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1. Bevezetés

A daganatos betegségek vildgszerte tovabbra is a vezetd haldlokok kozé tartoznak.
2022-ben mintegy 20 millid6 10j esetet diagnosztizaltak, illetve 9,7 millié halalesetet
regisztraltak. A rék eloforduldsa a kovetkezd évtizedekben varhatéan tovabb emelkedik,
elsdsorban a népesség eloregedése €és az ¢letmddbeli tényezok valtozasa miatt. Az incidencia
¢s a mortalitas régionként jelentds eltéréseket mutat. A magas human fejlettségi mutatoval
(HDI) rendelkez6 orszagokban az incidencia jellemzden magasabb a hosszabb élettartam és a
sz¢les korben elérhetd sziirések miatt, ugyanakkor az alacsonyabb haldlozasi aranyt a korai
diagnézis és a fejlettebb terapidk magyardzzdk. Ezzel szemben az alacsonyabb HDI-ji
régiokban a késoi felismerés és az egészségiligyi ellatashoz vald korlatozott hozzaférés
kovetkeztében magasabb a mortalités jellemzd.

A daganatok kialakulasa kiilsé (dohanyzas, alkoholfogyasztas, egészségtelen étrend,
fertdzések) és belsd tényezdk, elsdsorban genetikai hajlam komplex kolesonhatdsanak
eredménye. A BRCAI, BRCA2 és TP53 tumorszupresszor gének csiravonalbeli mutacioi
jelentdsen novelik a rak kockéazatat, azonban a daganatos haldlozadsok mintegy 90%-aért nem
az elsddleges tumor, hanem az attétek (metasztazisok) feleldsek. A metasztatikus folyamatot a
daganatsejtek fokozott motilitdsa és invazivitdsa, a keringésben valo tilélés, valamint a tavoli
a metasztdzis molekularis mechanizmusainak feltarasa és 0j, célzott hatdanyagok fejlesztése
kulcsfontossagu a talélés javitdsa szempontjabol.

Az emldrak vilagszerte a leggyakrabban diagnosztizalt rosszindulati daganatos
megbetegedés, valamint a ndket érintd rak miatt bekovetkezd haldlozas vezetd oka. 2022-ben
2,3 millié 1) esetet és tobb mint 665000 haldlozast jelentettek. Kialakuldsa tobblépcsds
folyamat, amelyben genetikai eltérések, hormondlis jelatvitel, a tumor-mikrokdrnyezet
interakcioi, valamint az immunrendszer megkeriilése egyarant szerepet jatszanak. Az emldrak
prognosztikai €s terapias jelentdségiik alapjan hormonreceptor-pozitiv, HER2-pozitiv €s tripla-
negativ altipusokra oszthato. Az esetek 70-80%-a Osztrogénreceptor-pozitiv (ER+), amelyre
Osztrogénfiiggd novekedés és altalaban kedvezdbb kimenetel jellemzo.

Az ER+ emldrdk ndvekedését dontéen az Osztrogén jelatvitel iranyitja, ezért az
endokrin terdpia az egyik alapveto terapids stratégia mind az adjuvans, mind a metasztatikus
kezelési protokollokban. Premenopauzédban a tamoxifen, egy szelektiv Osztrogénreceptor-
modulator (SERM) szamit elsdvonalbeli szernek, mig posztmenopauzaban az aromatdzgatlok

(Al-k), példaul az anasztrozol, a letrozol vagy az exemesztan alkalmazésa preferalt. Magas



kitjulasi kockéazat esetén az endokrin terapia akar 10 évig torténd meghosszabbitasa standard
eljaras, mivel csokkenti a kitijulas esélyét és javitja a talélést. Ennek ellenére az intrinzik és
szerzett rezisztencia komoly akadalyt jelent, kiilondsen metasztatikus betegségben.

Az ER+ emldrak kezelésében mérfoldkdvet jelentett a fulvestrant, az egyik elséként
kifejlesztett szelektiv Osztrogénreceptor-degradald (SERD). Alacsony biohasznosulasa ¢és
parenteralis alkalmazasa azonban uj, kedvez6bb farmakokinetikai tulajdonsagu, oralisan is
hatékony SERD-ek fejlesztését teszi sziikségessé.

A szteroidok bioldgiailag aktiv vegyliletek sokrétli csoportjat alkotjak, amelyeket
altalaban alacsony citotoxicitds €s jO biohasznosulas jellemez. A szteroidok €s a daganatos
folyamatok kozotti kapcesolatot a 20. szdzad kozepe oOta vizsgaljak, €és ismertté valt, hogy a

Az in silico modszerek fejlédése tovabb bovitette ismereteinket arrdl, hogy a szteroidok
miként befolyasoljadk a daganatsejtek miikodését. A klinikumban jelenleg is tobb szteroid
szerkezetli rakellenes hatdanyagot alkalmaznak, amelyek vagy a hormonszintézist gatoljak (pl.
exemesztan), vagy a hormon-receptor kdlcsonhatést zavarjak meg (pl. fulvestrant, ciproteron-
acetat). Tekintettel arra, hogy a szteroidok kozvetlen szerepet jatszhatnak daganatok
kialakuldsdban, a kutatok aktivan vizsgalnak 10j szteroid-vegyiileteket, kiilondsen a nemi
hormonokhoz szerkezetileg hasonloakat, amelyek potencidlis novekedésgatld hatassal
rendelkezhetnek.

Az Osztrogénvazas vegyiiletek biologiai hatasait illetéen kutatocsoportunk (Zupko és
munkatarsai) tobb mint egy évtizede vizsgalja e molekulacsoport in vitro antiproliferativ és
antimetasztatikus potencialjat. Ismert, hogy bizonyos szerkezeti moddositasok, példaul
heterociklusok bevezetése, a szteroid oldallaincok megvaltoztatdsa vagy heteroatomok
beépitése a szteroid vazba jelentdsen mddosithatjdk a biologiai tulajdonsagokat.

Jelen tanulmanyban els6ként az 6sztron D-gytiriijének térszerkezetileg jol hozzaférhetd
16a- és 17a-pozicidiban fuzionalt, aril-szubsztitualt oxazolinok in vitro antiproliferativ
hatasanak vizsgalatara Osszpontositottunk, amelyet kiilonb6zd szerves foszfatcsoportokkal
szubsztitualt 16-metilén-13a-6sztron 3-metil- és 3-benzil-éterek onkofarmakologiai jellemzése
kovetett. Ezen modositott szerkezettel rendelkezd vegyiiletek a 13-as szénatom térallasanak

invezidja miatt 6sztrogénhatassal nem rendelkeznek.



2. Célkitiizés

Jelen kutatas elsddleges célja tobb, D-gytirtiben modositott dsztron-16a,17a-0xazolin,
valamint 16-metilén-13a-0sztron-szarmazek daganatellenes potencidljanak meghatarozasa
volt. A vizsgalt vegyiiletek kezdeti szlirését in vitro viabilitasi vizsgalattal végeztiik, amelyhez
ndi emld-, ndgyodgyaszati és fej-nyaki daganat eredetli human adherens sejtvonalak paneljét
alkalmaztuk. A legigéretesebb vegyiilet tovabbi vizsgélata tobb kiegészitd in vitro és in vivo
modszert is magéaban foglalt annak érdekében, hogy részletesebb képet kapjunk antiproliferativ

¢s antimetasztatikus tulajdonsagairdl, valamint hatdsmechanizmusarol.

Ennek megfelelden az alabbi célokat tliztiik ki:

e Kilenc, D-gytirliben szubsztitualt 6sztron 16a,17a-oxazolin-szarmazEék antiproliferativ
potencidljanak vizsgalata human adherens ndégyogyaszati és ndi emlddaganat-
sejtvonalakon MTT-vizsgélat alkalmazasaval, valamint a leghatékonyabb vizsgalt
vegyiiletek 1Cso értékeinek meghatarozasa.

e Tizennégy  16-metilén-13a-0sztron-szarmazék  antiproliferativ  potencialjanak
meghatarozdsa huméan adherens ndgyogyaszati daganat-sejtvonalakon MTT-
vizsgalattal, tovabba a leghatékonyabb vizsgalt vegyliletek ICso értékeinek
meghatarozasa.

e A leghatékonyabb vizsgalt vegyiilet 6sztrogén-aktivitdsanak in vitro meghatarozasa
luciferdz riportergén vizsgalat alkalmazasdval, amelyhez egy kereskedelmi
forgalomban elérhetd, stabilan transzfektalt T47D sejtvonal hasznaltunk fel.

e Az Osztrogén-aktivitas vizsgalata in vivo, valamint a vizsgalt vegylilet hormonalis
tulajdonsagainak feltérképezése uterotrof vizsgalat alkalmazasaval.

o A legigéretesebb vegyiilet sejtciklusra gyakorolt hatdsanak vizsgalata propidium-jodid
alapt sejtciklus-analizissel.

e Aleghatékonyabb vizsgalt vegylilet antimetasztatikus tulajdonsédgainak meghatarozasa

sebgyogyuldsi (wound healing) és Boyden-kamrés vizsgalatok segitségével.



3. Anyagok és Modszerek

3.1. Az uj, D-gytirtiben médositott sztron-szarmazékok szerkezeti képletei

A vizsgalt 0sztron 160,170-oxazolin-szarmazékokat (1. &bra), valamint a szerves

foszfatcsoport-tartalma 16-metilén-13a-6sztron-szarmazékokat (2. abra) rendre Kiss és mitsi.,

illetve Mernyék és mtsi. szintetizaltadk, a korabban publikalt eljarasoknak megfelelden.
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1. abra: A vizsgalt 6sztron 160,17a-o0xazolin-szarmazékok szerkezeti képletei



C-16

=]

Prekurzorok

Tl !
(o]
: -U
T

J o

%

e

9o

%
»J

Tl

e
T

/15

2

9o

/19

2. dbra: A vizsgalt 16-metilén-13a-0sztron-szarmazékok szerkezeti képletei



3.2. Sejtvonalak

A tanulmany sordn az alabbi négyogyaszati (HeLa, SiHa, C33A és A2780), néi emld
(T47D, MCF-7 ¢és MDA-MB-231), valamint fej-nyaki (UPCI-SCC-131, UPCI-SCC-154)
eredeti humdn adherens daganatsejtvonalakat alkalmaztunk a vizsgalt vegyiiletek
daganatellenes tulajdonsdgainak meghatarozasara. A tumorszelektivitas meghatarozasdhoz
egér fibroblaszt (NIH/3T3) sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket minimalis esszencialis
médiumban (MEM) tenyésztettiikk, amelyet 10% fotalis borjiszérummal (FBS), 1% nem
esszencialis aminosav-keverékkel, 1% L-glutaminnal és 1% antimikrobialis keverékkel
egészitettiink ki. Tovabba, az (anti)dsztrogén hatds meghatarozasara a T47D-KBluc sejtvonalat
alkalmaztuk. Ezen a sejteket fenolvoros-mentes RPMI médiumban tenyésztettilk, amely
szintén az emlitett kiegészitdelemeket tartalmazta. Valamennyi sejtvonalat 37 °C-on,

5% CO»-t tartalmazd, parasitott 1égkdrben inkubaltunk.

3.3. Antiproliferativ (MTT) vizsgélat

A vizsgélt vegyiiletek antiproliferativ hatasat a korabban ismertetett sejtvonal-panelen
MTT-vizsgalat segitségével értékeltiik. A daganatszelektivitas meghatarozasahoz az NIH/3T3
vegyiiletoldatokkal kezeltilk, majd 72 6ran at inkubaltuk. Ezt kovetéen MTT-vizsgalatot
végeztiink, és a mintak abszorbancidit sejttenyésztd lemez-olvasoval 545 nm hullamhosszon
hataroztuk meg. Az aktiv vegyiiletek esetében (ha a sejtosztodas gatlasa elérte az 50%-ot 10
vagy 30 uM koncentracional) a vizsgalatot higitasi sorozattal (0,1-30 uM) megismételtiik. Az
igy kapott adatokra a GraphPad Prism 5.01 szoftver segitségével szigmoid koncentracio-hatas
gorbeket illesztettlink, majd kiszamitottuk a vegyiiletek 1Cso értékét. Referenciaanyagként

ciszplatint alkalmaztunk.

3.4. Luciferaz riportergén vizagalat

A tovéabbiakban a vizsgélatok targyat képezé EDPO elnevezésii vegyliletnek, illetve
annak 3-benziloxi-szarmazékanak (3-BEDPO) in vitro antiosztrogén hatasat vizsgaltuk a
T47D-KBluc sejtvonalon. Ez a sejtvonal egy olyan ERa-pozitiv emlérak modell, amely egy
Osztrogénre €rzékeny, stabilan transzfektdlt ERE-luciferdz riportergén kazettat hordoz
magaban. A sejteket 17p-Osztradiollal (E2), valamint fulvestranttal vagy a vizsgalt
vegyiiletekkel kezeltik 24 o6ran keresztil. A lumineszcenciat FLUOstar OPTIMA

luminométerrel mértiik. Az igy kapott relativ lumineszcencia egységeket (RLU) szazalékos



értékekre normalizaltuk, majd a GraphPad Prism 9.5.1 szoftver segitségével szigmoid

koncentracio-hatas gorbéket illesztettiink.

3.5. In vivo uterotr6f vizsgalat

Az in vitro luminometrias analizis eredményeit kovetden célul tiiztiikk ki az EDPO in
vivo antidsztrogén hatdsanak vizsgalatat is. Ivaréretlen Sprague-Dawley patkanyokat ot
kisérleti csoportba osztottunk: vivéanyag (ndvényi olaj); E2 (0,1 pg/g E2); E2 + FULV (0,1
ug/g E2 + 0,3 ng/g fulvestrant); E2 + EDPO (60) (0,1 ng/g E2 + 60 pg/g EDPO); E2 + EDPO
(600) (0,1 pg/g E2 + 600 ng/g EDPO), csoportonként 6-7 allattal. Harom, egymast kdvetd
napon torténd kezelés utan, a negyedik napon, mély altatasban sebészi uton eltavolitottuk a
méhszoveteket. A méhszovet mintak nedves tomegét feljegyeztiik, majd a kezelt csoportokban
kapott eredményeket a pozitiv kontrollcsoport adataival hasonlitottuk dssze. Az allatkisérletet

a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal engedélyezte (engedélyszam: 1V./397/2023).

3.6. Sejtciklus-analizis

Az EDPO lehetséges hatdsmechanizmusanak vizsgalatira az ERa-pozitiv T47D
emlorak sejtvonalban propidium-jodid alapt dramlési citometridval elemeztiik a sejtciklus-
eloszlast. A sejteket fulvestranttal vagy EDPO-val kezeltiik 12, 24, 48 ¢és 72 oran keresztiil. Ezt
kovetden a DNS-tartalmat CytoFLEX aramlasi citométerrel, illetve a CytExpert szoftverrel
hataroztuk meg, mintanként 20 000 esemény rogzitésével. Az adatokat a ModFit LT 3.3.11 és
a GraphPad Prism 5.01 szoftverek segitségével elemeztiik. A kezeletlen sejtek kontrollként
szolgaltak. A sub-G1 sejtpopulaciot apoptotikus sejtekként azonositottuk.

3.7. Sejtmigracids (sebgyogyulasi) vizsgalat

Az EDPO sejtmigraciora gyakorolt hatasat sebgyogyulasi vizsgalattal mértiilk meg,
amely soran specialis, kétkamréds inzerteket alkalmaztunk. A T47D sejteket az EDPO
szubantiproliferativ koncentracidival kezeltiik, majd a sebteriilet irdnydba tortént sejtmozgést
inverz faziskontraszt mikroszkoppal (Nikon Eclipse TS100) kdvettik nyomon a kezelést
kovetd 0., 24. €s 48. déraban. A sejtmigracié mértékét a fennmarado sejtmentes teriilet mérésével
hataroztuk meg, €és az adott iddpontokban a kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk Imagel

szoftver segitségével.

3.8. Sejtinvazios (Boyden-kamras) vizsgalat
A EDPO sejtinvaziora gyakorolt hatdsanak kiértékelésére Boyden-kamras invazids
vizsgalatot végeztiink el. Ehhez vékony, porézus PET membrannal ellatott, Matrigel

alapmembran-matrixszal bevont specidlis inzerteket alkalmaztunk. A T47D sejteket az EDPO

7



szubantiproliferativ koncentracioival kezeltiik 48 oran keresztiil. Ezt kovetden a teljes
szamszerusitettiik. Végezetiil a kezelt csoportokban kapott értékeket a kezeletlen

kontrollokéval kapott adatokkal hasonlitottuk dssze.

3.9. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai értékelését egyutas varianciaanalizissel (one-way ANOVA),
majd Newman-Keuls-féle post-hoc teszttel végeztiik a GraphPad Prism 5.01 vagy 9.5.1
szoftverek hasznalataval. Az adatpontokat atlag + standard hiba (SEM) vagy atlag + szorés
(SD) formajaban fejeztiik ki.

4. Eredmények
4.1. Antiproliferativ (MTT) vizsgalat

Amint azt kordbban ismertettiik, ebben a tanulmanyban a D-gylirliben mddositott
Osztron-szarmazékok két csoportjat vizsgaltunk. A vegytiletek kezdeti szlirését standard MTT-

vizsgalat alkalmazésaval végeztiik.
4.1.1. Osztron 16a,17a-oxazolin-szarmazékok

Az Ujonnan szintetizalt, D-gylriiben modositott Osztrogén-analdgok antiproliferativ
hatdsat human ndégyogyaszati és néi emlddaganat-sejtvonalak paneljén értékeltiik. Ezek a
tesztvegyliletek a 16a-azido-3-metoxi-6sztra-1,3,5(10)-trién-17a-ol szarmazékai, és egy, a D-
gylirhoz fuzionalt oxazolin gylriit tartalmaznak, amely szubsztitualt 2'-fenilcsoporttal
rendelkezik. A sejtnovekedés-gatlasi szazalekok és az ICso értékek alapjan megallapitottuk,
hogy a vizsgalt vegyliletek alacsony vagy kozepes antiproliferativ aktivitast mutattak
valamennyi vizsgalt sejtvonalon. ICso értékeket kizarolag az 1/6e és 1/6g vegyiiletek esetében
hataroztunk meg, mivel csak ezek valtottak ki legalabb 75%-o0s gatlast 30 uM koncentracional.
Az 1/6e ICso érteke 13,0 uM volt HeLa sejtekben, mig az 1/6g 1Cso érteke 16,5 uM volt az
MCEF-7 sejtekben (1. tdblazat).



Konc. Novekedésgatlas; % + SEM [szamitott ICso érték; pM]
Vegyiilet.
(M) Hela MCF-7
10 35.02+2.41 51.30 +£2.03
1/6e 30 76.75+1.12 71.07 +1.39
[12.97]
10 32.88+1.43 42.88 £2.08
I/6g 30 52.03 £2.63 80.76 + 1.46
[16.52]
10 42.61 +£2.33 66.91 £ 1.81
Cisplatin 30 99.93+£0.26 96.80 = 0.35
[12.43] [5.78]

1. tablazat: A vizsgalt 6sztron 16a,17a-oxazolin-szarmazékok antiproliferativ hatasa

4.1.2. 16-metilén-13a-0sztron-szarmazeékok

A jelen tanulmanyban tizenkét jjonnan szintetizalt, 16-os helyzetben szubsztitualt, 13a-
Osztron-alapu a- és B-ketofoszfin-oxid, valamint ezek prekurzorainak in vitro antiproliferativ
aktivitasat vizsgaltuk human négyogyaszati és ndi emlddaganat-sejtvonalak, tovabba fej-nyaki
daganatsejtvonalak paneljén. A tumorszelektivitds megéllapitdsira nem daganatos egér

embrionalis fibroblaszt sejteket alkalmaztunk (2. tablazat).

Konc Novekedésgatlas; % + SEM [szamitott ICso érték; pM]
Vegyiilet :
(M) | UPCI-SCC-131 MCF-7 MDA-MB-231 T47D NIH/3T3
10 99.80 + 0.36 99.52 +0.51 99.97 +0.71 99.68+0.74 | 101.1+0.67
11/4 30 99.88 + 0.39 99.83 + (.44 94.64 +2.26 99.92+0.71 | 100.9+0.71
[3.17] [3.70] [3.97] [3.46] [2.79]
10 99.54 +0.33 99.70 + 0.43 97.15 + 1.46 100.2+0.28 | 100.8+0.16
/5 30 99.94 + 0.44 100.6 + 0.31 98.57 + 0.89 101.3+0.47 | 1003 +0.25
[2.38] [3.35] [4.07] [3.47] [2.74]
109 10 63.42 + 1.41 21.29+2.79 - 57.45+3.15 -
(EDPO) 30 99.35+0.27 93.08 + 1.60 99.03 + 0.73 93.77+0.55 | 96.55+0.86
[5.30] [13.67] [23.49] [7.20] [20.44]
10 95.63 + 1.49 66.91 + 1.81 - 40.41+125 | 76.74+1.26
Cisplatin | 30 95.09 + 1.57 96.80 + 0.35 71.47 +£1.20 56.84+1.16 | 96.90+0.25
[1.22] [5.78] [19.13] [19.24] [4.73]

2. tablazat: A vizsgalt 16-metilén-13a-0sztron-szarmazékok antiproliferativ hatasa

(—: A novekedésgatlas kevesebb, mint 20%)

A két prekurzor molekula (II/4 ¢és II/5) valamennyi vizsgalt sejtvonalon magas

antiproliferativ aktivitdst mutatott, azonban ezek a vegyliletek a nem daganatos sejtek



proliferacigjat is hasonld koncentracidokban gatoltak, mint amelyek a daganatsejtek esetében
sziikségesek voltak, ami a tumorszelektivitas hianyara utal.

A prekurzor molekuldk C-16 helyzetben szubsztitualt szdrmazékai koziil a 11/9 (EDPO)
vegyiilet mutatta a legjelentésebb antiproliferativ aktivitast az UPCI-SCC-131 és a T47D
sejtvonalakon, rendre 5,3 és 7,2 uM ICso értekekkel. Az EDPO emellett jelentOs
tumorszelektivitast is mutatott: az NIH/3T3 sejtvonalon mért ICso értéke 20,44 uM volt, amely
megkozelitdleg négyszer magasabb az UPCI-SCC-131, illetve haromszor magasabb a T47D
sejtvonalakon mért értékeknél.

Az MTT-vizsgalat alapjan az EDPO-t azonositottuk a legerdsebb és leginkabb
tumorszelektiv vegyiiletként, amely kifejezett antiproliferativ aktivitdst mutatott ERa-pozitiv
daganatsejtvonalakban. Legnagyobb mértékben a T47D és UPCI-SCC-131 sejteket gatolta,
mérsékelt aktivitdst mutatott az MCF-7 sejtekben, mig a tripla-negativ  MDA-MB-231
sejtvonalon viszonylag gyenge hatast fejtett ki. Az EDPO szignifikdnsan hatékonyabb volt
daganatsejtekben, mint nem daganatos fibroblasztokban, ami kifejezett tumorszelektivitasra
utal. Az ERa-expresszio és az ICso értékek kozotti inverz korrelacio azt sugallja, hogy az EDPO
preferencidlisan az ERa-pozitiv sejteket célozza, alatdmasztva azt a hipotézist, miszerint

antiproliferativ hatdsa ERa-fiiggd jelatvitelen keresztiil valosulhat meg.
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4.2. Luciferaz riportergén vizsgalat

Hipotézisiink vizsgalatara az EDPO antiosztrogén tulajdonsagait a fulvestrantéval
Osszehasonlitva értékeltiik a T47D-KBluc sejtvonalon. Az EDPO egyértelmii antidsztrogén
aktivitast mutatott, koncentraciofiiggd modon gatolva az ERa-medidlt transzkripciot 10° M
ICso értékkel, mig a 3-BEDPO esetében jelentdsen alacsonyabb gatld hatast tapasztaltunk.
Osszehasonlitasképpen a fulvestrant nagysagrendekkel nagyobb hatékonysagot mutatott, ICso
értéke 10° M volt. Ezek az eredmények az EDPO-t, a 3-BEDPO-val ellentétben, hatékony
ERa-antagonistaként azonositjak, amelynek gatlasi profilja fulvestrant¢hoz hasonlo trendet

mutat (3. abra).
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3. abra: Koncentracid-hatas gorbék az ERE-luciferaz gatlasara fulvestrant, EDPO és 3-BEDPO alkalmazasa
esetén. A T47D-KBluc sejteket E2-vel és a vizsgalt vegyiiletek valamelyikével egyiitt kezeltiik és 24 6ran at egyiitt
inkubaltuk. Az adatpontok legalabb harom fiiggetlen kisérlet atlagat £ SEM értékeit mutatjak.

4.3. In vivo uterotrof vizsgalat

Az EDPO szignifikdnsan, dozisfiiggd modon gatolta az E2 altal kivaltott
méhnovekedést in vivo, a referencia-antidsztrogén fulvestrant hatdsdhoz hasonlé mértékben.
Mig az E2-kezelés onmagaban megkozelitdleg hatszoros méhtomeg-ndvekedést idézett eld, az
EDPO-val torténd egyiittes kezelés jelentésen mérsékelte ezt a hatast, €s a magasabb EDPO-
doézis esetén nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a fulvestranttal kezelt csoporthoz képest.
Ezek az eredmények igazoljak, hogy az EDPO hatékonyan gatolja az ER-medidlt méhszovet-

novekedést in vivo koriilmények kozott (4. dbra).
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4. abra: A fulvestrant, illetve az EDPO ivaréretlen, nostény Sprague-Dawley patkianyok méhtomegére
kifejtett hatasa. A nedves méhtomegek mg-ban, 100 g testtomegre normalizalva, atlag + SD formajaban vannak
feltlintetve. A statisztikai elemzés egyutas ANOVA-val tortént. A szignifikans kiilonbségeket ### jeloli, ahol p <
0,001 a vivéanyag csoporthoz képest; ***, ahol p < 0,001 az E2-csoporthoz képest; x, ahol p < 0,05 az E2 +
FULV és az E2 + EDPO (60) csoportok, valamint az E2 + EDPO (60) és E2 + EDPO (600) csoportok
Osszehasonlitdsdban; ns: nem szignifikans (n = 6).

4.4. Sejtciklus-analizis

Az EDPO jelentés 1d6- és koncentraciofiiggd Gl-fazist sejtciklus-leallast indukalt
T47D sejtekben, amelyet a G1-populacio novekedése €és az S-fazist sejtek aranyanak egyidejii
csokkenése jellemzett. Ez a hatas leginkabb a 24 6ras kezelést kovetden volt megfigyelhetd,
amikor valamennyi vizsgalt koncentracional egyértelmli G1-felhalmozodas jelentkezett.

Pozitiv kontrollként fulvestrantot alkalmaztunk (5. abra).
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5. abra: Az EDPO altal kivaltott G1-fazisu sejtciklus-megallds a fulvestrantéval dsszehasonlitva, 12 (A), 24
(B), 48 (C) és 72 6ra (D) inkubaciot kovetéen T47D sejteken. A statisztikai elemzés egyutas ANOVA-val
tortént; *, ** és *** a p < 0,05, p < 0,01, illetve p < 0,001 szignifikanciaszinteket jelolik a kezeletlen
kontrollmintakhoz viszonyitva.
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4.5. Sejtmigracios (sebgyogyulasi) vizsgalat

Az EDPO szignifikénsan gatolta a sejtmigraciot mind az UPCI-SCC-131, mind a T47D
sejtvonalakon 1d6- és koncetraciofiiggd modon, annak ellenére, hogy ezek a sejtvonalak eltérd
intrinszik migracios képességekkel rendelkeznek. Az UPCI-SCC-131 sejtekben 24 ora
elteltével mindkét koncentracional szignifikans gatlast figyeltiink meg, mig 48 6ra elteltével ez
a hatas csak a magasabb koncentracional maradt fenn (6. dbra).
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6. abra: Az EDPO hatasa az UPCI-SCC-131 sejtek migracidjara 24 és 48 oras inkubaciot kovetéen. A
statisztikai elemzés egyutas ANOVA-val tortént, ahol ** és *** a p <0,01, illetve p < 0,001 szignifikanciaszinteket
jelolik a kezeletlen kontrollmintakhoz képest.

A T47D sejtek esetében, bar a sejtmigracid gatldsara irdnyuld hatds kevésbé volt
szembetlind, a sejtvandorlds mértéke mindkét koncentracional és vizsgalt idOpontban
szignifikansan csdkkent a kontrollcsoportéhoz képest (7. abra). Osszegezve, eredményeink az

EDPO erdteljes migraciogatlo hatasat igazoljak a kiilonb6zd tumorsejt-modellekben.
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6. abra: Az EDPO hatasa a T47D sejtek migracidjara 24 és 48 oras inkubaciot kdvetden. A statisztikai
elemzés egyutas ANOVA-val tortént, ahol ** és *** a p < 0,01, illetve p < 0,001 szignifikanciaszinteket jelolik a
kezeletlen kontrollmintakhoz képest.

4.6. Sejtinvazios (Boyden-kamras) vizsgalat

Az EDPO szignifikansan csokkentette a T47D sejtek invaziv képességét, a sejtek
invaziojanak mértékét mindkét vizsgalt koncentracional megkozelitdleg a kontrollérték 50%-
ara csokkentve. Ez a gatl6 hatads szignifikans volt, azonban statisztikailag igazolhato

koncentraciofiiggd dsszefliggést nem mutatott (8. abra).
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8. abra: Az EDPO hatasa a T47D sejtek invaziojara 48 oras inkubaciét kovetéen. A statisztikai elemzés

egyutas ANOVA-val tortént; *** p < 0,001 szignifikanciat jelez a kezeletlen kontrollmintakhoz viszonyitva.

5. Diszkusszio

Az emlédaganatok tilnyomo tobbségét az ER-pozitiv (ER+) altipus alkotja, amelynek
kialakulasat alapvetden az ERo-medidlt Osztrogénjelatvitel hatarozza meg. Ez a jelatviteli
utvonal a sejtszaporodéasban, tilélésben €s a metasztatikus progresszidban szerepet jatszod
gének expresszidjat szabalyozza. Bar az endokrin terapiak —igy a SERM-ek, az aromatazgatlok
¢s a SERD-ek — jelentdsen csokkentették a mortalitast és a kiujulas kockazatat, az intrinszik és
szerzett rezisztencia gyakori megjelenése korlatozza hossza tava hatékonysagukat.

A klinikai tapasztalatok azt mutatjak, hogy még az 0j generécios, célzott endokrin
szerek, beleértve az oralisan alkalmazhatdo SERD-eket és a kombinacios kezeléseket (példaul
CDK4/6- vagy PI3K-gatlokkal) is, bar javitjak a progresszidmentes talélést, nem sziintetik meg
teljes mértékben a rezisztenciat vagy a kijulas kockazatat, valamint gyakran jelentds
toxicitassal birnak. Ez a kihivas olyan 1 terdpids szerek kifejlesztését 0sztonzi, amelyek
esetében tovabbra is fennmarad vagy er6sodik az Gsztrogén jelatvitelt gatld hatas, mikozben
mérséklddik a mellékhatasok, illetve a rezisztencia kialakuldsanak kockazata. Az 1j, ésszertien
megtervezett szteroidalapu vegyliletek igéretes stratégiat jelenthetnek ezen hidnyossagok
kikiiszobolésére.

Jelen vizsgalatban két, D-gylirliben modositott Osztron-szarmazék vegyiiletcsoport
antiproliferativ hatasat vizsgaltuk kiillonb6z0 ndi emld-, ndgyogyaszati és fej-nyaki eredetli
daganatos sejtvonalakon. A vizsgalt vegyiiletek koziil a 11/9 (EDPO) mutatta a legkedvezdbb
aktivitas-szelektivitds kombinaciot, ICso értékei az UPCI-SCC-131 és a T47D sejtvonalakon
Osszevethetdk voltak a ciszplatinéval. Az EDPO tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatok targyat

képezte annak érdekében, hogy feltarjuk lehetséges hatdismechanizmusat.
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Az egyes vegyiiletek ERo-medialt transzkripcids aktivitdsra gyakorolt hatasanak
vizsgalatara a T47D-KBluc riportersejtvonalat alkalmaztuk. Ebben a rendszerben az EDPO
egyértelmii gatldo hatast mutatott az E2 altal indukalt transzkripcios aktivacioval szemben,
amely Osszehasonlithaté volt a klinikumban is alkalmazott antidsztrogén, a fulvestrant
hatasaval. Ezen eredmények értelmében kijelenthetjiik, hogy az EDPO hatékonyan gétolja az
ERa-fliggd génexpressziot.

Tovabbi vizsgéalatunkban kimutattuk, hogy az EDPO doézisfliggd mdédon csokkenti az
E2 éltal kivaltott méhtomeg-ndvekedést. A méh tomegének csokkenése azt jelzi, hogy az
EDPO fiziologias korilmények kozott is hatékonyan mérsékli az ERa aktivitasat, és
hatékonysaga egy jol bevalt kemoterapias szerével 6sszemérheto.

Mindemellett, in silico molekularis dokkolasi vizsgalatok alapjan azt is kimutattuk,
hogy az EDPO ERoa-hoz vald kotédési profilja is hasonld a fulvestrantéhoz. Az E2-vel
ellentétben, amely a 12-es hélix (H12) agonista konformdcioban torténd stabilizalasaval
aktivalja az ERo-t, az EDPO ¢és a fulvestrant olyan kulcsfontossdgt hidrogénkotéseket
alakitanak ki, amelyek a H12 konformaciovaltozasat indukaljak, ezzel gatolva a koaktivatorok
kotodését. Az EDPO, a fulvestranthoz hasonldan, a hatds szempontjabol fontos aminosav-
oldallancokkal (E353 ¢és R394) stabilizal6 hidrogénkotéseket alakit ki, valamint a T347
oldalldnccal egy tovabbi kotést létesit, amelyek feltehetden fokozzdk ezen vegyiiletek
antiosztrogén hatéasat.

Ezek az eredmények egyiittesen erds bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az EDPO
antidsztrogén aktivitasat az ERa-n és annak downstream jelatviteli Gtvonalainak gatlasan
keresztiil fejti ki.

Az Osztrogén-medidlt sejtosztodas a GI1/S sejtciklus-atmenet nélkiilozhetetlen
szabalyozoinak, tobbek kozott a ciklin D1, az MDM?2 és a c-Myc gyors indukcidjan keresztiil
valosul meg, amelyek egyiittesen fokozzéak a retinoblasztoma fehérje (pRb) foszforilacidjat, az
E2F1 aktivaciojat és ezzel a sejt S-fazisba 1épését. Ezzel szemben a p53-p21 tengely kdzponti
ellendrzépontként miikddik azaltal, hogy gatolja a ciklin—-CDK komplexek aktivitasat és a pRb-
t sejtosztddas-gatlo allapotban tartja. Ennek az egyensulynak a felboruldsa, gyakran a c-Myc
altal kozvetitett p21-represszio és az MDM2 éltal kivaltott p53-gatlas révén, kontrollalatlan
proliferaciohoz vezet a daganatsejtekben. Osszhangban a korabbi megfigyelésekkel, amelyek
indukal, jelen vizsgélatban mind a fulvestrant, mind az EDPO jelentds G1-fazist sejtciklus-

megallast valtott ki T47D sejtekben. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk az EDPO
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antiosztrogén profiljat, és arra utalnak, hogy antiproliferativ hatdsa az Osztrogének altal
szabalyozott G1/S ellendrzépont gatlasan keresztiil valosul meg.

ERa-pozitiv emldrakban az dsztrogének nemcsak a sejtszaporodast serkentik, hanem
az ERo-fiiggd jelatviteli utvonalakon keresztiil fokozzak a sejtek migracidos és invaziv
viselkedését is. Az ERa aktivalasa egy Goi/Gpy-medialt jelatviteli kaszkadot indit el, amelyben
egy ERa-bol, c-Src-bol, PI3K-bol és FAK-bol allo multiprotein komplex alakul ki, ami FAK-
foszforilacidhoz és az N-WASP downstream aktivacidjahoz vezet. Ezzel parhuzamosan a
PI3K-jelatvitel eldsegiti a cdc42 aktivaciojat, amely a foszfoinozitid-jelatvitellel egyiittesen
serkenti az Arp2/3 komplexet és az aktinvaz atrendezddését. Ezek az Osszehangolt
citoszkeletélis folyamatok képezik az ERa-pozitiv emléraksejtekre jellemzd fokozott motilitas
¢s invazivitas alapjat. Kisérleteink soran az EDPO hatékonyan csokkentette a sejtmigraciot és
invaziot ERa-pozitiv sejtvonalakban. Mivel a daganatsejtek fokozott migracidja és invazidja
eldsegiti a metasztatikus progressziot, amely a daganatos haldlozasok 6 oka, az e folyamatokat
hatékonyan gatld vegyiiletek igéretes daganatellenes terapias jeldltek.

Legutobbi publikacionkban irtuk le, hogy az EDPO hatékonyan gatolta a tumor
novekedését egy 4T1 egér tripla-negativ emlérak modellben is, annak ellenére, hogy ebben a
daganattipusban nem expresszalddik az ERa. Bar az ERa-negativ daganatokat hagyoméanyosan
Osztrogénre nem reagalonak tekintik, egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az dsztrogének
kozvetett modon, az immunmikrokornyezet modulalasan keresztiil 1s eldsegithetik a
tumorprogressziot. Az E2 serkenti a mieloid prekurzorok immunszupressziv mieloid eredetii
szupresszor sejtekké torténd differencidlodasat, és kozvetleniil gatolja a citotoxikus T-
limfocitdk aktivitasat, ezaltal immunszupressziv tumormikrokdrnyezetet alakit ki. Ezzel
Osszhangban a fulvestranttal torténd Osztrogénjelatvitel-gatlas a 4T1 modellben csokkenti a
tumornovekedést €s fokozza a tumorellenes immunvalaszt. Ezen megfigyelések magyarazatot
adhatnak az EDPO ER-negativ in vivo tumormodellekben is kivaltott gatld hatasara.

Osszefoglalva, a jelen tanulméanyban leirtak igazoljak, hogy az &sztron véaz célzott
kémiai modositasa eldnyds, mert daganatellenes hatékonysaggal €s tumorszelektivitassal
rendelkezd szarmazékok 1étrejottéhez vezethet. A vizsgalt vegyiiletek koziil az EDPO igéretes
hatéanyag-jeldltként emelkedik ki, amely kettds, antiproliferativ és antimetasztatikus hatassal
rendelkezik, melyet (legalabb részben) az ERa antagonizmusan keresztiil fejt ki. Ezek az
eredmények j6 kiindulasi alapot teremtenek az Osztron-alapti daganatellenes hatdéanyagok
tovabbi optimalizalasdhoz, és 1) lehetdségeket kindlnak hatékony gyogyszerjeloltek

kifejlesztésére mind a hormonfiiggd, mind a hormonfiiggetlen daganatok ellen.
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