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1 BEVEZES

Napjainkban a kardiovaszkularis korképek utdn a daganatos megbetegedések
jelentik a masodik leggyakoribb halalokot vilagszerte. Epidemioldgiai vizsgalatok
bizonyitottak, hogy vilagszerte tobb mint 600 milli6 ember atesett a human
papillomavirus (HPV) infekcidon, és az Osszes daganatos betegségek mintegy 5 %-a
kapcsolatba hozhat6 a HPV fert6zéssel. Kimutattak, hogy HPV fert6zés all fenn kozel az
Osszes cervikalis eredetli daganat hatterében, az analis és vaginalis eredetli tumorok nagy
részében és egyre nagyobb szdmban a szdjliregi- és garat daganatok esetében is. A virus
mintegy 18 variansanak bizonyitottak karcinogén hatdsat, amelybdl a HPV 18-as és 16-0s
altipust az 0Osszes cervikalis eredetli daganat mintegy 70%-aban azonositottdk. A
védooltas felfedezésével ugyan csokkent a megbetegedések szdma, azonban a fejlodod
orszagokban a véddoltas még nem all kell6 mennyiségben rendelkezésre, valamint a
fejlett teriileteken is ugyanugy veszélyeztettek a koruk vagy meggy6zddésiik miatt nem
immunizalt nék. A statisztikai adatok szerint ezek a specialis daganatok korai diagnézist
kovetben mielébbi és igen agressziv kezelésre szorulnak, ezért fontos 1j,
nagyhatékonysagu, kedvez6bb mellékhatas profilti daganatellenes szerek fejlesztése.

A karcinogenezis egy komplex folyamat, amely magaba foglalja a sejt
novekedésében, differencialodasaban ¢és viselkedésében bekovetkezo kiillonbozo
valtozasokat, amelyek az adott sejtek génexpresszidjanak dinamikus valtozasaval
magyarazhatoak. Altalanossdgban az onkovirusok nem kételezéen okoznak rakos
elvaltozasokat, de nagy valdszinliséggel eldsegitik a daganatok kifejlédését, jellemzden
kronikus fertézést kovetden és sokszor csak évekkel a primer fertdzés utan. A virusok
okozta onkogenezis egy tobblépcsds folyamat, amely sordn a virus felboritja a fert6ézott
sejt homeosztazisat €s olyan sejten beliili valtozasokat hoz létre, amelyek kedveznek a
malignus folyamatok kialakulasanak. Tobb ilyen altalanos mechanizmust is ismeriink,
mint a ,,molekularis-mimikri” (,,signaling mimicry”, mely soran olyan virus kodolta
fehérjék termelddnek, amelyek megvaltoztatjak a gazdasejtek jelatviteli mechanizmusait),
a DNS karosodasra adott valasz megvaltozasa (igy instabilla valik a gazdasejt genetikai
allomanya ¢és lehetévé valik a virusreplikéacid), valamint a kronikus gyulladésos valasz
kialakuldsa. Eddig tobb mint 150 HPV genotipust azonositottak, melyek koziil a magas
rizik6ja HPV altipusok egy kis csoport, amelynek képvisel6i képesek integralddni a
gazdasejtekbe €s potens onkoproteineket termelni, ezéltal szoros kapcsolatba hozhatdk a

nyalkahartya és epitél eredetii daganatokkal.



Régota ismert, hogy az endogén 17B-0sztradiol endokrin funkciéi mellett a
szarmazékok kifejezett sejtosztodast-gatld hatassal rendelkeznek. Az elsd ilyen vegyiilet
az endogén 2-metoxidsztradiol (2ME) volt, amely nem rendelkezik kifejezett 0sztrogén
aktivitassal, azonban antiproliferativ, proapoptotikus, migraciot és angiogenezist gatlo
hatasat bizonyitottak. Ma mar szdmos 0sztrogén vegylilet daganatellenes hatasat leirtak,
kozottik tobb D-gylirliben moddositott szarmazékot is. A gyliri modositasaval
(bovitésével, felnyitasaval) daganatellenes hatasu Osztrogénekhez juthatunk, amelyekrol
bebizonyosodott, hogy a gyliriirendszer szerkezetvaltoztatasaval hormonhatisukat is
elvesztették. Szamos triazol-gytrit tartalmazd nem szteroid vegyiilet antiproliferativ és
proapoptotikus hatasat bizonyitottak, igy a triazol gylrti famakofornak tekinthetd jabb
daganatellenes szerek tervezésekor, ezaltal ezen csoport beépitése a szteroid szerkezetbe
varhato hatasndvekedést eredményezhet, ezt néhany D-szekooxim triazol szarmazéknal
mar bizonyitottak. Igy ezek a szerkezeti valtoztatdsok (gytirimodositds és triazol
beépitése) hormonhatads nélkiili, potencialisan daganatellenes hatassal rendelkezd 1j

vegyliletekhez és Gsztrogén vazas csoportokhoz vezethetnek.

2 CELOK

Az értekezés célja Ujonnan szintetizalt D-gyiriiben modositott (D-homo- és
D-szeko-) Osztrogén szarmazékok daganatellenes hatasanak jellemzése a kovetkezd
megfontolasok alapjan:

» Az tujonnan eldallitott Osztrogén vegyiiletek antiproliferativ szlirése human,
reproduktiv rendszeri daganatos sejtvonalakon, in vitro. A leghatékonyabb
vegyiiletek tumorszelektivitasanak vizsgalata intakt sejtvonalakon.

» A vegyiletek szerkezetbeli eltéréseit figyelembe véve hatékonysaguk Ossze-
hasonlitasa kiilonboz6 patoldgiai hatterti cervikalis daganatos sejtvonalakon.

» A leghatékonyabb szarmazékok proapoptotikus hatasanak vizsgalata,
fluoreszcens kettds festés, aramlasi citometria és kaszpdz-3 enzim aktivitas
meghatarozasanak segitségével.

» A kezelés hatasara a sejtciklusban bekovetkezd valtozasok meghatarozasa
aramlasi citometria, molekularis bioldgiai modszerek (polimerdz lancreakcio-
PCR, Western blot) és tubulin polimerizacios vizsgalat segitségével.

» A vegyiiletek daganatos sejtekre kifejtett migracidt és invazidt befolyasold

hatasanak meghatarozasa.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Vegyiiletek

A D-gytiriiben médositott 6sztrogén analdgokat (D-homo és D-szekoszteroidok),
triazollal szubsztitualt valamint ezek dimer szarmazékait a Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Karan, a Szerves Kémiai Tanszéken szintetizaltdk. A négy,

legpotensebb vegyiilet szerkezeti képlete lathaté az 1. Abran.

1. Abra A farmakolégiai vizsgdlatokra kivalasztott vegyiiletek képletei: A:
D-homodsztron (D-HE) B: D-szekogsztron, D-SE C: D-szekoosztron-triazol, D-SET D:
D-szekodsztron és 13-epiosztron kapcsolt dimer, DIM

3.2 Sejtvonalak és sejttenyésztés

Az antiproliferativ szlirést human, adherens négyogyaszati tumoros sejtvonalakon
végeztik (emld-: MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-361 ¢és T47D, endometrium-:
Ishikawa, petefészek-: A2780, bor-: A431, valamint harom kiilonb6zé HPV statusza
méhnyak daganatos sejtvonal: HPV 18+ adenokarcinoma (HelLa), HPV 16+ lapham
karcinoma (SiHa) és HPV — epitél eredeti karcinoma (C-33 A)). A sejtek 10% fotalis
borjaszérummal, 1-1% nem esszencialis aminosavval és antibiotikum-antimikotikummal
kiegészitett minimalis esszencidlis médiumban (EMEM) tenyésztettik, szoveti

koriilményeket biztositdo 37 °C-0s, 5 % CO,-t biztosito inkubatorban.



3.3 Antiproliferativ MTT-teszt

A vegyliletek sejtosztodast gatlo hatasat standard MTT festési eljarassal
hataroztunk meg. A sejteket 96 lyuku mikrotiter lemezre telepitettiik, majd masnap
kezeltiik, szlirés alkalmaval a vegyiiletek 10-30 uM-os oldataval, a koncentracio-hatas
gorbékhez pedig koncentraciosort alkalmazva 0,1-30,0 uM intervallumban. 72 o6ras
inkubéciot kovetéen MTT oldatot vittiink fel majd 4 o6ra utan a kivalt formazan
kristalyokat dimetil-szulfoxidban oldottuk és 545 nm-en mértiik az abszorbanciat, ELISA

olvasoval.
3.4 Hoechst 33258 — propidium-jodid (HOPI) kettds festés

HelLa, C-33 A és SiHa sejteket telepitettiink 96-os mikrotiter lemezekre, masnap
kezeltiik a tesztanyagok megfelel6 oldataval. 24 o6ra inkubacid utan Hoechst 33258 (HO)
¢s propidium-jodid (PI) festéket adtunk a sejtekhez, majd 1 dra utan a sejteket Nikon
ECLIPSE TS100 fluorescens mikroszkép alatt vizsgaltuk, a megfeleld szlirok
segitségével. Ez a modszer lehetdvé teszi, a korai és késéi (mdsodlagos nekrozis)
apoptotikus sejtek elkiilonitését a sejtmag morfologidja és a membran integritasa alapjan.
Ehhez minden esetben két fénykép késziilt ugyanarrol a 1atotérrdl, a kiillonbozo sziirok
segitségével.

3.5 Aramldsi citometrids sejtciklus analizis

A sejtek DNS tartalmanak meghatdrozasara daramlasi citometrids mérést
végeztiink. HeLa, C-33 A és SiHa sejteket telepitettiink 6 lyuka lemezekre, majd a
kezelést kovetd 24 és 48 ora utan a sejteket Osszegyijtottik, etanolban fixaltuk és
propidium-jodiddal festettiik. A DNS allomanyt Partec CyFlow késziilék segitségével
vizsgalatuk, mintanként 20 000 beiitést rogzitettiink és meghataroztuk a sejtciklus
kiilonboz6 fazisaiban (szubG1, G1, S és G2/M) 1év0 sejtek szazalékos aranyat ModFit LT

3.3.11 szoftver segitségével.
3.6 Kaszpaz-3 enzim aktivitasanak meghatdrozdsa

A kaszpazok az apoptotikus folyamatok legfontosabb enzimei. A vegyiiletek
kaszpaz-3 aktivitast befolyasold hatasanak vizsgalatahoz 10"-en sejtet telepitettiink
sejttenyésztd flaskdba, majd a kezelést kovetd 24 ¢€s 48 6rds inkubécio utdn a sejteket
sejtszamra normalizalt lizispuffer mennyiséggel lizaltuk. Ezt kovetéen a kezelt és a
kezeletlen kontroll lizatumok egyenld részleteihez p-nitroanilinnel konjugalt kaszpaz-3
szubsztratot adtunk. Egy ¢&jszakan at tartd inkubacié utan mértik a p-nitroanlin

abszorbanciajat 405 nm-en.



3.7 G2 és M fazisok elvdlasztisa specifikus dramldsi citometrids
modszerrel

A G2 ¢és az M fazisban 1évo sejtek megkiilonboztetésére specifikus,
immunhisztokémiai modszerrel kiegészitett aramlési citometrias vizsgalatot végeztiik. A
H3 hiszton fehérje Serl0-es oldallancanak foszforildcidja a G2-M fazisadtmenet soran
torténik meg, igy ennek mérésével informaciot kaphatunk az M fazisban 1évé sejtek
aranyarol. Hela sejteket telepitettiink 6 lyuk( lemezekre, majd 48 6ra utan kezeltiik a
tesztanyagokkal. 24 o6ras inkubaci6 utan a sejteket a kereskedelmi forgalomban kaphat6
FlowCellect™ G2/M analizishez alkalmazhat6 sejtciklus kit segitségével el8készitettiik
¢s Partec CyFlow aramlasi citometrias késziilékkel vizsgaltuk. Mintanként 20 000 betitést

rogzitettiink és az eredményeket Flowing Software segitségével értékeltiik.
3.8 Reverz transzkriptaz (RT) PCR vizsgalatok
A G2/M fazismenet a ciklin-dependens kindzok (CDK) és a ciklin fehérjék

szigorl szabalyozédsa alatt all. RT-PCR-al vizsgéaltuk a tesztvegyliletek hatdsat ezen
szabalyoz6 faktorok mRNS expressziojara, HeLa sejteken. 48 6ras inkubaciot kovetden
total RNS-t izolaltunk a sejtekb6l, amelybdl reverz transzkriptdz enzim segitségével
CDNS-t készitettiink. A c¢DNS-t felhasznidlva PCR technikat alkalmaztunk CDK1,
ciklin B1, ciklin B2, Cdc25B, Cdc 25C primerek felhasznalasaval. Belsé kontrollként
minden minta esetében gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (hGAPDH) alkalmaztunk.

3.9 Western blot vizsgdlatok

A CDK1-ciklinB complex funkcidjanak ellendrzéséhez megvizsgaltuk a
foszforilalt és az Ossz stathmin fehérjék expresszidjat Western blot technikaval. HelLa
sejteket kezeltiink a tesztanyagokkal 48 oran keresztiil, majd lizaltuk a sejteket. A
mintdkbol 10 pg  fehérjemennyiségnek  megfeleld  részleteket  vizsgaltunk:
gélelektroforézist kovetden nitrocelluloz memranra blottoltuk, majd blokkolast kovetden
stathmin, foszforilalt stathmin és B-aktin elsédleges poliklonaris nyul antitestekkel
inkubaltuk. Az antitest kotodést WesternBreeze kemilumineszcens immundetekcios kittel
tettiik lathatova.

3.10 Tubulin polimerizdacios teszt

A vegyliletek tubulin polimerizaciora kifejtett hatasat direkt, a sejtmiikodéstol
fiiggetlen modszerrel vizsgéltuk, a kereskedelmi forgalomban kaphaté kit segitségével.
10 ul tesztanyag, pozitiv ¢és negativ kontroll alkalmazasdval a tubulinoldatok

abszorbanciajat mérve, 340 nm-en 50 perces kinetikai gorbéket vettiink fel, percenkénti
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mérésekkel. A statisztikai elemzéshez a gorbék segitségével maximalis sebességértékeket

szamitottunk (Vmax, Aabszorbancia/perc).
3.11 A sejtek migrdciojanak vizsgdlata sebgyogyulasi teszttel

A sejtek migracids kapacitasat sebgyogyuléasi (wound healing) teszttel vizsgaltuk.
HeLa sejteket telepitettiink a specialis inszert mindkét iiregébe, majd egy éjszaka
inkubaciot kovetéen az inszerteket eltdvolitottuk és a sejteket kezeltiik a vegyiiletek
Azonnal a kezelést kovetden, valamint 24 oOras inkubaciés idé utdn mikroszkdp
segitségével fényképeket készitettlink, ezeket 0sszehasonlitva informaciot kapunk a sejtek
migracios képességérol.
3.12 A sejtek invazidjanak vizsgdalata Boyden kamra alkalmazasdval

A HeLa sejtek invazios képességét BD BioCoat Matrigel invazids kamrak
segitségével vizsgaltuk. HeLa sejteket telepitettiink a kamrak fels6 tiregeibe, tesztanyagot
tartalmazo és tesztanyag nélkiili szérummentes médiumban, majd kemoattraktansként az
als¢ tiregekbe 10 % FBS-t tartalmaz6 médiumot helyeztiink. 24 6ras inkubaciot kvetéen
a kamrat eltavolitottuk ¢és az invaziv Sejteket fixaltuk, festettiik és mikroszkop

segitségével fényképeket készitettlink.

4 EREDMENYEK
4.1 Antiproliferativ MTT teszt

A munka elsd fazisdban 46 (jonnan szintetizalt Osztrogén szarmazék
antiproliferativ szfirése tortént meg, melynek eredményeként kideriilt, hogy a négy
legpotensebb  vegyililet a D-homodsztron (D-HE), D-szekoosztron (D-SE),
D-szekoosztron-triazol (D-SET), és a D-szekoOsztron és 13-epidsztron kapcsolasaval
kapott dimer (DIM), ezért ezeket a vegylileteket valasztottuk a tovabbi,
hatdsmechanizmus meghatarozasat célzo vizsgalatokhoz.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a vizsgalt négy Osztrogén szarmazéknak
jelentdsen kiilonbozik az antiproliferativ spektruma a harom kiilonb6z6 patologiai hatterti
cervikalis daganatos sejtvonalakon. A vegyiiletek tumorszelektivitisa D-HE, D-SE,

D-SET esetében jobbnak mig DIM esetében Gsszevethetonek bizonyult a széleskoriien

alkalmazott ciszplatinhoz viszonyitva. (1. tablazat)



HPV

Sejttipus statusz |C50 (LM)
D-HE D-SE D-SET DIM ciszplatin
HeLa | 18+ 55 13.2 1.1 1.7 6.5
SiHa | 16+ >30 13.6 >30 0.96 12.9
C33-A - >30 10.8 1.7 2.9 3.2
MRC-5 >30 n.t. >30 1.2 3.7
bor fibroblast n.t. >30 n.t. 3.0 21.6

1. Tablazat A tesztanyagok és a ciszplatin szamitott |1Csq értékei a kiilonbozé cervikalis
daganatos sejtvonalakon és intakt human fibroblaszton, MTT teszttel vizsgalva, 72 ora

inkubacios idot kovetden. n.t.: nem tesztelt

4.2 HOPI kettds festés

HeLa sejtek esetében 24 6ra utdn mindharom tesztanyag erds kromatin
kondenzacidt idézett eld, ami a korai apoptdzis jele, és egyediil a magas koncentracidoban
alkalmazott D-SET kezelés kovetkeztében figyeltik meg a membran integritasanak
csokkenését. A C-33 A sejtek esetében a magas foku kromatin kondenzacido mellett a
késoi apoptotikus (masodlagos nekrotikus) sejtek jelenlétét is kimutattuk D-SET és DIM
kezelést kovetéen. A HPV 16 + SiHa sejteken egyediil a DIM vegyiilet mutatott jelentds

antiproliferativ hatdst a korabbi vizsgalatokban, azonban ez nem volt detektalhat6 a 24

6ras HOPI festés soran. (2. Abra).
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A tesztanyagok altal eldidézett apoptotikus és nekrotikus sejtek szazalékos
24 oras inkubacio utan, A: D-HE, D-SET és DIM kezelés utan, Hela, B:
D-SET és DIM kezelés utan C-33 A és C: DIM kezelés utan SiHa sejteken. Az
eredmények a sejtek szazalékos aranyanak atlaga = SEM. A szignifikancia értékek a
kontrollhoz viszonyitva: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, a nem szignifikans




4.3 Aramlisi citometrids sejtciklus analizis

A D-HE kezelés 24 o6ras inkubaciot kovetden nem mutatott jelentds valtozast a
sejtciklusban, azonban 48 6ra utan a szubG1 és a G2/M fézisok szignifikdns emelkedését
tapasztaltuk a G1 populacido kardra. 72 6ra utdn a szubGl fazis koncentraciofiiggd
emelkedését figyeltik meg, a G1 és G2/M fazisok egyidejli csokkenésével (3/A ébra).
ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a D-HE képes a G2/M fazisban

megallitani a sejtciklust.
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3. Abra A tesztvegyiiletek hatdsdra bekiovetkezd valtozdsok a sejtciklus egyes fazisainak
aranyara A: D-HE kezelés utan, 24, 48 és 72 oras inkubdciot kévetoen, Hela, B:
D-SET kezelés utan, 24 oras inkubdciot kovetéen, HelLa és C-33 A, C: DIM kezelés
utan, 24 ords inkubdciot kovetoen, HeLa, C-33 A és SiHa, valamint D: DIM kezelés
utan, 48 oras inkubaciot kovetéen, Hela, C-33A és SiHa sejtek esetében. Az
eredmények a sejtek szdazalékos aranydnak atlaga £ SEM. A szignifikancia értékek a
kontrollhoz viszonyitva: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, a nem szignifikdans
értékek kiilon nem jeloltek.



A D-SET kezelés utan sokkal markansabb hatas volt kimutathatd mar 24 6ra utan
is. A szubGl fazis jelentdés emelkedése mellett a G2/M fazis szignifikdns és
koncentraciofiiggd emelkedését tapasztaltuk, a G1 fazis csokkenése mellett, mindkét
vizsgalt sejtvonalon (3/B Abra), ami szintén a G2/M fazisban bekévetkezd blokadra utal.

24 oras inkubaciot kovetden a DIM vegyiilettel kezelt sejtek nem mutattak
szignifikans valtozast a sejtciklusban, HelLa és C-33 A sejtek esetében, mig SiHa
sejteknél enyhe G1 fazis novekedés és S fazis csokkenés volt megfigyelhetd (3/C Abra).
48 6ra utan azonban mar fliggetleniil a HPV statusztol az apoptotikus szubG1 valamint a
G2/M fazisok emelkedését és parhuzamosan a Gl fazis csokkenését tapasztaltuk
(3/D Abra). Az el6z6 két vegyiilethez hasonléan a DIM szintén a sejtciklus G2/M

fazisaban képes beavatkozni a sejtciklus folyamataba.

4.4 Kaszpaz-3 enzim aktivitasanak meghatdrozdsa

A tesztanyagok proapototikus hatasanak igazoldsara meghataroztuk a kaszpaz-3
enzim aktivitat, HelLa sejtekben. Az inkubacios idoket a szubGl fazisok emelkedése
alapjan hataroztuk meg, igy D-HE esetében 48, D-SET esetében 24 ora utan végeztiik el a
mérést. Az eredmények azt mutatjak, hogy az kaszpdz enzim aktivitdsa szignifikdnsan ¢és

koncentraciofiiggden nétt mindkét vizsgalt tesztanyag esetében (4. Abra).
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Kaszpaz-3 relativ
aktivitas + SEM
»

L]

kontroll 2.5,M 5.0 uM 0.3uM 1.0 uM

D-HE D-SET

4. Abra Az in situ kaszpdz-3 enzim aktivitdsanak relativ vdltozisa D-HE és D-SET
kezelést kovetden, 48 és 24 oras inkubacio utin, Hela sejteken. Az eredmények a
kaszpaz enzim aktivitasanak névekedéset mutatjak a kezeletlen kontroll mintdhoz
viszonyitva. Az eredmények datlagértékek + SEM. A szignifikancia értékek a kontrollhoz
viszonyitva: ** p<0,01, *** p<0,001, a nem szignifikans értekek kiilon nem jeléltek.

45 G2 és M fazisok elvdlasztasa specifikus dramldsi citometrids
mdodszerrel

Egy specifikus antitestkotodésen alapuld dramlasi citometrias modszerrel
végeztik a G2/M fazisban 1évé sejtek elvalasztdsat, a korabbi vizsgdlatokban
legérzékenyebbnek bizonyult HeLa sejteken. 24 o6ra inkubécié utdn D-HE kezelés

szignifikansan csokkentette, mig a D-SET kezelés emelte a foszforilalt hiszton H3-at
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tartalmazo sejtek aranyat, hasonloan mint a pozitiv kontrollként alkalmazott paklitaxel
(PAC) (5. Abra). Az eredmények alapjan a D-HE G2, mig a D-SET az M fazisban fejti ki
hatasat a sejtciklus soran.

A B

kontroll PAC

N
(=
]

FL1

=
o
T

FL2 L

D-HE

p-hiszton H3; (%) £+ SEM
w3

0
kontroll D-HE S-SET PAC
20pM 1,0pM 5,0nM

FL2 Ll FL2 s

5. Abra Az M fazisban 1év6 sejtek elkiilonitése a foszforilalt hiszton H3 (Serl0) fehérje
jeldlésével, 24 oras inkubacios idét kovetéen, 20 uM D-HE, 1,0 uM D-SET és 5,0 nM
PAC kezelés utin, HelLa sejteken. A: az eredmények statisztikai értékelése B:
Reprezentativ régio analizis a kapott felhd diagramon (az M fazisban 1évio sejtek
pirosan jeloltek). Az eredmények dtlagos sejtszam adatok £ SEM. A szignifikancia
értékek a kontrollhoz viszonyitva: * p<0,05, *** p<0,001.

4.6 A G2/M datmenet vizsgdlata

4.6.1 Reverz transzkriptaz (RT) PCR vizsgalatok

A CDK1 fehérje egy fontos végrehajté enzim a G2/M fazisatmenet folyamataban,
melynek aktivalasaért a ciklin B fehérje a felelos. Habar vizsgalataink soran 48 oOras
D-HE kezelést kovetéen a CDK1 mRNS expresszidja nem mutatott szignifikans
valtozast, a ciklin B mindkét izoformajanak (B1 ¢és B2) mRNS expresszidja
szignifikansan csokkent, csaktigy, mint a CDK1-ciklin B komplex szabalyozasaban részt

vevé Cde25B és Cde25C fehérjéké is, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (6. Abra).

1204 D-HE

100 = I T 0 50uM
80 1 1o0um

60+

% * SEM

40

mRNS expresszio;

204

0

CDK1 ciklinB1 ciklinB2 Cdc25B Cdc25C

6. Abra A G2/M ellenbrzdépontot szabdlyozé legfontosabb faktorok mRNS expresszidja
5,0 és 10 uM D-HE kezelést kovetoen, 48 oras inkubdacio utan, HelLa sejteken, RT-PCR-
al vizsgalva. Az eredmények atlagértékek + SEM. A szignifikancia értékek a kontrollhoz
viszonyitva: * p<0,05, a nem szignifikans értékek kiilon nem jeloltek.
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4.6.2 Western blot vizsgalatok

A CDK1-ciklin B komplex funkcidjanak ellenérzésére megvizsgaltuk a komplex
altal szabalyozott egyik fontos fehérje a stathmin expresszidjat, 48 oras D-HE kezelést
kovetden, Western blot technikdval. Habar az 0ssz stathmin fehérje kifejez6dése nem
mutatott jelentSs eltérést a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (7/A Abra), az inaktiv,
foszforilalt forma (ezt az inaktivalast végzi a CDKI1-ciklin B komplex) expresszidja
szignifikansan csokkent (7/B Abra).

A B

(=2
o
1

_.
=]
<

80+

_— 60+

40-

ossz stathmin
expresszioé; 0.D. + SEM

foszforilalt stathmin
N
o
6 B

expresszio; 0.D. + SEM
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20+
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o

kontroll 2,5uM 5,0 uM kontroll 2,5uM 5,0 uM
D-HE T pHE
7. Abra A foszforilalt (A) és és az dssz (B) stathmin fehérje expresszidja 2,5 és 5,0 uM
D-HE kezelést kivetéen, 486ra inkubdcio utin, HeLa sejtekben. Az eredmények
atlagertékek = SEM A szignifikancia értékek a kontrollhoz viszonyitva: * p<0,05,
** p<0,01, a nem szignifikans értékek kiilon nem jeloltek.

4.7 Tubulin polimerizdacios teszt

A tubulin fehérje egyike a legvaldszinlibb tamadaspontoknak az M fazis soran,
ezért meghatdroztuk a tesztanyagok tubulin polimerizaciora kifejtett direkt hatasat,
fotometrids kinietikai mérés soran. Mig a D-HE nem mutatott kifejezett hatast a tubulin
polimerizaciora, addig a D-szekodsztron szarmazékok (D-SE, S-SET, DIM)
szignifikdnsan emelték a szamitott vmax értékeket, hasonléan, mint a kozismerten

mikrotubulus stabilizalo paklitaxel (8. Abra).

44 *kk

*%

_l._ *%

A tubulin polimerizacio
maximalis sebessége (Viax);
Aabszorbancia/perc £+ SEM

kontroll D-HE D-SE D-SET DIM PAC
500 uM 200 uM 100 uM 100 uM 10 uM
8. Abra A tesztvegyiiletek tubulin polimerizaciéra kifejtett hatdsinak statisztikai
ertékelésére szamitott maximadlis sebességertékek, in vitro, sejtmentes kérnyezetben
vizsgdlva. Az eredmények atlagértékek + SEM. A szignifikancia értékek a kontrollhoz
viszonyitva: ** p<0,01, *** p<0,001 a nem szignifikans értékek kiilon nem jeloltek.
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4.8 A sejtek migrdciojanak vizsgalata sebgyogyulasi teszttel

A sejtek migracios képességének valtozasat D-HE és D-SET kezelés hatasara
sebgyogyulasi teszttel vizsgaltuk, HeLa sejteken. A D-HE-vel kezelt sejtek esetében nem
volt megfigyelhetd jelentOs eltérés a kezeletlen kontroll mintadkhoz viszonyitva, mig a

D-SET-tel kezelt sejtek képtelenek voltak a rendelkezésiikre allo teriilet elfoglalasara, a
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9. Abra Hela sejtek migrdcios képessége D-HE és D-SET kezelést kovetden, 24 ora
inkubdcio utan, sebgyogyuldasi teszttek eredmeényeként. A migracio mértékét a 0. és a 24.
ora utani sejtmentes teriiletbdl szamitottuk. Az eredmények atlagertékek +SEM. A
szignifikancia értékek a kontrollhoz viszonyitva: *** p<0,001, a nem szignifikans
értékek kiilon nem jeloltek.

4.9 A sejtek invdziojanak vizsgalata Boyden kamra alkalmazdsdval
Miutan kisérleteinkben a D-SET szignifikdnsan gatolta a daganatos sejtek
migraciods képességét, a vegyiilet invazidra kifejtett hatasat is megvizsgaltuk egy specialis

Matrigél bevonatot tartalmazé Boyden kamra segitségével. Azt tapasztaltuk, hogy a

crer

mintakhoz képest (10. Abra). Ez a gatlas mar antiproliferativ koncentraciénal joval kisebb

koncentracio-tartomanyban detektalhato volt €s a hatas koncentraciofiiggden erdsodott.
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10. Abra A Boyden kamran keresztiili invazio mértéke D-SET kezelést kévetéen, 24 ora
inkubacio utan, Hela sejtekkel vizsgalva. Az eredmények atlagértékek + SEM A
szignifikancia értékek a kontrollhoz viszonyitva: ** p<0,01, *** p<0,001, a nem
szignifikans értékek kiilon nem jeloltek.

5 DISZKUSSZIO

Szterioid szerkezetet tartalmazo vegyiiletek daganatellenes alkalmazasa eleinte
kiilonboz6 gyogyndvényeken keresztiil tortént. Késobb kidertilt, hogy ezek a természetes
novényi szteroidok mellett van néhany human endogén szteroid metabolit is, mint példaul
a 2-ME vagy a konjugalt 6sztrogén metabolitok, amelyek szintén jelentds daganatellenes
hatassal rendelkeznek. Ezek az aktiv természetes vegyiiletek és metabolitok kivald
kiinduléasi anyagok a szintetikus kémia szamara 1), még hatékonyabb gyogyszerjeloltek
tervezéséhez ¢€s fejlesztéséhez. Intézetiinkben a D-gyliriben modositott vegyiiletekkel
foglalkozunk. A D-HE-r6l bebizonyosodott, hogy nem rendelkezik Gsztrogén aktivitassal
egy in vivo uterotroph vizsgalat soran. Emellett Jovanovic-Santa és munkatdrsai
bebizonyitottak, hogy a D-szekoOsztron szarmazékok a D-gylrli felnyitdsanak
koszonhetden teljesen elvesztik dsztrogén aktivitasukat.

Antiproliferativ vizsgalataink soran kideriilt, hogy a 46 0j 0Osztrogén anal6g
vegylilet koziil 3 D-homodsztrogén, 13 D-szekodsztrogén és 1 dimer vegyiilet képes
hatékonyan gatolni a kiilonb6zé nbégyodgyaszati daganatos sejtek osztodasat in vitro.
Ezekbdl tovabbi vizsgalatokra kivalasztottuk a 4 legpotensebb vegyiiletet, melyek kozott
a legszembetlindbb kiilonbég az eltérd hatékonysag volt a kiillonbdzd patoldgiai hétterti
cervix sejteken. A D-HE szelektivnek bizonyult a HPV 18+ sejteken, a D-SET gatolta
mind a HPV 18+, mind pedig a HPV— negativ sejteket, mig a D-SE és a DIM mutatta a
legszélesebb hatdsspektrumot, mindharom vizsgalt sejtvonalat hatékonyan gatoltak
(HPV 18+, HPV— negativ és HPV 16+). Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a D-gytir(i

felnyitasa szélesebb antiproliferativ spektrumot eredményez. A vizsgalt vegyiiletek
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rutinszeriien alkalmazott ciszplatin szelektivitasaval.

Az antiproliferativ hatdsmechanizmus vizsgéalata sordn az apoptozist indukalo
hatdst harom, egymastol fiiggetlen modszerrel bizonyitottuk. A kezelés hatasara
bekovetkez6d morfologiai valtozasok alatamasztjak a tesztvegyiiletek koncentracio-fiiggd
proapoptotikus hatésat a vizsgalt sejtvonalakon. A sejtciklus analizis soran kidertilt, hogy
mindegyik tesztvegyiiletiink, az érintett sejtvonalakon képes megemelni a szubGl
populacio szazalékos aranyat, amely emelkedés a progressziv DNS karosodasra utal, ami
az apoptozis egyik jele. Mindezek mellett a D-HE és a D-SET szignifikansan emeli a
kaszpaz-3, az apoptdzis egyik {6 végrehajtdo enzimének aktivitasat. ezek az adatok alapjan
elmondhat6, hogy a vizsgalt vegyiiletek mindegyike jelentds proapoptotikus hatéssal
rendelkezik, melynek eredményeként beindulnak az apoptotikus folyamatok, mint a
kiilonboz6 morfoldgiai valtozasok, a DNS fragmentacio és a kaszpaz enzim aktivalodasa.

Habéar a hagyoméanyos aramldsi citometrids vizsgalatok sordn kideriilt, hogy a
sz€leskortien vizsgalt 2-ME-hez hasonléan a D-HE, D-SET és a DIM is képes
befolyasolni a normal sejtciklust, és G2/M fazis blokadot eldidézni, a részletesebb
vizsgalatok soran kideriilt, hogy ezt mégsem egyforman érik el. A D-HE a G2 fazisban
fejti ki a hatasat a CDKl/ciklin B komplex funkcidjanak zavarat okozva a G2/M
ellenérzépontban. Ezzel szemben a D-SET és DIM vegyiiletek az M fazisban idézik el6 a
sejtciklus megrekedését, a tubulin polimerizacidra kifejtett hatasuk kovetkeztében. A
nyitott gytriivel rendelkezd szekoOsztrogén szarmazékok ugyanis eltoljak a
mikrotubulusok ¢és a tubulin dimerek kozott fennallo dinamikus egyenstlyt a
mikrotubulus képzddés javéara, amelynek kovetkeztében rendellenes orsoképzdodés és
mitozis zajlik, melynek kovetkeztében a szekoOsztrogénekkel kezelt sejtek nem tudjak
folytatni az osztodast és felhalmozodnak az M-fazisban, amelynek hatasara apoptotikus
folyamatok indulnak be. Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a D-gyiiri
kiilonboz6 valtoztatasa eltérd hatassal van a sejtciklus mechanizmusara.

Az antiproliferativ és proapoptotikus hatds mellett a metasztazisok kialakulasanak
gatlasa egy ujabb fontos részlete lehet egy-egy Uj daganatellenes hatdanyag
hatdsmechanizmusénak. A metasztazis megjelenése szoros kapcsolatban van a rossz
prognozissal, hiszen a rakos sejtek szorddasa a primer tumorbdl a kiilonb6zd szervekbe
tobbszervi elégtelenséget okoz és az esetek dontd tobbségében ez vezet a paciens

halalahoz.

14



Az endogén 17B-6sztradiolrdl jol ismert, hogy serkenti a sejtek invazios
képességét a kiillonbozd cervikalis, endometrialis és petefészek daganatos sejtvonalak
esetében. Korabbi vizsgdlatok kimutattdk, hogy szdmos daganatos sejtvonalon az
A-gyliriben modositott Osztrogének metasztdzist gatldé hatdssal rendelkeznek.
Vizsgalataink soran az antiproliferativ koncentracio alatti tartomdnyban vizsgaltuk a
vegyliletek migraciora kifejtett képességét és azt tapasztaltuk, hogy a D-HE nem volt

s

hasonléan mar szubantiproliferativ koncentracidban jelentésen gatolta a sejtek
eleme, hiszen ebben a tartomanyban a vegyiileteknek még nincs semmiféle toxikus hatasa
az intakt sejtekre (amelyeknek nincs valtozas a motilitdsdban), ezaltal csokken a
mellékhatasok kialakulasanak valosziniisége. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a
D-gyliri felnyitdsa olyan potens anti-metasztatikus vegyiiletekhez vezet, amelyek
szignifikansan gatoljak a sejtek motilitasat.

Osszefoglalasképp tehat elmondhatd, hogy habar az utdbbi években jelentdsen
nétt az érdeklddés az antiproliferativ Osztrogének irant, a kutatdsunkat megelézden senki
sem vizsgalt D-gyliriiben modositott szarmazékokat. Eredményeink szerint a D-homo- és
D-szekodszrtogének kiilonbozd szelektivitassal és hatdsmechanizmussal rendelkeznek az
egyes sejtvonalak tekintetében. A 6-tagura bévitett gytriiszerkezettel rendelkezé D-HE a
CDK/cikin B komplex funkciojanak zavarat okozza, amelynek kovetkeztében a sejt
megreked a sejtciklus folyamatdban és nem képes belépni a mitdzisba, ami az apoptotikus
folyamatok beindulasat eredményezi. Ezzel szemben a D-gyliri nyitdsa utan kapott
vegylletek a tubulin polimerek stabilizalasdval okozzak a sejtek M fazisban bekovetkezo
akkumulaciojat, amely folyamat végiill ugyancsak a programozott sejthalal
aktivalodasadhoz vezet. A D-SET ezen kiviil migraciot és invazidt gatld hatasaval jelentds
antimetasztatikus tulajdonsagokat mutat, amely képes kivédeni a daganatos sejtek
testszerte torténd szorodasat.

Osszevetve az eredményeket arra kdvetkeztethetiink, hogy az éltalunk vizsgalt
D-gyliriben modositott Osztrogén szarmazékok igéretes, 1) hatdsmechanizmussal
rendelkezd gyogyszerjeloltnek tekinthetdek az antiproliferativ szteroid vegyliletek kozott,
valamint alkalmas alapvegyiiletek lehetnek, jabb, még hatékonyabb daganatellenes

szteroidok tervezése soran.
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