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BEVEZETES

A rédk hatalmas népegészségligyi probléma, vildgszerte vezeti a mortalitidsi és morbiditési
statisztikakat. A felmérések szerint a férfiak korében a tiidérak, mig a n6knél az emlédaganat a
vezetd raktipus. A tumorok kialakuldsat maig nem kelléen feltart multifaktorialis okokra
vezetjiik vissza, melyek minden esetben a sejtek ellendrzés nélkiili szaporoddsat ¢és
differencialodasat valtja ki.

Szamos természetes szteroid szerkezetli vegyiilet és szintetikus analog tumorellenes hatasat irtak
le, igy ezeket innovativ hatéanyagjel6ltek kiindulasi anyagainak tekinthetjik. A dioszgenin és
szdmos szteroid alkaloid tumorellenes hatdsa jol dokumentalt. Az eziranyban legintenzivebben
vizsgalt osztrdn egy endogén dsztradiol metabolit, a 2-metoxitsztradiol, melynek hormonalis
hatdsa nincs, &am tumorellenes hatasa igen kifejezett.

Az emberi szervezetben a 17B-0sztradiol a legfontosabb 6sztrogén, fontos szerepet jatszik tobb
hormonfiiggd proliferativ megbetegedés kialakulasaban, igy a ndgyogyaszati tumorokban vagy
az endometriozisban. Az 6sztrogén expozicid célszovetekben torténd csokkentése része lehet az
szelektiv 6sztrogén receptor modulatorokkal (SERM) vagy antagonistakkal, ill. a kevésbé potens
Osztron atalakulasat 17p-0sztradiolla konvertaldo enzim, a 17B-hidroxiszteroid-dehidrogenédz-1
(17B-HSD1) gétlasaval. Mivel a legtobb hormonfiiggd rendellenesség ko6zos jellemzéje a
proliferacio, elképzelhet6, hogy a direkt antiproliferativ hatas és a 17B-HSD1 egyidejii gatlasa
elényds lehet ezen betegségek kezelésében.

A sejtciklus G1-S atmenetének ellenérz6 pontja fontos szerepet jatszik a tumorok terapias célu
megkozelitésében. A G1-S éatmenet tobb Osszerendezett szabalyzé faktor altal felugyelt
folyamat, meghatarozé elemei a retinoblasztéma fehérje (Rb), a CDK2, a CDK4/6, a p16, a p21
és a p53. Az S fazisba valo belépés és igy a sejtproliferacio is gatolt, mig az Rb foszforilalatlan
marad a ciklin E-CDK2 ill. ciklin D-CDK4/6 komplexek altal. A foszforilalt Rb (pRb)
ledisszocial az E2F heterodimer komplexrdl, igy lehetdve valik az S fazisra specifikus gének
transzkripcidja. A ciklin E-CDK2 komplex f6 szabalyzoja a p21 tumorszuppresszor, melynek
expresszidjat a p53 protein szabalyozza. Az utvonal fontossdgat mutatja, hogy a legtébb
tumorban kimutathatd mutacio a p53-t kodolo TP53 génben vagy a jelatviteli Gt valamely
késObbi elemében. A pl6 fehérje alulmiikddését szamos tumorban igazoltak, kifejezddése

gyakran korreldl a kemoterapiara adott valasszal a szolid tumorokban. Ezek alapjan a G1-S



atmenet, ill. az azt szabalyozd faktorok a tumorterapia Ujabb ¢és kiemelt jelentdségii

tdmadaspontjai lehetnek.

CELKITUZESEK

A jelen vizsgalataink f6 célja a korabban leirt elméleti megfontolasok alapjan kivalasztott
szintetikus vegyulletek antiproliferativ tulajdonsédgainak meghatarozdsa és mechanizmusuk

feltarasa volt:

e Ujonnan szintetizalt dsztron-16-oxim éterek antiproliferativ hatasanak vizsgalata in vitro,
human tumoros sejtvonalakat hasznalva. A leghatdsosabb vegylileteket kivalasztottuk
tovabbi kisérletsorozatra a lehetséges hatasmechanizmus leirasa érdekében.

e Moddositott dsztranvazas szteroid (aglikon és glikoszteroidok) antiproliferativ hatasainak

vizsgélata.

e Korabban tervezett és szintetizalt nem-szteroid 173-HSD1 inhibitorok antiproliferativ
hatdsdnak meghatarozasa in vitro. A leghatékonyabb vegyileteket szintén tovabbi in vitro
vizsgalatoknak vetettiik ald az észlelt hatas lehetséges mechanizmusanak feltarasara. Az
alkalmazott modszerek a kovetkezék voltak: sejtciklus analizis, fluoreszcens festési
eljaras, BrdU beépulés ill. kaszpaz-3 aktivitds meghatarozasa, valamint regulécios
faktorok mRNS és protein szintli expressziojanak vizsgalata (RT-PCR ill. Western blot
technika).

ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt vegyuletek:

A 63 vizsgalt 6sztron-16-oxim szarmazék az A és D-gyiiriiben, a 3 és 16 helyzetli funkcios
csoportokban tért el. Leghatasosabbnak azok a 16-oximok (3a, 3e) bizonyultak, amelyek a 3-as
szénatomon szabad fenolos hidroxil-funkciét vagy szulfamat csoportot tartalmaztak. Az
oximészterek kozul a 3-benzil-védGcsoportot tartalmazd propionat-eszter (10h), mig az
oximéterek kozil a p-metoxibenzil-védécsoportot tartalmazd oxim-metiléter (11a) mutatott

kiemelked6 citosztatikus hatast.
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1. dbra. Kémiai szerkezete a négy vizsgalt szteroid oxim vegydletnek.

A modositott 6sztradiol-szarmazék egy aglikonbdl (13) és annak két glikozidjabal alltak (14, 15).
(2. abra).

2. abra. Osztradiol szarmazék szteroidok, aglikonok és glikoszteroidok kémiai szerkezete.

A vizsgalt 17B-HSDL1 inhibitorok nem-szteroid szerkezettel rendelkeztek, k6z6s tulajdonsaguk
egy aromas gyira két fenolos szubsztituenssel (3. abra). A vegyiiletek kdzul 6t tartalmaz tiofént
(16-19) vagy tiazolt (20) mint kdzponti részt. A 21-es vegyllet para-terfenil, mig a 22-25
vegylletek szubsztitualt difenilnaftolok voltak.
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3. &bra. A vizsgalt 17B-HSD1 inhibitorok kémiai szerkezete.

Sejtvonalak és sejttenyésztés

Vizsgéalatainkhoz MEM médiumban tenyésztett HeLa (méhnyak adenokarcinoma), MCF7 (emlé
adenokarcindma) és A431 (bér epidermoid karcindbma) valamint nem tumoros MRC-5 (huméan
tidé fibroblaszt) sejteket hasznaltunk. A petefészek rékbol izolalt A2780 sejteket RPMI
médiumban tartottuk fenn. A sejtek CO, termosztatban (5% CO,) 37 °C-on tartottuk.

MTT vizsgélat

A tumoros sejtek viabilitisst MTT maddszerrel hataroztuk meg. Sejteket 96-iiregii lemezre
telepitettik, egy éjszakdn at allni hagytuk, majd hozzdadtuk a vizsgalandé vegyileteket
tartalmazo médiumot. Az életképességet 72 ora inkubacios id6 utan 20 pnL MTT oldat (5 mg/mL)
hozzéadasaval hataroztuk meg. A kicsapddott formazan kristdlyokat DMSO-ban oldottuk fel,
majd az abszorbanciat 545 nm-en hataroztuk meg ELISA leolvasdval. Két egymastol fuggetlen
kisérletet vegeztunk 6t parhuzamos Ureggel, referenciavegyiletkent ciszplatint hasznaltunk. A
mért értékekre szigmoid gorbét illesztettiink, majd kiszamitottuk az 1Csq értékeket GraphPad

Prism 4.0 program segitségével.



Hoechst 33258-propidium jodid kettds festés és aramlasi citometria analizis

Hel a sejteket telepitettiink 96-iiregti lemezre, majd 24 6ras inkubacid utan hozzéadtuk a Hoechst
33258 (HO) és propidium jodid (PI) keverékét 5 pg/mL és 2 ug/mL végkoncentraciot kapva. A
festés lehetéve teszi az ¢él6, a korai és kés6i apoptotikus, valamint a nekrotikus sejtek
azonositasat. A HO bejut az ¢16 sejtbe és kékre festi a sejtmagokat. Apoptozisra utal a kromatin
kondenzécidja és a mag fragmentacidja. A nekrotikus és kés6i apoptotikus sejteket Pl
felvételével azonosithatjuk, amely jelzi a membran integritasanak elvesztéset, a sejtmagot pirosra
festve.

Aramlasi citometria analizist a kezelt HeLa sejtek DNS tartalmanak meghatarozéaséara végeztiink.
24 és 48 Oras kezelést kovetden a sejteket Pl-al festettilk, majd a mintakat FACStar készilékkel
analizaltuk. A Kkapott hisztogramokbol winMDI2.9 programmal szamitottuk ki az egyes
sejtciklus-fazisokban (subGl, G1, S and G2/M) 1évé6 sejtek aranyat. A subG1 frakciot tekintik

apoptotikus sejtpopulacionak.

BrdU beépulésének vizsgélata

Az 5-Bromo-2’-deoxiuridin (BrdU) beépiilése a DNS-be BrdU Labeling and Detection Kit | és
I11 segitségével tortént a HelLa sejteken 24 6rés tesztanyaggal val6 kezelés utan. A BrdU beépil a
timidin helyére, igy alkalmas a DNS-szintézis intenzitasanak jellemzésére. A DNS-t részlegesen
emésztettiik nukledz kezeléssel, majd peroxidazzal jel6lt és a BrdU-hoz k6t6d6 antitestet adtunk
a rendszerhez. Végil, a peroxidaz aktivitasat kolometridasan mértik 405 nm-en, 492 nm
referencia hulldmhossz mellett (Kit I11). Két egymastdl fliggetlen kisérletet végeztiink 4-4
parhuzamos Ureggel. A Kit | esetében fluoreszceinhez kotott anti-egér antitestet alkalmaztunk, az
eredményt fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk a megfeleld optikai blokkot hasznalva (ex:
465-495 nm, em: 515-555 nm, dikrom tukor: 505 nm), a BrdU pozitiv sejtek aranyat legalabb
400 sejtbdl hataroztuk meg.

Kaszpéz-3 maghatérozasa

A kezelt sejtek kaszpaz-3 aktivitasat beszerezheté kolometrias kit segitségével hataroztuk meg.
A 48 6ran at kezelt HelLa sejteket lizis pufferben szuszpendaltuk, a kaszpaz-3 aktivitds mérésére
Ac-DEVD-pNA szubsztratot hasznaltunk, a terméket (pNA) 405 nm-en mértiik 17 éra inkubacio

utan.



Reverz transzkriptaz (RT-PCR) vizsgalatok

A kezelt HeLa sejtekb6l RT-PCR technikaval hataroztuk meg a G1-S atmenet szabalyozésaban
meghatarozd szerepet jatszo faktorok mRNS-szintii expressziojat: retinoblasztoma fehérje (Rb),
ciklin-dependens kinaz 2 (CDK2), CDK4, CDK®6, p16, p21, p27 és p53. 24 6ras inkubacid utan
totdl RNS-t izolalunk a sejtekb6l, majd c¢DNS-t prepardltunk reverz transzkriptdéz (RT)
jelenlétében. Kontrollként huméan gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (hGAPDH) primert

hasznaltunk.

Western blot vizsgélatok

Az Rb és foszforilalt Rb (pRb) fehérje-szintli expressziojat szintén HeLa sejtekbdl hataroztuk
meg, 24 oras kezelést kovetden. Teljes sejt extraktumot készitettiink, majd a proteint 4-12%
NUPAGE Bis-Tris Gelen elektroforizaltuk, majd nitocellul6z membranra vittik iBlot Gel
Transfer System segitségével. Az antitest kotodés detektalasa WesternBreeze Chromogenic

Western blot immunodetection Kit segitségével tortént.
EREDMENYEK

MTT vizsgalat

Az 0sztron-oximok kozll 4 vegyilet (3a, 3e, 10h és 11a) mutatott jelentés — a ciszplatinnal
Osszevethetd — hatast a Hela sejtek proliferacidjara, mig az MCF7, A413 és A2780 sejtek
kevésbé voltak érzékenyek (1. téblazat). A nem tumoros fibroblaszt sejtvonal (MRC-5)
proliferacidjara csak a 11a volt hatassal. A szubsztitualatlan oxim funkciéju vegyiletek (3a és
3e) Hela-szelektivnek tekinthet6k, némi szerény hatassal a petefészek tumor (A2780)

sejtvonalra, mig a 10h és 11a vegyuletek szélesebb hatasspektrumot mutattak.

A modositott dsztradiol szarmazékok — egy aglikon és két glikoszteroid — (13-15) szerény
antiproliferativ hatast fejtettek ki az alkalmazott sejtvonalakon.

A 16-22 vegyiletek antiproliferativ  aktivitasa Hela sejteken Osszevetheté a
referenciavegyiiletével, mig az MCF7 és A2780 &ltalaban kevésbé voltak érzékenyek, az MRC-5
sejtekre 30 uM-ig nem hatottak. A tesztelt difenilnaftolok (23-25) gyakorlatilag nem mutattak

antiproliferativ hatast.



Tablazat 1. A vizsgalt vegyiletek szamitott 1Csq értékei.

1Cs értékek (uM)
Vegylletek
HelLa MCF7 A431 A2780 MRC-5
sejtek sejtek sejtek sejtek sejtek

3a 4.41 - - 18.28 -
3e 4.04 - 11.96 -
10h 3.52 413 - 4.61 -
1la 5.63 - 13.25 12.62 6.94
13 15.68 19.91 15.20 10.45 -
14 10.82 12.40 10.39 - -
15 - 27.45 - 19.88 -
16 5.29 25.23 - - -
17 6.84 13.88 - - -
18 381 16.11 - - -
19 14.53 - - - -
20 5.66 - - - -
21 141 - - - -
22 5.30 25.51 - 9.71 -
23 - - - 25.87 nd
24 - - - - nd
25 - - - - nd

Ciszplatin 5.66 7.99 8.81 0.86 413

—: Atlag érték 30 uM fol6tt. n.d: nem meghatarozott

Morfolégiai tanulmanyok és sejtciklus eloszlas

A nekrozis és apoptdzis jelenlétét a sejt morfoldgiaja és membran integritasa alapjan hataroztuk
meg. A HOPI festéssel megfigyelhetd a sejtmag kondenzacidja és fragmentacidja, valamint a
membran permeabilitdsanak novekedése. A membran integritds legmarkansabb zavara a 3e
vegyiilet esetében volt megfigyelhetd, mig a 10h vegyilettel valo kezelés utan kifejezett volt a
mag kondenzécidja enyhe membranhatas mellett, ami apoptotikus folyamatra utal. 24 6ra utan a
szubsztitualatlan oximok (3a és 3e) jelentds csokkenést okoztak a sejtciklus szintetikus (S)
fazisdban és novekedést a szubdiploid (subG1l) populécidban (4. &bra). A 17p-HSD1 gatlok
esetében a 18 mutatta legmarkénsabban az apopt6zis jeleit, mig a 20 eredményezte a
legjelentdsebb valtozast a membran integritasaban. A sejtciklus-eloszlasban 24 Oras kezelés utan
a legmarkansabb valtozas az S fazis csokkenese volt, 48 dra alatt minden hatasos tesztanyag

jelent6sen novelte a hipodiploid populacié (subGl) ardnyat (5. dbra).

BrdU beépuilésének vizsgalata

A BrdU DNS-be torténd beépiilését valamennyi kivalasztott vegyiilet szignifikans mértékben

gatolta. Az oximok koziil a 3a és 3e gatolta legnagyobb mértékben a DNS szintézist, ezek hatasa
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Osszevethetd a ciszplatinnal kapott eredménnyel (6. abra). A 17p-HSD1 gatlok esetében a 21
vegyiilet volt a leghatékonyabb e tekintetben, tobb mint 50% gatlast kifejtve mar 3 pM mellett.
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4., dbra. A 3a, 3¢, 10h és 11a vegyiiletek hatasara a HelLa sejtek ciklus- eloszlasara 24 (A panel),
ill. 48 6ra (B panel) utdn. *, ** és *** n<0.05, p<0.01 és p<0.001 a kontroll sejtekhez viszonyitva.
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abra. A 16-18 és 20-22 vegyuletek hatasara a Hel a sejtek ciklus-eloszlasa 24 (bal oldal) és 48
(jobb oldal) 6ras inkubacio utan. *, ** és *** p<0.05, p<0.01 és p<0.001, a kontroll sejtekhez viszonyitva.

5.



B

= 1007

+

= - s

L 4l

@

] -

= ==

=, -

ggfﬂ ae

= - s s -

%25-

ot

m
= 0
7 441 397% 18548 283 8% = 33 33 5% 335 33 %3 83
E ~ O ™ o © ®w o o o o Q © E = o ®» o ®m o ®m o ®mo ®mo ®m o
S - - ™ - ™ - - ™ = = = = = = - =
£~ I 1 1 1 1 i a L [ 'L L oL P ]

T . & ! A g L 3R 1 - T T T T T T T
ciszplatin 3a 3e 10h 11a ciszplatin 16 17 18 20 21 22

6. abra. A BrdU beéplilése a HeLa sejtekbe 24 dras oximokkal (A panel), ill. 178-HSD1 gétlékkal (B panel)
tortént kezelés utan. *, ** és *** jelzi p<0.05, p<0.01 és p<0.001 a kontroll sejtekhez viszonyitva.

Kaszpéaz-3 aktivitas meghatarozasa

A sejtciklus eredményei alapjan a 3a, 3e, 20 és 21 vegyileteket valasztottunk ki tovabbi
kisérletekre, annak érdekében, hogy megallapitsuk a hatasukat a kaszpaz-3 aktivitdson. Ezek a
vegyuletek kozll mindegyik szignifikansan ndvelte az apoptozist-végrehajtd enzim aktivitasat
(7. abra).
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7. &bra. Kaszpaz-3 aktivitas fokozddésa 3a és 3e (A) valamint a 20 és 21 (B) vegyuletekkel torténd 48 6rés
inkubécio utan. A kezeletlen sejtek aktivitasat egy egységnek vettiik. *** p<0.001 a kontroll sejtekhez viszonyitva.

RT-PCR vizsgalatok

A sejtciklus G1-S atmenetében kulcsfontossagu szabalyoz6 faktorok (CDK2, CDK4/6, p16, p21,
p53 és Rb) MRNS-szintli expresszidjat szemikvantitativ RT-PCR technikaval vizsgaltuk. A pl6
tumorszuppresszor gén kifejezdését mRNS szinten jelent6sen novelték a vizsgalt oximok (3a és
3e). A kezelés koncentraciofiiggd csokkenést eredményezett a CDK4 és Rb expressziojaban, mig
a CDKG6 esetében nem észleltiink valtozast. A 17B-HSD1 gatlok (16, 17 és 21) szignifikansan
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novelték a p53 és p21 tumorszuppresszor gének kifejez6dését, mig koncentraciofiiggd
csokkenest észleltiink CDK2 és Rb esetében (8. abra).
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8. abra. Az Rb, CDK4, CDKG6 és pl16, mRNS szintjének kifejez6dése a 3a és 3e vegyiletek 24 6rés inkubacidja
utén (A panel). A p53, p21, CDK2 és Rb, mRNS szintjének kifejez6dése 24 6ras inkubécid utdn a 16, 17 és 21

vegylletekkel (B panel). *, ** és *** p<0.05, p<0.01 és p<0.001, kontroll kdriilményekhez viszonyitva.

Western blot vizsgéalat

A Western blot vizsgalatot az indokolta, hogy az egy Rb posztszintetikus foszforilacidval
regulalt szabalyozo faktor. A relativ pRb expressziét Rb/pRb denzitéas arannyal fejeztiik ki. Ez az
érték a kontroll sejteknél 1,53 volt, az oximok (3 uM és 10 uM, 24 éra) 0,59 és 0,46 (3a), ill.
1,06 és 0,80 (3e) lett (9. abra). A vizsgalt 17p-HSD1 gatlok (16, 17 és 21 vegyuletek) szintén
csokkentették pRb fehérje kifejez6dését a kontroll HeLa sejtekhez viszonyitva, a 21 bizonyult a
legmarkéansabb hatasunak.

3a 3e
3pM 10pM  3pM 10 uM kontroll

106 kDa Rb B.
17 16 21
kontroll 3 ;M 10 uM 3 M 10pM 3 M 10 pM
110 kDa B oRb
110kDa pRb
43kDa B-actin 43 kDa p-actin

9. dbra. Az Rb és a pRb kifejez6dése fehérje szinten 3a és 3e (A panel), ill. 178-HSD1 gatl6 vegyuletekkel 16, 17
és 21 (B panel) tortént 24 oras kezelés utan. Az alsé savban a B-aktin lathat6, amely kontrollként szolgalt.
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DISSZKUSSZIO

Az oxim funkcio széleskorien elfogadott szerkezeti elem az innovativ antiproliferativ
hatéanyagjeloltek tervezésére. A vizsgalatba vont (j 6sztron-16-oximok gatoltak a human
adherens tumorsejtek proliferaciojat, a legpotensebbeket tovabbi in vitro vizsgalatokra
vélasztottuk ki az észlelt hatas mechanizmusénak feltarésara. Ezek a vegyiletek kivaltottak az
apoptozis morfologiai jellemzdit, fokoztdk a hipodiploid sejtek aranyat, valamint a kaszpaz-3
aktivitasat. Kezelés hatasara csokkent a BrdU beépllés, ami a DNS-szintézis gatlasara utal,
valamint a sejtciklus S fazisaban levé sejtpopulacid is. A talalt hatdsokat visszavezettik a
sejtciklus G1-S atmenetét regulalod faktorokra, igy emelkedett a pl6 kifejez6dése, csokkent a

CDKA4 és a Rb expresszidja, valamint az utébbi foszforilacioja.

A vizsgélt modositott 0sztranvazas vegyuletek (egy aglikon és két glikozidja) nem rendelkezik

szamottevd tumorellenes tulajdonsaggal.

A vizsgalt és természetes polifenolokkal szerkezeti hasonlosagot mutato 17p-HSD1 gatlok kozott
szintén taldltunk a referenciavegyllethez hasonld hatékonysagl szarmazékokat. Ezek is
eldidézték a programozott sejthaldl morfologiai €s biokémiai jegyeit, melyek Osszhangban
vannak a regulaciods faktorok expressziojaban talalt valtozasokkal. A leghatékonyabb inhibitorok
csokkentették a Rb és CDK2 kifejezddését, fokoztak egyes tumorszuppresszorok (p21, p53)

expresszidjat, csokkentették a Rb foszforilacidjat.

A 17B-HSD1 gatlasa egy kellden szelektiv beavatkozasi pont az Osztrogénfiiggd korképek
alkalmazott szerek hormonalis hatasain tl eldnyosnek tiinik a direkt antiproliferativ tulajdonsag.
Eredmények bizonyitjak, hogy e két farmakoldgiai tulajdonsag Gsszeegyeztethetd, megalapozva
ezzel egy Uj, kettds tamadaspontti hatéanyagcsoportot. Tovabbi — feltehetéen in vivo —
vizsgélatok donthetik el, van-e gyakorlati elényiik az ilyen vegyiileteknek a ,tiszta” hatast

farmakonokkal szemben.

Osszefoglalva, eredményeink hozzajarulhatnak Gjabb szteroid-szerkezeti, ill. tjszerd

hatasmechanizmusu antiproliferativ hatoanyagjel6ltek tervezéséhez.
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