Biralat Dr. Zupk¢ Istvan ,, Természetes vegyiiletek és szintetikus szteroid analogok
antiproliferativ hatdsanak vizsgalata” cimii MTA doktori palyazatarol.

Ko6szondm, hogy felkértek Dr. Zupké Istvan MTA Doktori értekezésének biralatara.

A dolgozat 6sszesen 127 oldal, 6sszességében aranyos felépitésti. A Roviditések jegyzékét a 9
oldalas Bevezetés, majd a ,,Célkitlizések™ fejezet koveti. A ,,Mddszerek” fejezet 10 oldal, ezt az
Eredmények ismertetése koveti 51 oldalon keresztiil, majd az eredmények megbeszélése 20
oldalban. Az értekezés legfobb megallapitasait foglalja Ossze a 7. fejezet, majd bdséges
Irodalomjegyzék kovetkezik, s végiil a Publikacids adatok.

A palyazo 147 in extenso munkajat kozl6 folyoiratok Osszesitett impakt faktora a beadaskor
305,8 volt, a mivek idézettsége az MTM szerint 2059 (ebbdl fiiggetlen 1535). Ezek koziil a
dolgozat 15 terminalis szerzds kozleményre épiil, az ezeket k6z16 folyoiratok Gsszesitett impakt
faktora 37, 7 (atlagosan 2,51, tartomany 0,45-4,01).

A bevezetés attekintést ad a daganatos megbetegedések epidemiologidjardl és a valasztott
gyogyszerjelolt-tipusok (szteranvazas és novényi eredetli vegyiiletek) eddigi alkalmazasarol.
Hasznos lett volna néhany szemléltetd abra, valamint a 3. és 4. alfejezet végén roviden utalni
arra, hogy a felvazolt hattértdl milyen iranyba indul tovabb a kutatas (annak ellenére is, hogy ez
par mondatnyi redundanciat okozott volna a célkitlizések ismertetésekor).

A bevezetésben felvetett némely gondolattal nem kénnyii azonosulni. Igy elséként zavard az
alapmotivacio, amely a globalis antiproliferativ terapiak fejlesztésében, ehhez 1jabb
vezérmolekuldk megtaldlasaban jeloli meg a hatékony daganatterapia jovojét. A célzott,
molekularis terapidk immar évtizednél hosszabb sikertorténete a specifikus hatast kezelésekre
kell terelje a figyelmet, ennck megfeleléen az antiproliferativ szerek esetén is azt célszerii
vizsgalni, hogy mely célponton hatnak, hogyan lehet a hatasukat specifikusabba tenni. Mindezek
mellet természetesen a gyors sejtosztodas altalanos gatldszerei varhatoan még sokaig részét
képezik a terapias protokolloknak, igy ezek spektruménak szélesitése is fontos kutatasi teriilet.

A ndvényi eredetli biofarmakonok eddig felderitetlen spektrumanak szélességére tett becslés a
vonatkozd vélemények koziil az optimista oldalt képviseli, ugyanis nem veszi figyelembe annak a
statisztikus esélyét, hogy a még nem vizsgalt novényekben taldlt farmakonok egy része mar
felderitésre keriilt mas, korabban vizsgalt novények esetében, jollehet sajat tapasztalatai is ezt
mutatjak.



Altaldnos és munkamodszert érinté megjegyzések:

A vegyliletek hatdsdnak leirdsa, még akkor is, ha ez szerkezet-hatds Osszefiiggés-vizsgalat
keretében torténik, és feltarja, hogy a proliferacio-gatlasban apoptotikus, nekrotikus, és/vagy
sejtciklus-szabalyozassal kapcsolatos folyamatok vesznek részt, deskriptivnek mindsithetd. A
vizsgalt vegyiiletek tamadaspontjarol, hatdasmechanizmusar6l nem sokat tudunk meg. A
mechanisztikus vizsgalatok a sejtciklus valtozasait, az apoptozis-nekrdzis ardnyat, kaszpaz
aktivitas ¢és, néhany sejtciklus-fehérje mRNS, ritkdn (foszfo)protein szintli mérését célozzak, a
legtobb esetben a HeLa sejtvonalra szoritkozva.

Tobbnyire néhany adenocarcinoma sejtvonalra gyakorolt antiproliferativ hatdssal keriil
szembeallitasra az MRC-5 fibroblasztokra gyakorolt csekély hatas, és ennek mentén mindsitenek
vegyiileteket ,,tumorszelektivnek”. Ez a kovetkeztetés nem feltétleniil helytalld, hiszen a foetalis
eredetli fibroblasztokon végzett kisérletek nem helyettesitik a primer epithelialis sejtekkel
nyerhet6 tapasztalatokat. Eppen ezért a hTERT-HMEI1 sejtek alkalmazasa, ha csak egy esetben is
tortént, tidvozlendd. Ugyanezt tagabb kontextusban értékelve ugy vélem, a tumorszelektivitas in
Vivo tesztelése nélkiil az 0j vezérmolekulak orvosbiolodgiai jelentdsége nehezen itélheté meg.

A kisérletes megkozelités mindezen vondsai a kozleményeket befogadd folyodiratok
spektrumaban is tiikkr6z6dnek.

A kivitelezésre, prezentaciora, interpretaciora vonatkozd megjegyzések:

A roviditésjegyzékben:

a,,FBS fotalis borjuszerummal” helyesen ,,FBS f6talis borjuszérum” lenne.
a,,SEM standard hiba” pontatlan megfogalmazas, ez a mintak6zép kozepes hibaja
a,,VEGF vaszkularis endoteliatis...” ,,...endotelialis...” lenne

Tobbszor hasznalja az ,,intakt” jelz6t a nem-dagantos szinonimdjaként, ez azonban helytelen,
hiszen a daganatos sejt is lehet ép, sértetlen.

A 10. oldalon hasznalt ,,intrakrin” kifejezés helyett az ,,intracellularis” az elterjedt elnevezés.
A 11. oldalon, majd késébb is hasznalja az ,,€16 kérokozo” kifejezést, amely meglehetosen
altalanos. Feltételezem, hogy az ,,é16” jelz6 hasznalatanak célja a prionok és virusok kizarasa a

palettabol, ennek ellenére érdemes lett volna pontositani a megfogalmazast.

A 11. oldaltdl tobbszor is egyszerlien ,rezisztens”-ként jeloli a multidrog rezisztens sejteket,
amely helyenként félreérthetd.



A 12. oldalon alkaloidok ,,ndvényi sejtekre gyakorolt szuppresszor” hatasarol ir, de vajon milyen
folyamatot szuprimalnak? Ugyanitt az “alkaloid a GTP-azra hatva karositja tumorsejt
citoszkeletonjat”, de melyik GTP-azra?

A 15. oldalon ,,alkaloidai” helyett az ,,alkaloidjai”, vagy ,,alakoidai” lenne helyes. Ugyanitt a
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,célunk volt a transzporter altali rezisztencidra gyakorolt” pontatlan,
lenne helyes.

‘...ABC transzporter...”

A 4.1 fejezetben az 1% antibiotikum-antimikotikum keverék és 1% L-glutamin helytelen,
legfeljebb a megjelolt anyagok torzsoldatat adhattak 1:100 higitasban a médiumhoz. A
végkoncentraciot igy a dolgozatbol nem lehet megtudni.

A 4.2.1. fejezet tobb pontatlansagot, ill. potencialis hibaforrast tartalmaz.

Az MTT teszt, kiilonosképpen az itt alkalmazott végpontos valtozatdban, nem haszndlhaté a
sejtproliferacio egyértelmii mérésére Onalldan, a sejtszam valtozasanak kovetése nélkiil, hiszen
minddssze a vizsgalt térfogatban adott idében jelenlévd Gssz mitokondrialis aktivitast méri. Ez
lehet magas gyakori sejtosztodas nélkiil is, ill. alacsony értékek el6fordulhatnak akkor is, ha
kordbban mar nagyszamu sejt volt a vizsgalt térfogatban, melyek azonban a tapanyag
elfogyasztasa utdn pusztulasnak indultak. Ezt a potencidlis értelmezési nehézséget a szerzo a
késobbiekben dicséretes modon felveti, és néhany esetben abszollt sejtszdm meghatarozast is
végez az MTT teszt validalasara.

Helytelen a ,,sejtek reduktazai precipitaltak a MTT-b6l képz6d6 formazant” kifejezés, mivel a
reduktazok csak létrehozzdk a formazant, az a reduktdzok nélkiil, dnmagaban is csapadékot
képez.

Kérdéses tovabba, hogy miért éppen 4 6ras, MTT jelenlétében torténd inkubéciot valasztottak a
méréshez, anélkiil, hogy az egyes sejtvonalakra kiilon-kiilon optimalizaltdk volna az inkubacids
id6t, és validaltak volna, hogy a sejtre jellemz6 mitokondrialis aktivitas nem fogyasztja-e el az
MTT szubsztratot az inkubacios id6 alatt, ezzel meghiusitva a teszt linearitasat, vagy nem termel-
e a linarisan mérhet6 OD-t meghalad6 abszorbciot okozo formazan mennyiséget.

Mivel a sejtek passzalasa heti két alkalommal tortént, ez elég nagy higitdsokat feltételez; ilyen
korilmények kozott 30 passzazsig vinni a sejtvonalakat szamos buktatot rejt magaban, hiszen
valdjaban nem annyira passzalasok szama, mint inkabb az osztodasok szama a fontosabb tényezo
a genetikai és epigenetikai drift folyamatdban.



A 4.2.2 fejezetben a frakciondlis inhibicids indexhez talan illett volna egy alapvetd citatumot
beilleszteni, pl. Yu és mtsai., J Infect Dis. 1980;142:602-7.

A 4.3 fejezetben a ,,5000 sejt Kkitelepitése” meglehetdsen furcsa kifejezés. Ugyanitt a
»fluoreszcens mikroszkopia” helyett a ,fluoreszcencias” hasznalatat javasolnam (hiszen a
mikroszképia nem fluoreszkal). A latoterenkénti 150 sejt szamolésa, noha a magas elemszdm
miatt jonak tlinik, csak olyan kis nagyitas mellett valdsithaté meg, amely a masik célkitiizést, a
nukleéris morfologia korrekt megitélését nem teszi lehet6vé.

A 4.4. fejezetben ,,Verity Softwer House” helyett ,,Verity Software House” lenne helyes.

A 4.7. fejezetben leirt PCR vizsgalatok tervezésében a GAPDH Onmagéban nem elegséges
kontroll, részben mert legalabb két, fliggetlen haztartasi gént kell valasztani és azokat egymasra is
normalva validalni, részben mert a potencialisan citotoxikus dgensek esetén nem szerencsés a
setjmetabolizmusban résztvevd transzkript hasznalata. Az itt kapott adatokbol szarmaztatott 10-
30%-nyi mMRNS szint csokkenés, mely a legtobb mérésben bemutatasra keriilt (pl. 16., 23. abrak),
jollehet kell6 esetszam mellett matematikailag szignifikans kiilonbséget jelent, szabalyozasi
szinten onmagaban csekély bioldgiai jelentdségii, mely jelentdséget tovabb csokkenti, hogy a
kiolvasas szemikvantitativ mddon tortént.

A 4.14 fejezetben leirt modszer nem dnmagaban a ribonukleotid reduktdz aktivitasat méri, hanem
az RNR aktivitasdnak, a DNS polimeraz processzivitasanak €s az S fazisban 1évd sejtek
aranyanak a kozos eredményét (illetve ezek egymastol vald részleges fliggetlensége esetén a
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A statisztikai értékelés leirdsa meglehetdsen sziikszavu, €s ebben a formaban bizonyosan
helytelen, hiszen az dbrakon a kontrollhoz viszonyitott szignifikans eltérések kertiltek jeldlésre, s
ennek alapjat bizonyara valamilyen, a dolgozatban meg nem nevezett post hoc teszt képezte.

A bemutatott Hoechst-PI festés eredmények, bar vizualisan is értékelhet6ek, minden esetben
igényelnék a kvantitalast (szerencsére volt, ahol ez megtortént). A normal fibroblaszt kontroll
bemutatasa hianyzik a 3.,12., 41., 45., és 48. abran.

A 2. abra 1. paneljén ,,4i” felirat szerepel ,,1i” helyett.

Az ,Indikator a kontroll képen” helyett a ,,méretvonal” szabatosabb kifejezés lenne.

A 2f, 2g vegyiiletek hatdsmechanizmusanak feltdrasira CDKI1, ciklin B és CDC25 mRNS
expresszios Szinteket vizsgaltak (6. abra), ami a ciklin B esetén relevans, de a CDKI ¢és a



CDC25B esetében egy kolcsonods, ciklikus pozitiv foszforilacios/defoszforilacios szabalyozas
tételezhetd fel, igy ezt mindenképpen érdemes lett volna exploralni.

A 16. dbran bemutatott kb. 20%-o0s p16 ciklininhibitor mRNS szint ndvekedés kismértékiinek
tlinik ahhoz, hogy 6nmagaban megmagyarazza a BrdU inkorporéci6 és 24 6ras mérésben az S
fazisu sejtek aranyanak bemutatott mértékii csokkenését. Természetesen ez a diszkusszidban is
proponalt mechanizmus egy lehetdség, de kisérletes aldtdmasztasahoz sziikség lenne annak
bemutatasara, hogy a pl16 géncsendesitését kovetden elmarad, vagy jelentdsen csokken a 6a és 6b
vegyiiletek antiproliferativ hatasa.

A 41. oldalon szerepel a ,,fazisatmenetet facilitald retinoblasztoma protein” kifejezés, amely nem
tul szakszert, és a fehérje alapvetden tumorszuppresszor jellegli funkcidja miatt is félreértheto.
Kérdéses, hogy a Rb mRNS csokkenése hogyan fiigg 0ssze az S fazisba 1épés gatlasaval és a
BrdU inkorporacié csokkenésével, hiszen ennek tankonyvi adatok alapjan éppen az ellenkez6jét
varnank. Ennek feloldasara a palyazo a kovetkezot irja: ,,Azt talaltuk, hogy a mindkét kivalasztott
vegyiilet joval nagyobb mértékben csokkentette a foszforilalt, mint a nem foszforilalt forma
kifejez6dését. Ebbol azt allapithatjuk meg, hogy a kezelés jelentés mértékben gatolta az Rb
funkciojat, ami Osszefiigg a sejtciklus GI>S fazisatmenetének blokadjaval (Sunley és Butler,
2010).” Ezzel az allitassal ilyen formaban nehéz egyetérteni, hiszen éppen a foszforilalatlan
forma funkcidja az, hogy akadalyozza a sejtciklus progressziojat, €s a kezelés ezt a funkciot
fokozta, G1/S blokkot hozott 1étre. Emellett a bemutatott blotton (17. abra) nem a foszforilalatlan,
hanem a teljes Rb lathatd, és mivel a kisérletbél nem deriil ki, hogy a pRb hanyad része a teljes
Rb allomanynak, nem allapithatd meg a proliferaciot gatlé szabad Rb mennyiségének valtozasa.
A blottok kvantitdlasbol (amit kivancsisagbol elvégeztem, de a dolgozatban is célszerii lett volna
elvégezni) annyi kideriil, hogy a prezentalt kisérletben a 10 uM-os dézis a teljes Rb allomanyt
kb.a felére, mig a pRb mennyiségét 6todére csokkentette. Mivel azonban a teljes és a foszforilalt
Rb mennyisége nem korrelaltathato, és igy a szabad Rb mennyisége (és annak kezelés hatisara
bekovetkezett valtozasa) sem becsiilhetd, igy az adatokbdl a szerzd altal levont kovetkeztetés sem
vonhato le, legfeljebb a kimeneti hatds alapjan feltételezhetd. Emellett az is felvetddik, hogy a
kontrollban lathat6 kiemelkedd Rb foszforilacio lehet véletlen hiba is — jo példa arra, hogy miért
lett volna érdemes tobb fiiggetlen WB mérést végezni, kvantitalni, és normalizalast kovetden
atlagolni is.

A 18. abrdhoz tartozo tablazatban az R1 megjelolés helytelen, az abran és a molekuldaban csak
egy R csoport van.

A 21. ¢és 22. abrdk megbeszélésének gondolatmenetét ellentmondasosnak érzem: mind a
paclitaxel, mind a 2ME M-fazisbeli akkumulaciot okoz, de koziiliik a taxol serkenti, a 2ME pedig
gatolja a tubulin polimerizaciot. Ennek alapjan a D-homoosztron H3 hiszton-foszforilaciot gatld



hatasa nem kovetkezhet annak MT polimerizaciora gyakorolt hatasabol. A MT-ra gyakorolt hatas
egyébként a gorbék és Vmax értékek alapjan tendencidzusan gatld - az, hogy a hatast
jelentéktelennek itélték, azért torténhetett, mert a szignifikancia szamitasa két parhuzamos
mérésbol értelmetlen (22. abra, n=21), a proba ereje nem megfelelé. Az adatok alapjan a kezelés
tobb hatast is kivalt: részben a statmin foszforilacid csokkenésén keresztiil, részben kozvetleniil
gatolja a tubulin polimerizaciot és igy potencidlisan a G2-M atmenetet, ami mar egyébként is
gatolt a pH3S10 csokkenésbdl itélve. Figyelembe véve az apoptotikus végkimenetet, ebben a
kisérletben is fontos lett volna a p21-p53 tengelyt megvizsgalni. A DNS karosodas ugyanis a p53
utvonalon szabdlyozza a statmint, igy kozos forrasa lehet a G2 blokknak és az apoptdzisnak.
(apr6 inkonzisztencia: A 24. abran ,,statmin” és ,,stathmin” egyarant szerepel.)

A lelet preklinikai értékét csokkenti, hogy a hatas szelektiven HeLa sejteken figyelheté meg.

Az 52. oldalon a ,,potencialt” mult ideji igeként torténd hasznalata zavard, talan a ,,potencirozott”
lenne jobb valasztas.

A 28B. éabra értelmezését segitette volna, ha azon a kombinacids kezelések mellett a relevans
onallo kezelések (szolanidin szarmazékok és doxorubicin) hatasa is fel lett volna tiintetve.

Ellentmondasnak latszik, hogy a 8c azonos dozisa a 24. orara emelte az S és a G2/M sejtek
aranyat (30. 4bra), bar a *H-citidin beépiilés csokkent (32. dbra). Ez valészintileg azzal oldhaté
fel, hogy a ciklusbeli aranyok relativ mutatok az dsszes mért sejthez képest, mig a *H-citidin
beépiilést 5 millio életben maradt sejtbdl mérték, ignoralva az elpusztultakat.

Itt szeretném ujra felidézni azt is, hogy a *H-citidin beépiilés nem kizarolag a ribonukleotid
reduktaz enzimaktivitas fliggvénye. Emiatt, bar a ribonukleotid reduktaz enzimnek a 8c vegyiilet,
mint antioxidans, altali gatlasa részben magyarazhatja az antiproliferativ hatast, e faktor valodi
silyat a hatasmechanizmusban tovabbi kisérletek nélkiil nehéz megbecsiilni. Fontos lett volna
tehat BrdU, vagy tricialt ANTP inkorporaciot mérni, amely nem fiigg az RNR aktivitasatol, és ily
modon elkiiloniteni a 8c vegyiilet RNR gatlasan, ill. a tobbi potencialis célponton keresztiil
kifejtett hatasat.

A 60. oldalon, majd azt kdvetden tobb izben szo6 esik ,,ABCBI1 bénitd” tulajdonsagrol, hatasrol.
Tekintve, hogy valamennyi esetben szubsztrat kompeticiorol van szd, €s semmiképp sem
kovalens kot6édésr6l vagy allosztérikus hatasrol, a bénitas nem csak szohasznalatilag, de
jelentését tekintve sem helyes, a gétlas lenne a megfelelé magyar szo.

A 60. oldal utols6 bekezdésében, bar a szoveghez elég kozel helyezkedik el a kovetkezé oldalon,
helyes lenne a 8. tablazatra utalni.



A 39. dbran bemutatott apoptozis méréseknek az extrém magas 11a és 11d doézisok mellet nincs
sok értelme, ugyanakkor a limfoma sejtek szaporodéasat igen hatékonyan gatld 11c vegyiilet
proapoptotikus hatasat nem vizsgaltdk. A vegyiiletek ¢és dozisaik egyes kisérletekre torténd
kivalasztasa ezek miatt atgondolatlannak tiinik.

A 63. oldal els6 bekezdésében a hTERT-HMEL 12a-ra vonatkozé IC50 értékét (5,9 uM) a
referenciaként alkalmazott ciszplatin 2,0 uM-0s értékével veti Ossze, holott a két vegyiiletnek
varhatban nem azonos a hatdsmechanizmusa. Egyébként iS, a relevans Osszehasonlitast
tumorszelektivitds szempontjaboél a malignus és nem malignus epitelialis sejtvonalak kozott
kellene végezni.

A 63. oldalon igy fogalmaz: ,,Az alkaloidok Osszességében a Hela sejtvonalra gyakoroltdk a
legmarkansabb hatast, amiben kiemelkedik a 12g.” Mivel a 12g vegyliletet nem vizsgaltak az
MDA vonalakon és a T47D-n, kiemelkedésége nem lehet bizonyos. Az MDA-MB-231-re a 12a
jobban hatott, mint a HeLa-ra, tehat elképzelhetd, hogy a 129 is hatékonyabb az MDA-MB-231
galtasaban.

A 41. abrarol nem lehet a szovegben leirt, apoptozisra utalé morfologiai jeleket leolvasni, és az
ott alkalmazott kezelési dozisok a citometrias mérésben nem okozzak jelentés szub-G1 frakcio
megjelenését.

A 42A ¢és 42B abrék értelmezése kapcsan azt irja, hogy a ,kezelés ... emelte az S fazis
volumenét”. A diszkusszioban egy hasonld vegyiilettel kapcsolatos irodalmi adatok alapjan a
G1-S atmenet zavarat és a DNS szintézis gatlasat jeloli meg lehetséges okként, azonban ennek
ellentmond az S fazis felszaporodasa. A G1-S-G2/M aranyok eltoloddsa inkabb az S fazisban
torténd megrekedésre utalnak, ami megengedett G1-S atmenetre, és S-fazis ellendrzési pont
aktivalodasara utal, melyet okozhat pl. lezaratlan replikacios villa, replikalatlan DNS, vagy a
nukleoszomalis 6sszeszerel6dés elmaradasa.

A 66. oldal masodik bekezdésében leirt 13%-os és 14%-0s ABCB1 MRNS szint csokkenés
biologiailag jelentéktelennek tiinik. Mivel egy ilyen szintii valtozads semmiképp nem magyarazza
a 12d és 12e vegyiiletek alacsony FIX és szintén alacsony FA értékei kozotti ellentmondast, a
szinergia feltarasat célzo kisérleteket az ABCB1-et nélkiiloz6 L5178 anyasejtvonalon is el kellett
volna végezni.

A 67. oldal aljan az ,,Elvégeztiik 13a és 13b fluoreszcens kettds festését 72 oras expozicid utan.”
mondat nem azt jelenti, amit a szerz6 vélhetdleg kozolni kivant.



A 49. é4bran, ill. annak &braszovegében nincs feltiintetve, hogy a fehér oszlopok jeldlik a
kontrollt. Ugyanez az abra a 48 oras kezelések esetén bemutatja a G1, S, és G2/M fazisok
aranyaval egylitt a szub-G1 sejtek aranyat is. Ezeket az aranyokat dsszeadva azonban nem 100%-
ot kapunk, hanem jelentésen tobbet!

Az 50. adbra szovegében a ,,vegyliletek hatasa a kaszpazok-3 és -9 aktivitdsara” nem magyaros.

Osszességében tobb olyan abrat mutat be a dolgozat, ahol néhany (5-25) szézalékos valtozast a
szerz0 matematikai alapon szignifikansnak mindsit, beléle mechanisztikus kovetkeztetést von le,
azonban az eredmény valddi biologiai jelentdségét tovabbi (leszabalyozast, specifikus gatlast
vagy aktivalast, megfelelé kontroll sejtvonalat, stb. alkalmazo) kisérletekkel nem tamasztja ala,
ill. alternativ, vagy parhuzamos folyamatok lehetségét nem tarja fel.

A Diszkusszi6 fejezet sok tekintetben ismétli az eredmények soran mar leirtakat, ugyanakkor az
olyan komplex folyamatokat, mint a sejtciklus, vagy az apoptdzis, bizonyos foka
egyszertsitésekkel kezeli. Tekintve, hogy a disszertacio jellegénél fogva retrospektiv mi,
hianyolom a diszkussziobol a korabbi kozlemények visszhangjanak, valamint a
vezérmolekulaként bemutatott vegyiiletek utééletének, tovabbfejlesztésének ismertetését.

A 83. oldalon leirt okfejtés, mely a p53 stabilizalasat jeloli meg a 7a vegyiilet
hatdsmechanizmusaként targyi tévedést és logikai hibat tartalmaz. Abbol, hogy két teljesen
kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu készitmény (transzkripciot gatld aktinomicin D és nuklearis
exportot gatld leptomicin B) hatdsara két kiilonbozd sejtben a p53 eltéré modon stabilizalddik,
nem kovetkezik az, hogy az egyik sejtben ugyanez a p53 egy harmadik féle vegyiilet célpontja.
Azt pedig, hogy a roszkovitin szelektiven HeLa sejteken fejtené ki tumorellenes hatasat, mar az
eredeti kozlemények sem tamasztjak ala, és az erre példaként idézett kozlemény sem sz6l err6l.

A 90. oldalon a genistein hatdsmechanizmusarol szolo részben ,,pS53-Rb jelatvitel” helyett
feltehetdleg a ,,p53-p21” lenne helyes.

A 92. oldalon az ,,, elobbi vegyiilet nem befolyasolta a sejten invazids képességét”
mondatrészben helyesen ,,sejtek”-et kellene irni.

A 98. oldalon az Ertekezés fébb eredményei fejezetben 14B-HSD1 szerepel 178-HSD1 helyett.

A 99. oldalon a ,,sejt tulélésében involvalt szabalyozo faktor”-ként aposztrofalja a CDK2 és Rb
fehérjéket, azonban ezek egyike sem talélési faktor.



A disszertacio olvasdsa kapcsan a kovetkez6 kérdések meriiltek fel bennem:

1. A 3-metoxi-osztradiol antiproliferativ hatasanak vizsgalata soran az 1f és 1h erdsebb gatlast
fejtett ki, mint a 2h (5. tablazat), ezeket miért nem tekintették érdemesnek a tovabbi vizsgalatra?

2. Ugyanitt (és a 13a-0sztron sorban is), mivel magyarazhatd nagyobb doézisoknal az S-fazisban
1évo sejtek aranyanak novekedése, ami ellentmond az antiproliferativ hatasnak, és a csokkent
CDC25B expresszionak is?

3. Ugyanezen vegyiiletek vizsgalata kapcsan vajon mivel magyarazhato a CDK1 mMRNS
csokkenése? (6. abra)

4. Van-¢ arra a tendenciara magyarazat, hogy a 3-metoxi-osztradiol szarmazékok 17béta-OH,
mig a 13a-Osztron sor tagjai 17alfa-OH sztereomér formaban gatoltak hatékonyabban a
proliferaciot?
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5. A 14. abra kapcsan ezt irja: ‘...a gatlds mértéke meghaladta az azonos koncentracidéban (10
uM) alkalmazott ciszplatin hatasat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy 6a és 6b direkt mdodon
gatolja a DNS szintézisét.” Miként kovetkezik a direkt hatds vélelme a ciszplatinéndl erdsebb

hatasbol?

6. Miért a ciszplatin képezte a referencia standardot, annak ellenére, hogy annak ismert
hatdsmechanizmusa  feltehetdleg nem  4all  kapcsolatban a  tesztelt  vegyliletek
hatdsmechanizmusaval? (Ez vonatkozik a ciszplatin standardként torténd felhasznélésara a
dolgozat tovabbi részeiben is.)

7. Mivel magyardzhatd, hogy a szolanidin szadrmazékok koziil némelyik (8k) doézisdnak
megtizszerezése akar 74-szeresére novelte, mig masoké (8f) akar 30-adara csokkentette a
rodamin akkumuléciot jellemzd FA (fluoreszcencia arany) értéket (27. tablazat)?

8. Ugyanitt a HL-60-ra kifejtett hatasok vizsgalatahoz miért éppen a 8c, 9a, 9g vegyiileteket
valasztottak, annak ellenére, hogy a 9a és 9g vegyiiletek citosztatikus hatdsa a kitapadé sejtekre
elhanyagolhato volt, és altaladban a 3-acetilezés egyébként is rontotta a hatast?

9. A 30. abra tanusaga szerint a 8¢ 6 mikromolaris koncentracidban 24 oras kezelés soran emelte
az S és a G2/M sejtek aranyat, viszont az apoptdtikus sejtek aranya ekkorra a kontroll szintjével
volt azonos, mig a 8. 6raban még meghaladta a kontroll 6tszordsét. Ismert-e adat a sejtciklus 8.
oras értékeirdl? Lehetséges-e a megfigyeléseket egy k6zos hatasmoddal magyarazni, vagy két



eltérd hatassal allunk szemben, amely eltérd szubpopulaciokban okoz, eltérd idéfiiggéssel, G2/M
blokkot és apoptdzist?

10. A 178-HSD1 inhibitorok antiproliferativ hatdsdnak vizsgalata kapcsadn azt irja, hogy a
»szteroidmentesitett médiumban tendenciaszeriien magasabb IC értékeket kaptunk, &m

az eltérés nem nagysagrendnyi, igy feltételezziik, hogy az antiproliferativ hatés létrejottében az
Osztrogének metabolizmusara gyakorolt hatds nem jatszik szerepet”. Nem nyilvanvalo
szamomra, hogy ha a vegyiiletek eredeti célja a HSD gatlasa, miért itéli ezt a hatast, ami a teljes
hatas mérhetd része, semmisnek. Miért elvards a nagysagrendnyi kiilonbség a steroid-mentes és
steroid tartalmu médiumban kifejtett hatasok kozott? A kisérlet értékelése annyibdl is bonyolult,
hogy nem vilagos, a steroid megvonasnak 6nmagéaban milyen hatdsa volt a proliferaciéra, hiszen
a bemutatott adatokbol gy tlinik, csak a steroid megvonast kovetd relativ inhibitor hatast mérték,
a megvonas ¢és az inhibitorok k6zos, kontrollhoz viszonyitott hatasat nem.

11. Ugyanitt mi lehet az oka, hogy a legtobb vegyiiletre sem az MCF-7 sem az A2780, sem az
MRC-5 sejtek nem voltak érzékenyek, csak a HelLa? Lehetséges-e, hogy az érzéketlen
sejtvonalakban elsédleges szerepe nem az androsztendion — Osztron utvonalnak, hanem a
HSD17B1 enzimet nem igényld, tesztoszteronon keresztiil eldallitott Osztradiolnak van?
Mennyire specifikusak ezek az inhibitorok a tobbi HSD17 izoenzimre?

12. A tovabbi, HeLa sejteken végzett sejtciklus vizsgalatok kapcsan felmertil a kérdés, hogy ha a
10b és 10c vegyiiletek gatoltak a BrdU inkorporaciot, hogyan fokoztak egyszersmind az S
fazisban 1év0 sejtek aranyat a 48 oras mérésben. A 34. és 35. abran bemutatott kisérleteket lehet-e
koherensen értelmezni, és beldliik egységes narrativat dsszeallitani arr6l, hogy a nyilvanvalo, és a
10e és 10f esetén kaszpaz aktivalas mérésével alatamasztott apoptozist az inhibitorok hogyan
valtjak ki, vagy, hogy a parhuzamosan megjelené G1/S és G2/M blokk hogyan értelmezhetd, és
oka lehet-e valamelyik az apoptozis kialakulasanak? Miért valasztotta az apoptdzis vizsgalatahoz
a 10e és 10f, mig a géneszpresszio vizsgalatdhoz a 10a, 10b és 10f anyagokat, igy egy vegyiiletre
szlikitve az atfogobb kép alkotasanak lehetdségét?

13. Ugyanitt miért az Rb és a CDK2 mRNS szinti expressziojat vizsgaltak, és nem az
aktivaltsagi allapotukat (nem-foszforilalt Rb, ciklin E koncentracié, E2F magi transzlokaci)?

14. Tekintve, hogy a 11c vegyiilet az egér limfoma sejten ABC transzporter hianyaban igen
hatékony volt, és a HL-60 human leukémia sejteket iS tobb mas kisérletben sikerrel hasznaltak
célpontként, felmeriilt-e a tovébbiakban a 1lc hematopoetikus malignitdsok iranti
szelektivitasanak ¢és specifikus hatasmechanizmusanak bévebb vizsgalata a HL-60, esetleg
tovabbi hasonld sejtvonalak bevonasaval?



15. Lehet-e tudni, hogy a doxorubicinnel kombinalt 11a, de féleg 11c kezelés esetén a
szinergizmust inkabb az ABC transzporter-mtikodés gatlasa, vagy a kozvetlen (a doxorubicint6l
eltérd utvonalon hato) antiproliferativ hatas okozza?

16. A 12a IC50 értéke MCF7 és MDA-MB-231 esetén 4,5 és 2,3 uM, viszont szamottevd
apotdzis és valamelyes (nem tal nagy, bar matematikailag szignifikans) kaszpaz-9 aktivalas csak
30uM-nal lathat6. Ennek fényében tekintheté-e a proliferacio-gatlas 1ényeges elemének az
apoptozis aktivalasa?

17. Mi lehet az oka, hogy az MDA-MB-231 sejtekben nem jon 1étre membran permeabilizalas
12a kezelés hatasara, de az MCF7 sejtekben 1étrejon (41. abra)?

18. A Rutaceae novényfajokbol izolalt alkaloidok hatdsvizsgalata szépen kivitelezett, és kerek
torténetet ad. Sajnalatos, hogy csak HeLa sejteken volt kimutathato jelent6s hatas, ugyanakkor
biztatd, hogy MRC-5 sejtekre nem volt befolyassal a 13a és 13b vegyiilet. Volt-e lehetéségiik
az6ta mas sejteken is tesztelni ezeket a vegyiileteket?

19. A szeszkviterpének vizsgalata soran megfigyelheté egy G1/S blokk, de a ciklin E szintjét
mégsem vizsgaltak. Ugyanakkor mintegy 25%-kal csokkent ciklin B2 szintet mértek, amely
csokkenés akkor értelmezhetd egyértelmiien megnovekedett G2/M  frakcid okaként, ha
megkiilonboztetjiik a G2 és az M fazisban 1évo sejteket. Tortént-e eziranyu kisérlet, tekintve,
hogy az alfejezet konkluzidjaként a vegyiileteket tovabbi vizsgalatokra érdemesnek tartottak?

Az értekezésben prezentalt kisérletes munka alabbi megéallapitasait javaslom 0j eredménvyként

elfogadni:

Leirta egyes D-gyliriiben szubsztitualt triazolt tartalmazo oOsztradiol szarmazékok adherens
human tumor-sejtvonalakra gyakorolt proapoptotikus tulajdonsagat, melyet a sejtciklus G2/M
fazisban bekovetkezd blokadja kisér.

Kimutatta 6sztron-16-oxim szarmazékok DNS szintézist gatld és pro-apoptotikus hatasat HeLa
sejteken, ill. antimetabolikus hatasat tobb mas tumorsejt esetén.

Feltarta a D-homodsztron Hela sejtekre kifejtett szelektiv, intrinszik uton megvalosulod
proapoptotikus hatasat, mely G2 blokkal, a H3S10 hipofoszforilaciojaval és a mikrotubulus
polimerizacio6 gatlasaval jar egyiitt.



Igazolta egyes szolanidin analdgok antiproliferativ hatdsat adherens és leukémia sejtvonalakon,
kimutatta, hogy tobben az ABCB gatlasaval fokozzak a doxorubicin antiproliferativ hatasat is.

crer

¢és gatolta HL-60 sejtekben a jelolt citidin beépiilését a DNS allomanyba.

Kimutatta, hogy egyes, az 0sztradiol lokalis keletkezésének gatlasara tervezett 178-HSD1
inhibitorok hormonalis hatastél fliggetleniil gatoljak adherens sejtek ndvekedését, apoptozist
valtanak ki HeLa sejteken, és gatoljak azokban a BrdU inkorporaciot és novelik a p53 és p21
mRNS kifejezodését.

Adherens ¢és limfoma sejtvonalakon jellemezte 6t Amaryllidaceae alkaloid antiproliferativ és
multidrog rezisztenciat revertald tulajdonsagat. Megallapitotta, hogy két alkaloid (2-Oacetil-
likorin és pretazettin) potencialja a doxorubicin hatasat.

Farmakolodgiailag nem jellemzett akridonvazas alkaloidok koziil kiemelkedden hatékonynak
talalta az izogravakridon-klorint (12a) emldkarcinoma sejtpanelen és tovabbi adherens sejteken,
kimutatta, hogy ez a vegyiilet 10x IC50 do6zistdl mitokondrialis Gton apoptdzist valt ki MDA -
MB-231 sejteken. Kimutatta, hogy ezek az alkaloidok gatoltdk az ABCBI transzporter
aktivitasat, koziilik kettd potencidlta a doxorubicin hatasat multidrog rezisztens limfoma
sejteken.

A Rutaceae ndvényfajokbdl szarmazd kinolinvazas alkaloidok koziil kettd (kokuszaginin és
szkimmianin) szamottevd tumorszelektiv, proapoptotikus hatdsat mutatta ki HeLa sejteken, mely
hatast a DNS szintézis gatlasara is sikeriilt visszavezetnie.

Meghatarozta a Karpat-medencében fellelhetd 51 ndvényfaj 228 kivonatanak antiproliferativ
hatasat adherens sejtvonalakon, s ennek soran négy szeszkviterpént azonositott, melyek jelentds

apoptozist fokozo, és sejtciklust modulaléd hatassal birtak.

A fentiek alapjan az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat javaslom.

Debrecen, 2018. februar 16.

Dr. Vereb Gyorgy



