt-
5-én-3B-0l alapvegyiiletet hatasos irreverzibilis Ci720-lidz inhibitornak talaltuk, mig az
aromatazra (egy masik P450 citokrom-fiiggd kulcsenzimre az 6sztrogén bioszintézisben) ez a
vegyiilet nem fejtett ki gatlo hatast. Ezen 0j eredmények azt mutatjak, hogy a szteroidok C-17-
es helyzetében 1€év6 azido-csoport tovabbi vizsgalatokra érdemes farmakofor lehet a P45017,
enzim gatlasara. A Ci720-liaz leghatasosabb inhibitorai és gatlasi potencialjaik a 3. tablazatban

szerepelnek.

3. Tablazat A leghatékonyabb C1720-lidz inhibitorok és gatlasi potencialjaik

RC at 10 RC at 50
uM=SD (%) | pM=SD (%)

Vegyiilet Szerkezeti képlet 1C50£SD (uM)

O,

ML-AD-46 &Sj%@ 1.8+0.36 2141 1942
HO
GT-166 O;Sjs 3.1+1.4 28+3 1542
HO'

GT-70

GT-101 /(i?':& 0.60+0.18 1542 1743
HO

SCH-1737 /@;{}t> 21.2+6.8 64+9 42+4
HO

3.5+0.8 3245 6+1




3.3 A 17B-HSD1 kofaktorfiiggé gatlasanak dsszehasonlité vizsgalata

Munkank soran tobb vegyiiletcsoporthoz tartozd szamos kiilonb6zo 1 szteroid vegytilet 17p3-
HSD1-re gyakorolt gatlasi potencialjat vizsgaltuk, kiilonos figyelmmel a feltételezett gatlo
hatas kofaktorfiiggésére [I1.; 11l.; VIIL.]. Szamos hatékony inhibitort azonositottunk, emellett
eredményeink azt mutattak, hogy a NADPH vagy NADH kofaktorokkal kapott latszolagos in
vitro potencialok jelentdsen eltérhetnek egymastol. Ez az eredmény arra utal, hogy a foszforilalt
¢s a nemfoszforilalt kofaktor kotédése kiillonb6zo hatéssal lehet a szubsztratum kotohely
inhibitor k6tédésében részt vevo szerkezeti elemeire. A NADH jelenlétében mért eredmények
kevésbé relevansak a potencialis in vivo hatas szempontjabol, ezért ezeket az adatokat
fenntartassal kell kezelni vezérmolekuldk kivalasztasaban és az inhibitor molekulak
optimalizalasa soran. A Kkofaktorfiiggd gatlas Osszehasonlitdo vizsgalata alkalmas kisérleti
eszkozt kindl a mechanizmus vizsgalatokhoz, valamint elméleti modszerekkel pérositva a 173-
HSD1 inhibitorok kotési mechanizmusainak jobb megértését segitheti elé. A 17p-HSD1
kofaktorfiiggd gatld hatasara vizsgalt vegyiiletek példait a 4. tablazatban mutatjuk be.

4. Tablazat A 17p3-HSD1 kofaktorfliggd gatld hatasara vizsgalt vegyiiletek példai

NADPH NADH
. A RC at RC at
Vegyiilet Szerkezeti képlet IC(50 ;/[ )SD 10uM £ RIP IC(50 ;:/[ )SD 10uM = RIP
: SD (%) * SD (%)

BI-28 @i@i\ b > 10 9941 > 15 1.3£0.4 2542 0.65
H3C\0

No2

Pz-8 Oe i 7.8£1.4 13.4 9.7£2.8 4.85
H ,C N/YH C., ~o

‘N\N
MS/AN-3 @i@h‘ >10 79416 | >15 | 26£10 13
HO
CH=N-OH
FG-7 000 0.070£0.027 0.11 | 0.077+0.036 0.039
HO

Z_CH=N-OH
FG-4 30+7 48 0.058+0.044 0.029
HO

SCH-1478 On 0.78 +0.30 12 > 10 76+7 | >5

SZE-5012 G >10 87+4 | >15 | 35%10 18




3.4 Az aromataz, a STS és a 17p-HSD1 gatlasa halogénezett 6sztron analogokkal

Az A-gyliriiben halogénezett Osztron, 13a-Osztron és 17-dezoxi-13a-0sztron szarmazékok
aromataz, STS és 17B-HSD1 gatld hatasat vizsgaltuk [I.; VIL]. Szamos hatasos inhibitor-
vegyliletet azonositottunk, melyek specifikus vagy kettds gatld hatast fejtenek ki a vizsgalt
enzimekre. A 2-j6dosztront specifikus és erés 17B-HSD1 inhibitornak talaltuk, mig a 4-jod
szarmazek kettés gatlonak bizonyult a STS és a 173-HSD1 ellen. Mérési eredményeink azt
mutatjak, hogy a 2- €s 4-brémosztron vegyiiletek szintén kettds inhibitornak tekinthetok az STS
funkcids csoport hidnya a halogénezett vegyiiletek tobbségénél csokkentette az aromataz, a STS
¢és a 17B-HSD1 gatlo potencialt, hatasuk azonban tovabbra is jelentés maradt. A halogénezett
Osztron analogok aromataz, STS és 173-HSD1 gatl6 hatasara kapott eredmények azt mutattak,
hogy a C-2 és/vagy C-4 pozicidban 1évé szubsztituensek, és az A-gyiirii 3-as helyzetében
talalhatdo fenolos OH polarizacioja, valamint a D-gylri szerkezeti jellemz6i egyiittesen
hatarozzak meg az enzimekkel szemben mutatott kotési affinitast. Ez a komplex kotédési
mechanizmus érvényesnek latszik a vizsgélt, meglehetdsen eltérd szerkezeti és katalitikus
sajatossagokkal bir6 mindharom enzim esetében, illetve alkalmazhaté a szubsztratum vagy
termék tipusu inhibitor vegyiiletekre is. A vizsgalt brom- és jod-szubsztitualt Osztron
szarmazékok szubmikromolaris ICso-paraméterei, valamint korabbi irodalmi adatok szerinti
csokkent Osztrogenitdsuk azt mutatja, hogy ezek a szarmazékok alkalmasak lehetnek a
gyogyszerfejlesztés  vezérmolekulainak tervezéséhez. Eredményeink a halogénezett
Osztronszarmazékoknak az 6sztrogén bioszintézisre gyakorolt kumulativ xenobiotikus hatasa
és potencidlis endokrin diszruptor hatasa miatt fellépd lehetséges veszélyekre is
figyelmeztetnek. A vegyiilet csalad leghatékonyabb inhibitor vegyiileteinek eredményei az 5.
tablazatban talalhatoak.

5. Tablazat A leghatékonyabb A-gylriiben halogénezett 6sztron szarmazékok enzimaktivitis gatlasi eredményei

Enzimaktivitas gatlas
Vegyiilet Szerkezeti képlet RC4SD (%), ICs0+SD (uM) and Ki+SD (uM)
Aromataz STS 17p-HSD1
(o)
EM-1048V ljgigj:‘ﬁ 6241 643 |Cs0=
0.064+0.034
HO
0]
Qig:’é ICso=
EM-1048111 88+2 0.23+0.09 | ICso=0.36+0.25
o Ki= 0.36+0.05
: o]
EM-10491 Byﬁgﬂgjfﬁ ICso=8.742.8 | 1Cs0=2.0+0.4 |Cs0=
0.095+0.03 1
HO




3.5 Az aromataz, a STS és a 17p-HSD1 gatlasa szteroid ferrocénekkel

Vizsgaltuk kiilonb6z6 szteroid ferrocén szarmazékoknak aromatazra, STS-re és a 17p-HSD1-
re kifejtett gatld hatasat [[X.]. A tesztvegyiileteket az aromataz és a 17B-HSD1 ellen gyengén
hatasosnak talaltuk, egyes triazolil-ferrocén szarmazékok azonban hatasosan gatoltak az STS-
t, az 0sztron-3-szulfat szubsztratumnal is nagyobb affinitast mutatva az enzimhez. A Kinetikai
¢s mechanizmus vizsgalataink azt mutattdk, hogy a C-2 pozicidban 1évd triazolil-ferrocén
szubsztituenst hordozo vegyiilet reverzibilisen kotédik, mig a C-16 és C-17 szarmazékok
irreverzibilis inhibitorok. A kisérletek kimutattak, hogy a ferrocenil csoport kulcsszerepet
jatszik az inhibitorok fokozott kotési affinitasaban. A leghatékonyabb STS inhibitorok, a 17f-
Osztradiol 17a-triazolil-ferrocén szarmazékai és gatlasi potencialjaik alapjan az eddig kozolt
leghatékonyabb STS inhibitorok csoportjaba tartoznak. Az STS gatlassal elfojthato
Osztrogénfliggd sejtproliferacio és a hormonfiiggetlen citotoxicitas feltételezhetd szinergizmusa
az ilyen tipusu vegyiileteket kiilondsen igéretes gyogyszerjeloltekké teheti a hormonfiiggd
nogyogyaszati raktipusok gydgyszeres terapidjaban. A leghatékonyabb szteroid ferrocén

szarmazékokat a 6. tablazat mutatja be.

6. Tablazat A leghatékonyabb szteroid ferrocén szarmazékok és gatlasi potencialjaik

Enzimaktivitas gatlas
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4  Osszefoglalas
Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk 0j szteroid szarmazékoknak az Osztrogén
bioszintézis legfontosabb enzimeire, a C17,20-lidzra, az aromatazra, a STS-ra és a 17p-HSD1-ra

gyakorol gatl6 hatasat.

1. A mobdszertani fejlesztések soran in vitro radiosubsztrat inkubaciés modszereket
fejlesztettiink ki az aromataz, a STS és a 17B-HSDI1 aktivitdsanak és gatlasainak mérésére. Az
enzimtermékek izolalasara 0j technikat adaptaltuk és fejlesztettiink tovabb. Az ij modszerek
lehetdvé tették nagyszamumeglehetdsen vegylilet gyors tesztelését.

2. A P450;7, enzim Ci720-lidz aktivitdsanak hatdsos inhibitorait azonositottuk a 16a-
amino-pregnenolon és a 17-triazolil-androst-5-én-3p3-ol vegyiiletek soraban. Az eredmények
azt mutattdk, hogy a C-16 és C-17 helyzetii oldallancok kiterjesztése javithatja a gatlo
potencialt, valamint a C-17 szubsztituens sztereoizomériaja jelentdsen befolyasolja ezen
vegyiiletek a C17,20-1i4z gatl6 hatast.

3. Megallapitottuk, hogy a 17B-azido-androszt-5-én-3p-ol hatasos irreverzibilis C1720.1idz
inhibitor, mig az aromatdzt (egy masik P450 citokrom-fiiggé enzim az Osztrogén
bioszintézisében) nem gatolta. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a szteroidok C-17
helyzetii azidocsoportja megfeleld farmakofor lehet P450;7, inhibitorok fejlesztésében.

4. Szamos hatékony 17B-HSD1 inhibitort azonositottunk kiilonb6z6
vegyitiletcsoportokban (triazol és tetrazol Gsztron szarmazékok, D-szekoOsztron vegyiiletek és
C-15 szubsztitualt 6sztron szarmazékok), és az eredmények azt IS megmutattak, hogy a
NADPH vagy NADH kofaktorral kapott latszolagos in vitro potencialok jelentésen eltérhetnek
egymastol. Ez az eredmény arra utal, hogy a foszforilalt és a nemfoszforilalt kofaktor kotddése
kiilonboz6 hatéassal lehet a szubsztratum kotdhely inhibitor kdtddésében részt vevo szerkezeti
elemeire.

S. Megallapitottuk, hogy a kofaktorfliggd gatlas Osszehasonlitd vizsgalata alkalmas
kisérleti eszkozt kinal a mechanizmus vizsgalatokhoz, valamint elméleti modszerekkel
parositva a 17p-HSD1 inhibitorok kotési mechanizmusainak jobb megértését segitheti eld.

6. Szamos hatasos inhibitort azonositottunk az A-gyiiriiben halogénezett 6sztron, 13a-
Osztron és 17-deoxi-13a-0sztron-szarmazékok soraban, amelyek specifikus vagy dualis gatld
hatast fejtenek ki az aromataz, a STS, illetve a 173-HSD1 ellen. A 2-j6dsztron specifikus és
er6sen 17B-HSDL1 inhibitor, mig a 2- és 4-bromoszteron és a 4-jodosztron kettds gatlast mutat

crer

17-oxo funkciés csoport hianya a halogénezett vegyiiletek tobbségénél csokkentette az
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aromataz, a STS és a 178-HSD1 gatlo potencialt, azonban inhibitor hatasuk tovabbra is jelentds
maradt.

7. A halogénezett 0sztron analégok aromataz, STS és 17B-HSD1 gatl6 hatasara kapott
eredmények azt mutattak, hogy a C-2 és /vagy C-4 helyzetben 1€v6 szubsztituensek €s a fenolos
OH polarizacidja az A gytirti C-3 helyzetében, valamint a D gytir(i szerkezeti jellemzdi egyiitt
hatdrozzadk meg az enzimekhez valo kotési affinitast. Ez a komplex kotddési mechanizmus
érvényesnek latszik a vizsgalt, meglehetdsen eltérd szerkezeti és katalitikus sajatossagokkal
bir6 mindharom enzim esetében, illetve alkalmazhat6 a szubsztratum vagy termék tipusu
inhibitor vegytiletekre is.

8. Megallapitottuk, hogy a 2-jododsztron az egyik leghatékonyabb 178-HSD1 inhibitorok,
mig a 4-j6dosztron az eddig kozolt leghatékonyabb szteroid tipusu STS inhibitorok csoportjaba
tartoznak. A vizsgalt brom- és jod-szubsztitualt 6sztron szarmazékok a szubmikromolaris ICso-
paramétereik, valamint az irodalombol ismert csokkent Osztrogenitasuk alapjan alkalmas
jeloltek lehetnek az gyogyszerfejlesztés vezérmolekulainak tervezéséhez. Eredményeink a
halogénezett Osztronszarmazékoknak Osztrogén bioszintézisre gyakorolt kumulativ
xenobiotikus hatdséra és az ebbdl fakado endokrin diszruptor veszélyre is figyelmeztetnek.

9. Meghataroztuk, hogy a szteroid ferrocén vegyiiletek hatasos STS inhibitorok, és hogy a
ferrocenilcsoportnak kulcsszerepe van a megnovekedett kotési affinitasban. A 17p-6sztradiol
17a-triazolil-ferrocén szarmazékai az eddig kozolt leghatékonyabb STS inhibitorok csoportjaba
tartoznak. A STS-gatlo hatast specifikusnak talaltuk az Gsztrogén-bioszintézis masik két fo
enzimére, az aromatazra és a 178-HSD1-re vonatkozoan.

10.  Kinetikai és mechanizmus vizsgalatok azt mutattak, hogy a triazolil-ferrocén
szubsztituenst C-2 pozicidban hordozé vegyiilet reverzibilisen kotédik, mig a C-16 és C-17

szarmazékok irreverzibilis inhibitorai a STS-nak.

Munkank soran szamos olyan vegyliletet azonositottunk, amelyek hatasos gatlast fejtenek ki az
Osztrogén  bioszintézisében szerepet jatszo legfontosabb  enzimekkel — szemben.
Molekulaszerkezet-hatds Osszefliggéseket hataroztunk meg, és az inhibitorok kotési
mechanizmusara vonatkozo javaslatokat tettiink. Uj eredményeink hozzajarulhatnak az

Osztrogén bioszintézis befolyasolasara alkalmas uj gyogyszerjeloltek kifejlesztéséhez.
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