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SZTEROID VEGYULETEK HATASA TUMOR
SEJTVONALAKON IN VITRO

The Effect of Steroid Compounds on Various Tumor Cell Lines In Vitro

Uticaj steroidnih jedinjenja na celijske linije tumora in vitro

A kemoterapia sikertelenségének oka a tumorsejtekben 1évé multidrog-rezisztencia
(MDR) mechanizmusokban rejlik. Ezek kozill az egyik legismertebb a membréanban
lokalizalodo kiilonbozo efflux pumpak fokozott expresszidja. Korunk egyik égetd
problémadja olyan uj, hatékony vegyiiletek kifejlesztése, melyekkel képesek lesziink
leklizdeni a tumorsejtek rezisztenciamechanizmusait. Az altalunk szintetizalt szteroid
szarmazékokat egér T-lymphoma, valamint human prosztatarak sejtvonalakon vizsgaltuk
meg in vitro. A vizsgalt egér T-lymphoma sejtekben 1évé multidrog-rezisztencia a hu-
man ABCBI-génhez kothetd. Ez azt jelenti, hogy a sejtmembranban 1év6 P-glikoprotein,
mas néven ABCBL transzporter efflux pumpa nagy mennyiségben kifejezédik a sej-
tekben, igy a tumorsejtekbe jutd toxikus vegyiileteket és kemoterapias szereket képes
eliminélni. A PC3 prosztatarak sejtvonalban megjelend rezisztenciamechanizmusok a ko-
vetkez6k lehetnek: a gyogyszert kot6 sejtfelszini receptorok hidnya, a gyogyszer megval-
tozott metabolizmusa vagy a sejten beliili kotédési hely mutacidja. A sztereoizomerek
antiproliferativ hatasat MTT-modszerrel vizsgaltuk. Az ABCBL transzporterre hat6
gatlast az ABCBL szubsztrat rhodaminel23 sejten bellli akkumulaciéjaval hataroztuk
meg, aramlasi citometria segitségével. A doxorubicin és a szteroid vegyuletek kozotti
kélcsdnhatast is vizsgaltuk, ezen eredményeket CompuSyn software-rel interpretaltuk. A
szteroidszarmazékok ABCB1 pumpadra kifejtett gatl6 hatasat a kiilonboz6 szubsztituens
csoportok befolyasoltak. Annak ellenére, hogy a vizsgalt szteroidszarmazékoknak nincs
markans citotoxikus és antiproliferativ hatasuk a vizsgalt sejtvonalakon, doxorubicinnel
kombinalva legtébbjiik potencialja annak hatasat.
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A prosztatarak elssorban az iddsebb férfiak betegsége. Az életkor eloreha-
ladasaval kialakulasanak valdszintisége egyre né. Az Eurdpai Unidban évente
417 000 megbetegedést diagnosztizalnak. Magyarorszagon minden évben kb.
1250 férfi halalat okozza. A prosztatarak ¢s az egészséges prosztata miikodé-
sében is fontos szerepet jatszanak a mellékhere Leydig-féle intersticialis sejtjei
altal termelt tesztoszteron és Sa-dihydrotesztoszteron hormonok. A klinikumban
ezt az androgén dependenciat probaljuk kihasznélni a tumorsejtek kezelése so-
ran. A betegség megel6zéséhez, illetve a mar kialakult tumor progresszidjanak
monitorozasadhoz a mindennapi gyakorlatban jol hasznalhatd a PSA (prosztata
specifikus antigén) nevii glycoprotein enzim szintjének vérmintabol torténd mé-
rése. A szakirodalomban egyéb elnevezéseivel is talalkozhatunk mint példaul
Gamma-seminoprotein vagy kallikrein-3. Normal értéke 4 ng/ml-nél kisebb, de
egyes szerzok ezt a hatart 2,5 ng/ml alatt tartjak elfogadhatonak.

A kemoterapia sikertelenségének oka a tumorsejtekben 1évé multidrog-
rezisztencia (MDR) mechanizmusokban rejlik (1. abra). Ezek kozil az egyik
legismertebb a membranban lokalizalodé kiilonbozd efflux pumpak fokozott
expresszidja. Ilyen efflux pumpak az ABC-transzporterek, melyek az egyik
legnagyobb és leg6sibb fehérje szupercsaldd. Emberben eddig kb. otven
ABC-transzportert azonositottak, melyeket hét alcsaladba soroltak ATP-kotd
doménjiik (NBF — nucleotide binding fold) aminosavsorrendje és elrendezddé-

1. abra. MDR efflux rendszerek
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se alapjan. A transzportalt anyagok lehetnek gyogyszerek, metabolitok, lipidek,
szteroidok. Korunk egyik égetd problémaja olyan uj, hatékony vegyiiletek ki-
fejlesztése, melyekkel képesek lesziink lekiizdeni a tumorsejtek rezisztenciame-
chanizmusait.

A kiilonboz6 szteroid vegyiiletek prosztatarak sejtvonalon torténd vizsga-
latanak alapjat annak androgéndependenciaja adja. A szteroidok a lipidek csa-
ladjaba tartozé szerves molekulak. Alapvazuk az ugynevezett gonanvaz vagy
perhidro-ciklopentano-fenantrénvaz. Négy gytrtibol all, melyek koziil az A, B,
C gylri ciklohexan, a D pedig cliklopentan gyiirii. Az allatokban, névények-
ben és gombakban tébb szaz szteranvazas vegyiilet talalhat. Allatok és gom-
bak esetén lanoszterinbol, névények esetén pedig cikloarteninbdl keletkeznek
szkvalén nevil triterpén tipusit molekulabdl ciklizacios folyamat révén.

Az altalunk szintetizalt 23 szteroid szarmazékot egér T-lymphoma, valamint
human prosztatarak sejtvonalakon vizsgaltuk meg in vitro. A vegyiletek kozti
kulénbséget a szubsztitualt csoportok adtak, alapvazuk egységesen a szteroid
gonanvaz volt. A vizsgalt egér T-lymphoma sejtekben 1évé multidrog-reziszten-
ciaa humén ABCBI-génhez kéthetd. Ez azt jelenti, hogy a sejtmembranban 1évo
P-glikoprotein, mas néven ABCBI transzporter efflux pumpa nagy mennyiség-
ben kifejezddik a sejtekben, igy a tumorsejtekbe jutd toxikus vegyiileteket és
kemoterapias szereket képes eliminalni. A PC3 prosztatarak sejtvonalban meg-
jelend rezisztenciamechanizmusok a kovetkezOk lehetnek: a gyogyszert kotd
sejtfelszini receptorok hianya, a gyogyszer megvaltozott metabolizmusa vagy a
sejten beliili kotédési hely mutacioja.

A sztereoizomerek antiproliferativ és citotoxikus hatasat MTT-modszerrel
vizsgaltuk (2. dbra). A sejtekre gyakorolt hatast 96 lyukas mikrolemezen vizs-
galtuk. A sejtekhez a vizsgalt vegyileteket emelkedd koncentracioban ad-
tuk hozza. A gatlo hatast az IC_; értékek meghatarozasaval végeztiik. MTT
(3-[4.5-dimethylthiazol-2-yl]-2.5 diphenyl tetrazolium bromide) -modszer-

2. abra. A legeffektivebb szteroid vegyiiletek antiproliferativ (4) és citotoxikus (B)
hatasa PAR/MDR egér T-lymphoma és PC3 prosztatardk sejtvonalon
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rel tortént a kolorimetrias detektalas Multiscan EX ELISA késziilékkel. Az
IC,, értékek szamitasat GraphPad Prism software-ral végeztik. Az ABCBI
transzporterre hat6 gatlast az ABCB1 szubsztrat rhodaminel23 sejten belili
zat). A vizsgalat soran a fluoreszcencia aktivitasi hanyadost (FAR-érték) sza-
moltuk Ki. Ez mutatja a sejtekben felhalmozédott rhodaminel23 mennyiségét.

1. tablazat. ABCBI transzporterre hato gatlas human ABCBI (MDRI) génnel
transzfektalt egér T-lymphoma sejtvonalon. FAR=Fluoreszcencia aktivitasi hanyados

A verapamilt pozitiv kontrollként alkalmaztuk, mely fokozta a sejtek szenzi-
tivitdsat a rhodamine123 akkumulécidjanak tekintetében. A méréseket Partec
CyFlow késziilékkel végeztik. A 23 szteroid vegyilet és a mindennapi gya-
korlatban alkalmazott kemoterapias szer, a doxorubicin kdzotti kdlcsonhatast is
vizsgaltuk PC3 sejtvonalon. A sejtekre gyakorolt hatast ebben az esethen is 96
lyukas mikrolemezen vizsgaltuk. Ezen eredményeket CompuSyn software-ral
interpretaltuk (2. tablazat). A szteroid szdrmazékok ABCB1 pumpéra kifejtett
gatld hatasat a kiilonbozo szubsztituens csoportok befolyasoltak. Annak elle-
nére, hogy a vizsgalt szteroidszarmazékoknak nem volt markans citotoxikus és
antiproliferativ hatdsuk a vizsgalt sejtvonalakon, doxorubicinnel kombindlva
legtdbbjiik potencialja annak hatasat. Ennek hatterében a szubsztitualt csopor-
tok jellege allhat, de ez még tovabbi vizsgalatok targyat képezi.
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2. tablazat. Doxorubicin és a 23 szteroid vegyiilet kozotti kolcsonhatas PC3
sejtvonalon. CI=Kombindcios index
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The Effect of Steroid Compounds on Various Tumor Cell Lines In Vitro

The lack of effectiveness of chemotherapy lies in the multidrug resistance
mechanisms (MDR) found in tumor cells. The most known among these mecha-
nisms is the increased expression of membrane-localized efflux pumps. A burn-
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ing issue of our times is to develop new efficient compounds to overcome the
resistance mechanisms of tumor cells. Our new steroid derivatives were exam-
ined in vitro on mouse T-lymphoma as well as on cell lines of human prostate
cancer cell lines. MDR found in mouse T-lymphoma cells can be linked with the
ABCBI gene. This means that the P-glycoprotein found in the cell membrane,
also called as ABCBI transporter efflux pump, is overexpressed in cells, elimi-
nating thus the effect of toxic compounds and chemotherapeutic agents in tumor
cells. The resistance mechanisms occurring in the PC3 prostate cancer cell line
can be as follows: the lack of receptors in surface cells binding the drug; al-
tered drug metabolism; or the mutation of the binding place within the cell. The
antiproliferative effect of stereoisomers was examined by MTT method. The
inhibiting effect on ABCBL transporter was determined by the accumulation of
ABCBI substrate in rhodamine 123 cells with flux citometry. We also examined
the interaction between the doxorubicin and the steroid compounds, interpreting
the results using CompuSyn software. The inhibition of steroid compounds on
ABCBI pump was influenced by various substituents. Despite the fact that the
examined steroid derivatives have no pronounced cytotoxic and antiprolifera-
tive influence on the examined cell lines, combined with doxorubicine, most of
them enhance the influence.

Key words: multidrug resistance, ABCB1 transporter, mouse T-lymphoma,
PC3 prostate cancer cell line, steroid derivatives

Uticaj steroidnih jedinjenja na Celijske linije tumora in vitro

Razlog neuspesnosti kemoterapije krije se u mehanizmima multidrog-re-
zistencije (MDR). Jedan od najpoznatijih je povecana ekspresija raznih
efluks-pumpi lokalizovanih uz ¢elijsku membranu. Jedan od gorucih problema
danasnjice je razvijanje novih, efikasnih hemijskih jedinjenja kojima ¢emo mo¢i
savladati mehanizme rezistencije ¢elija tumora. Derivati steroida koje smo sin-
tetizovali, ispitivali smo in vitro na ¢elijskim linijama T-limfoma mi$a kao i na
¢elijskim linijama ljudskog raka prostate. Multidrog-reztistencija u posmatra-
nim ¢elijama misjeg T-limfoma moze se vezati za humani ABCBI-gen. To znaci
da je P-glikoprotein u ¢elijskoj membrani, drugim re¢ima ABCBI transporter
efluks-pumpa u velikoj meri se javlja u celijama, te je sposobna da eliminise
toksi¢na jedinjenja i kemoterapijska sredstva koja su prodrla u ¢elije tumora.
Mehanizmi rezistencije koji se javljuju u PC3 ¢elijskim linijama ljudskog raka
prostate mogu imati slede¢e uzroke: nedostatak povrsinskih ¢elijskih receptora
koji vezuju lekove, promenjen metabolizam lekova, ili pak, mutaciju mesta ve-
zivanja unutar Celije. Antiproliferativno dejstvo stereoizomera analizirali smo
MTT-metodama. Inhibiciju, koja uti¢e na ABCBI transporter, odredili smo
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pomocu unutarcelijske akumulacije ABCBI supstrata rodaminal23, primenom
proto¢ne citometrije. Posmatrali smo i interakciju izmedu doksorubicina i stero-
idnih jedinjenja, a dobijene rezultate interpretirali smo pomocu softvera Com-
puSyn. Supstituenti derivata steroida su uticali na inhibiciju ABCB1 pumpe.
Uprkos tome Sto ispitivani derivati steroida ne ispoljavaju markantno citotok-
si¢no i antiproliferativno dejstvo na posmatrane celijske linije, u kombinaciji sa
doksorubicinom veéina njih potencira njegov uticaj.

Kljucne reci: multidrog-rezistencija, ABCBI transporter, T-limfoma misa,
PC3 ¢elijska linija raka prostate, derivati steroida
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