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BEVEZETES

A szexualszteroidok az emberi szervezet reprodukcios folyamatait szabalyozo
hormonok. Szerkezeti felépitésiik és bioldgiai hatdsaik alapjan harom csoportot
kiilonboztetiink meg: androgéneket, Osztrogéneket és gesztagéneket. Az dsztrogének
kiemelkednek a szteroidok koziil, mivel szamos kiilonboz6 szovet, illetve biologiai
célszerv miitkddését képesek befolydsolni. Tovabba a 17P-6sztradiol (E,) és
szarmazékai nagy jelentoséggel birnak az emlécarcinoma kezelésében, a menopauza
utani tiinetek enyhitésében, a csontritkulds folyamatanak lassitasdban, valamint egyéb
reproduktiv szervekkel kapcsolatos rendellenességek gyogyitasaban.

Az Bsztrogén hatasok az 9sztrogénfliggd szignaltranszdukcids Gt aktivalasan
keresztiil jonnek létre. Tobb mint 40 éve Jensen mutatta ki patkany uterusbol az E,-t
nagy affinitassal, de kis kapacitassal k6té fehérje molekuldt, az 6sztrogén receptort
(ER). 1996-ig az egyetlen ismert féhérje volt, melyen keresztiil az sztrogénfiigg
gének transzkripcidjat befolyasolni lehetett. Ekkor Kuiper €s munkatarsai egy
masodik, az eredetitél eltéré ER-t klonoztak patkany prosztatabdl. Az uj receptort
ERB-val jelolték, és az elsoként leirt ER az ERa nevet kapta.

Az bsztrogének folyamatosan novekvo terdpids felhasznaldsanak koszonhetden
az Osztrogén hatdsok feltérképezése az orvostudomény egyik legnagyobb
érdeklddésre szamot tarto kutatasi teriiletévé vilt. Az ERB kidnozasa utan ez a teriilet
még jobban a figyelem kozéppontjaba keriilt. Napjainkban az osztrogének
szervezetben betoltott szerepét két kiilonbozé szempont alapjan vizsgaljak. Egyrészt
folyamatban van az ER altipusok szoveti eloszlasanak és a feltételezett funkcioinak
meghatarozasa. Masrészt 1j Osztrogén szdrmazékok el6allitisaval ERa vagy ERP
szelektiv modon kivanjak befolysolni a jelatviteli mechanizmust, és ezaltal tovabbi

ismereteket gytjteni a ligand-receptor kolcsonhatas természetérol.



CELKITUZESEK

Munkéank soran a fenti kettds megkozelitésnek megfeleléen a kovetkezd

kisérleti célokat hataroztuk meg:

1. Az Osztrogén receptor altipusok kifejezodésének és szerepének feltdrasa

terhes patkény uterusban.

a.

Az Osztrogén és progeszteron kotohelyek maximadlis szamanak
meghatarozasa korai terhes patkany uterusban radioligand telitési
vizsgalattal.

Az ERa és B mRNS expresszio feltérképezése nem terhes és 4-8,
10, 15, 18, 20 és 22 napos terhes patkdny uterusban, reverz
transzkripcios-polimerdz lanc reakcié (RT-PCR) alkamazasaval.
Az ERa ¢és ERP funkcionalis vizsgalata korai terhes patkany
uterusban in vivo szelektiv ERa agonista, propil-pirazol-triol (PPT)

kezelés soran.

2. Ujonnan szintetizlt sztron és osztradiol sztereoizomerek farmakologiai

jellemzése.

a.

C.

Tizenhat, origindlis Osztron és Osztradiol szarmazék ER kotédési
képességének ¢és szelektivitdsanak megallapitasa radioligand kotési
vizsgalatok segitségével.

A tesztelt molekuldk in vivo dsztrogén aktivitasanak meghatarozisa
uterustdmeg-ndvekedés vizsgalattal.

A vizsgalt sztereoizomerek farmakologiai jellemz6ib6l levonhatéd

szerkezet-hatas Osszefiiggések megallapitasa.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Az 0sztrogén receptor altipusok feltérképezése terhes patkiny uterusban
Telitési vizsgdlat

Az Bsztrogén €s progeszteron kotdhelyek szimanak meghatdrozasa radioligand
telitési vizsgalattal tortént 4-8 napos terhes patkany uterus citoszolbdl a megfeleld
tricialt ligandok ([*H]E, és [PHJORG 2038) felhasznaldsaval. Az uterus frakcio
preparalésat az irodalomban kozolt modszer szerint végeztik. 10°M E,t és
ORG 2058-at hasznaltunk a nem-specifikus kotés meghatirozasakor. A terhes
patkany uterus Osztrogén és progeszteron kotShelyeinek maximalis szamat (B, a

Rosenthal-fliggvény segitségével szamitottuk.

RT-PCR vizsgalat

Az ER altipusok mRNS kifejez6désének idébeli valtozdsat a terhesség alatt RT-
PCR vizsgalattal kovettiik nyomon. A nem terhes és 4-8, 10, 15, 18, 20 és 22 napos
terhes patkany uterus szdvetmintdkbol a total RNS kivonasat fenol-kloroform-
izoamil-alkohol felhasznalasaval végeztiik. 0,5 pg RNS-t denaturaltuk és M-MLV
reverz transzkriptdz segitségével cDNS-t allitottunk el6. A felsokszorozas soran
c¢DNS-t, Taq polimerazt és ERa és ERP primereket haszndltunk. Az RT-PCR
termékeket 2%-o0s agaroz gélen elektroforézissel valasztottuk el, majd UV fényben

lathat6va tettitk. A mintakat fél-kvantitativ denzitometrids méréssel értékeltiik.



Invivo PPT kezelés

A kisérleti allatokat a terhesség 1., 2., 3. vagy 4. napjatél naponta egyszer s.c.
250 pg PPT-vel kezeltitk 3 napig. A kontroll csoport ezen id6 alatt naponta egyszer
0,1 ml oliva olajat kapott s.c. Az uterus szévetet az utols6 dozis beadasa utin 24
oraval eltdvolitottuk, és regisztraltuk az implanticios helyek szdmat. Az ERa és ERp

mRNS expressziot a fent leirt médon hataroztuk meg.

Ujonnan szintetizilt &sztron és Osztradiol sztereoizomerek farmakolégiai
jellemzése
Invitro radioligand kétési vizsgadlat

Molekuldink (1. dbra) azon képességét vizsgaltuk, hogy milyen mértékben
képesek leszoritani az adott szteroid receptorrél (ER, progeszteron receptor (PR) és
androgén receptor (AR)) a specifikusan kotétt radioligandot (PH]E,, *HJORG2058
és [*H]dihidrotesztoszteron). A citoszol prepardtumokat patkany és nyal uterus,
illetve patkdny prosztata fethasznalasdval, az irodalomban kozolt adatok alapjan
készitettitk. Referencia molekuldink a kovetkezok voltak: E, ORG2058 és
dihidrotesztoszteron. Az inhibiciés konstans értékeit (K;) a Prism 2.01 szoftver
segitségével szamitottuk. A molekuldk ER kotodési képességét a relativ kotddési
hdnyados (RBA) értékkel jellemeztiik, melyet a kovetkezé egyenlet alapjan
szamitottunk: RBA = (K, /Kix) x 100. Ahhoz, hogy megallapithassuk, milyen
mértékben tesznek killonbséget a vegyiiletek az ER és a PR vagy az AR kozott,
meghataroztuk a vegyliletek szelektivitasi hanyadosit:
SR =K;x (AR v. PR) /K« (ER).
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1. abra Az jonnan szintetizalt 6sztron és osztradiol sztereoizomerek kémiai szerkezete.

In vivo uterustomeg mérési vizsgalat

A vizsgélt vegyiiletek in vivo 6sztogén aktivitasat uterustomeg-novekedési
vizsgélattal hataroztuk meg ovariectomizalt patkdnyokon. Harom héttel a m{itét utan
az dllatok 7 napig, naponta egyszer a tesztvegyiiletek oliva olajos szuszpenzi6jat
kaptak s.c. a kovetkez6 doézisokban: 10, 30 és 50 ng/0,1 ml. A negativ kontroll
csoportban 0,1 ml oliva olajat, a pozitiv kontroll csoportban 10 pug/0,1 ml E,-t
injektaltunk a kisérleti allatokba. A 8. napon az uterusok tomegét meghataroztuk,

majd 24 6ras 95-100 °C-os szaritas utan ismét lemértiik tomegiiket.



A nedves és szédraz uterus tomegeket 100 g €16 allatsulyra normalizaltuk. A
kapott adatokat egyutas ANOVA mddszerrel, Neuman-Keuls posztteszttel

hasonlitottuk 8ssze.
EREDMENYEK

Osztrogén receptor altipusok a terhes patkény uterusban
Az dsztrogén és progeszteron receptorok mennyisége a korai terhes patkdny
uterusban

A korai terhes patkany uteruson elvégzett radioligand telitési vizsgalatok
alapjan megallapitottuk, hogy az osztrogén koétShelyek legnagyobb mennyiségben
(Bpax = 637,40 = 76,10 fmol/mg) a terhesség 5. napjan voltak jelen a patkany
uterusban. A tovabbi vizsgdlati napokon kisebb Bp. értékeket kaptunk: 4. nap:
85,39 + 34,30 fmol/mg, 6.  nap: Bpu=302,05£2,95fmol/mg , 7. nap:
162,58 + 63,07 fmol/mg és 8. nap: 565,13 + 114,68 fmol/mg. A PR denzitds nem
valtozott szignifikdnsan a terhesség 7. napjdig a 4. naphoz viszonyitva (atlag:
Bumax = 335,30 + 45,62 fmol/mg), azonban a 8. napon szignifikins novekedést
tapasztaltunk (Ba,= 583,30 + 98,70 fmol/mg). Az ER és PR denzitds hanyadosa
(ER/PR) a terhesség 5. napjan a tovabbi vizsgalati napokhoz képest szignifikdnsan
kiemelkedd értéket mutatott (ER/PR=2,51+0,36; p < 0,001), jelezve az ER

dominéns szerepét az adott napon lejatsz6dé folyamatokban.

Az dsztrogén receptor a és f mRNS expresszié vdltozdsa a terhesség alatt patkdny
uterusban

Az ER altipusok mRNS expresszi6 véltozasat a terhesség teljes ideje alatt



vizsgaltuk. A terhesség elsd felét tekintve az ERa mRNS expresszié valtozasa
hasonlosdgot mutatott az ER fehérje mennyiségének valtozdsaval: az ERa mRNS
kifejez6dése is a terhesség 5. napjan volt a legerételjesebb, a tovabbi vizsgalati
napokon szignifikansan kisebb értékeket kaptunk. A terhesség 8. napjan az ERa
mRNS expresszié 27%-kal gyengébb volt az 5. naphoz viszonyitva, ez volt az
altalunk detektalt legkisebb ERa mRNS érték. A terhesség 10-22. napja kozott az
ERa mRNS expresszio fokozatosan emelkedett, mig a terminus napjan érte el a
maximalis értéket.

Az ERP mRNS jelenlétét nem tudtuk detektalni a vizsgalati id teljes tartama
alatt, csupan a terhesség 7. napjan volt eloszor kimutathatd, majd a 8. napon 11%-kal
er6sebb volt az ERP mRNS expresszio, mint az eldz6 napon. A késdbbiekben ERP
mRNS aktivitist mdar csak a terhesség 10. és 15. napjan figyeltink meg. Az
expresszié mértéke mindkét napon szignifikdnsan kisebb volt, mint a terhesség 8.

napjan.

A PPT kezelés hatdsa az dsztrogén receptor o és f mRNS kifejezédésére

Az ERa mRNS expresszidja jelentds valtozdson ment keresztiil a PPT-kezelés
hatdsara: minden vizsgalati napon lecsdkkent az ERa mRNS kifejezddésének
mértéke. Tovabba a terhesség 5. napjara jellemzd emelkedett ERau mRNS expressziot
sem lehetett kimutatni. Ezzel szemben fokozott ERP mRNS kifejez6dést
figyelhettiink meg: az ERP mRNS szintézise mar a terhesség 4. napjatol aktivnak
bizonyult, és fokozatosan erdsodétt a terhesség 7. napjaig. Morfoldgiai valtozasokat
is megfigyelhettiink az uterusokon. Az implantéciés helyek szdma szignifikansan
lecsokkent a PPT kezelés hatdsara (15,5 = 1,9 a kezelés el6tt — 4,8+ 0,8 a PPT-

kezelés utén).



Ujonnan szintetizalt Osztron és oOsztradiol sztereoizomerek farmakologiai
tulajdonsagai
A vizsgalt vegyiiletek szteroid receptor kotddési jellemzéi

Minden vizsgalt molekula koncentraciéfliggd médon leszoritotta a specifikusan
kétott [PH]E,-t a nyul és patkany ER-rol, bar a vegyiiletek affinitasi értékei tag
hatarok kozott valtoztak. A K; értékekbol szamitott RBA és SR adatokat az L. és I1.
tablazat tartalmazza. Minél nagyobb az SR értéke, annal jobb az adott vizsgalati

anyag szelektivitasa az ER-ra.

L. tiblazat Az Gjonnan szintetizdlt D-homodsztron (1-4) és 16-hidroximetil-6sztradiol (5-8)
sztereoizomerck ER-ra vonatkoztatott RBA, valamint SR értékei.
n.m.: nem tortént meghatdrozas

vegyliletek RBA SR
(%] PR AR

E, 100 1287 259.08

1 0,04 0,38 n. m

2 0,21 0,67 n. m.

3 0,11 22,67 n. m.

4 0,71 43,72 n. m.

5 1,45 41,28 8,03

6 0,55 nem széamithatd 3,88

7 0,14 nem szamithatd nem szamithaté
8 0,56 29,26 nem szamithatd




I1. tabldzat Az Ujonnan szintetizalt 16-bromometil-dsztradiol-acetat (9-12) és 16-bromometil-
osztradiol (13-16) sztereoizomerek ER-ra vonatkoztatott RBA, valamint SR értékei.

vegyliletek RBA SR
[%] PR AR

E, 100 207,27* 215,58*
9 0,06 3,66 nem szamithatd
10 0,42 11,58 0,86
11 0,04 2,49 0,56
12 0,05 3,20 0,06
13 0,50 18,12 6,71
14 90,59 205,96 1185,49
15 0,29 6,27 4,60
16 0,34 10,18 0,31

* meghatdrozta: Martel és munkatérsai, 1998

Ujonnan szintetizdlt dsztron és osztradiol sztereoizomerek hatdsa ovariectomizdlt
patkdny uteruson in vivo

Az in vivo uterustomeg-novekedési vizsgilat kivitelezéséhez minden
vegyiiletcsoportbél a legjobb ER affinitdst mutaté molekuldt és epimer parjat
valasztottuk ki: 2, 4, 5, 6, 13 és 14. Pozitiv kontrollként 10 pg E, alkalmaztunk, mely
maximalis uterustdmeg-novekedést véltott ki a vizsgalati koriilményeink kozott.
“ Harom vegyiilet (5, 6 és 14) mutatott 6sztrogén aktivitdst. A legjobb ER
kotddési képességgel rendelkezd 14 vegyiilet dézisfliggd tomegndvekedést valtott ki
mind a nedves, mind a szdraz uterusok tomegét vizsgilva. Az ER-hoz kisebb
affinitassal kotédd 5 és 6 molekula is szignifikdns uterustomeg-n6vekedést hozott
létre, igaz csak a legkisebb alkalmazott dézisban (10 pg). A széraz uterusok adatainak

kiértékelése utan is hasonl6 eredményt kaptunk.
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A tovabbi két vegyiilet (2 és 4) altal kivaltott in vivo hatds nem tért el szignifikdnsan
a negativ kontroll (oliva olaj) csoport eredményeitél. Ez az eredmény a szaraz uterus

tdmegek statisztikai értékelése utan sem valtozott.

OSSZEFOGLALAS

1. ER altipusok a terhes patkany uterusban
Az elmilt években, az endokrinologiaban az egyik legintenzivebben kutatott
tudomanyteriiletté valt az ER altipusok Kkiilonbozd szovetekben vald
eloszldsanak ¢és fizioldgiai szerepének vizsgilata. Korabban még nem
vizsgaltdk az ERa és § mRNS expresszio valtozasat terhes patkany uterusban,
valamint az altipusok terhesség soran jatszott szerepét sem. Ez irdnyitotta
figyelmiinket ezen receptor altipusok vizsgdlatara a terhes patkany uterusban.
Az ERo és B mRNS is jelen van a patkdny uterusban a terhesség idotartama
alatt. Az ERa dominancidja, a nem terhes uterussal dsszehasonlitva, tovéabbra is
megfigyelhetd. Az ERP mRNS szintézise csak a terhesség kozépsod
harmadaban (7-15 nap) volt kimutathato.

A terhesség fennmaraddsanak egyik kritikus mozzanata a blastocita
bedgyazodasa az endometriumba. Patkdnyokban ez az esemény a terhesség S.
napjan kovetkezik be, amelyhez szamos endogén szabalyozd faktor, mint a
szteroid hormonok, a citokinek és a novekedési faktorok egyiittmikodése
szilkséges. Mivel a terhesség 5. napjan az ER denzitds és az ERu mRNS
expresszi¢ szignifikdns novekedését tapasztaltuk, feltételeztik, hogy az

implantacio kialakulasat elindité endogén E; jelet az ERa szignaltranszdukci6s
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at medialja. A funkcionalis vizsgélatok soran bizonyitast nyert, hogy az ERa
részét képezi a receptiv endometrium kialakulasat szabalyozo endogén
mechanizmusnak.

A terhesség 7-15. napjaig terjedd periodus kezdete, amely alatt az ERf
mRNS expresszio aktiv a terhes patkdny uterusban, egybeesik a decidua
kialakulasanak idejével, amely sordn az endometrium sejtjei deciduaszovetté
alakulnak. Ez a folyamat alapvetéen Osztrogén regulacié alatt all. Viszont a
deciduaszovet késobbi fennmaradasa és mitkodése mar progeszteron fiiggé.
Bizonyitott, hogy a progeszteron kotShelyek szama novekszik osztrogén
kezelés hatdsira, és mivel az ERPp mRNS expresszié megjelenése utdn a PR
denzitas megemelkedik a terhesség 8. napjan, feltételezziik, hogy az endogén
E, az ERP transzkripci6s uton keresztiil fokozza a PR expressziot, s igy
befolyasolja a decidua kifejlodését és mitkodését.

A kémiai szerkezet és a farmakologiai hatas kozti osszefliggések

Munkank soran a C3, C13, C16 és C17-es helyzetben modositott 6sztron és
osztradiol  epimer parok vizsgdlatin keresztiil tanulméanyoztuk a
sztereoizoméria befolydsat a molekulak szteroid receptor kotédési képességére
és in vivo hatékonysagara.

A radioligand kotési vizsgdlatok eredményének és az ER, PR és AR ligand-
kotohely szerkezetének ismeretében megerdsitettiik, hogy a C3-as helyzetben
sziikséges az OH-csoport jelenléte, mivel ez a funkciés csoport képes H-hid
kotés kialakitasara a Glu 353 aminosavval az ER ligand-kotéhelyen.

Az epi-D-homodsztron szarmazékok, ahol a C13-helyzetli metilcsoport o

térallasu, jobb ER kotodési képességet mutattak.
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A 16- bromometil-17-acetat epimerek (9, 10, 11 és 12) és a 16-bromometil-3,17-
diol epimerek (13, 14, 15 és 16) ER affinitasi értékei kozott figyelheté meg a
legnagyobb kiilonbség, igazolva azt a megallapitdst, hogy a 178 poziciéban
szitkséges az OH-csoport jelenléte, mely H-hidat kotés képez a His 524
aminosavval.

A Cl17-es helyzetben acetil-csoportot tartalmazé molekulak gyenge AR
ligandnak bizonyultak. A vizsgalt vegyiiletek ER kotodési tulajdonsaga a C16-o0s
funkcids csoport kémiai jellemz6itol fuigg. Feltételezhetd, hogy esetiinkben az
ER affinitasi értékek kozti killonbség a hidroximetil és a bromometil csoport
eltérd polaritasan alapul.

Molekuldink koziil a 16a-bromometildsztra-1,3,5(10)-trién-3,17B-diol egy
kivalé szelektivitassal rendelkez6, jo ER ligandnak tekinthetd.

A vegyiiletek in vivo hatékonysﬁga nem Aallithatd minden esetben
parhuzamba az in vitro receptorkot6dési tulajdonsagaikkal. A 16f8-hidroximetil-
Osztradiol szarmazékok azonos mértéki{i 6sztrogén aktivitasal rendelkeznek, mint
a l6o-bromometil-6sztradiol izomerek, bar K; értékeik kozott egy
nagysagrendnyi kiilonbség figyelhetd meg.

Eredményeinkben tiikr6zodik, hogy a sztereoizoméria nagymértékben
befolyasolja a ligand-receptor kdlcsonhatds 1étrejottét, bar az in vitro adatokbol
nem vonhatunk le rutinszerli kovetkeztetéseket az in vivo hatékonysigra

vonatkozoan.
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