Valaszok Prof. Dr. Pongracz Judit egyetemi tanar opponensi véleményére

Halasan koszonom Dr. Pongracz Judit Professzor Asszonynak, hogy vallalta doktori
értekezésem birdlatat. Elismerd szavai megtisztelGek, kritikai észrevételei, tanacsai jelentés
segitséget és batoritast jelentenek munkdm folytatdsahoz. Kilon készonom a
megfogalmazasra, ill. a szerkesztésre vonatkozé pozitiv megjegyzéseit.

Az értekezéssel kapcsolatos észrevételekre és kérdésekre az alabbiakban szeretnék
valaszolni.

1. ,.. a szévegben és az dbra aldirdsban rendszeresen hivatkozott sejtes morfoldgia
vdltozdsai, melyet fluoreszcens mikroszkopids eljdrdssal vizsgdltak, legtébbszor
értékelhetetlenek maradnak az olvasé szamdra. ...”

Egyetértek azzal a kritikai megjegyzéssel, miszerint az izogravakridon-klorin (12a) és a
négy szeszkviterpén (14a—d) sejtmorfoldgiara gyakorolt hatdsait illusztrald 41. és 48.
abra minésége elmarad a kivdnatostol. Koriltekint6bb szerkesztéssel és fotora
optimalizalt nyomtatassal minden bizonnyal elkeriilhet§ lett volna a jelzett probléma.
Munkdnk soran el6fordult, hogy a Hoechst 33258 — propidium-jodid festés utan
rogzitett képek alkalmasak voltak a monitoron torténé megjelenitésre és kvantitativ
kiértékelésre, ugyanakkor nyomtatdsban kevésbé voltak meggy6z6ek.

2. 1. kérdés: ,A drog transzporteres vizsgdlatok az ABCB1 molekuldra fokuszadltak.
Taldltak-e a vizsgdlt hatéanyagok kézétt olyat, amely esetleg szamos drog transzporter
egyideji gatlasaban vehetne részt?”

Kisérleteink soran csak ABCB1 (P-glikoprotein) transzporterre gyakorolt hatasokat
vizsgdltuk transzfektalt limfoma sejtek segitségével. Az ABC proteincsalad mintegy 20
tagja részt vesz multidrog rezisztencia kialakitasdban és fenntartasaban, az esetek
dontd részéért harom transzportert tartunk felel6snek: ABCB1, ABCC1 és ABCG2. Ezek
koziil is legnagyobb jelent6séggel — legszélesebb szubsztrat-spektrummal és legnagyobb
gyakorisaggal — az els6ként felismert ABCB1 protein vesz részt rezisztencia
kialakitasaban. Ezért fordult érdekl6désiink ebbe az iranyba, a tovabbi két
transzporterre nem vizsgaltunk. Tekintettel arra, hogy az egyes transzporterek
szubsztrat-spektruma kell6en széles és jelentds atfedést mutat, a tobbszoros
transzporter gatlas stratégiaja nagyon is kézenfekvs. Ismert ugyanakkor, hogy ezen
transzporterek jelentés élettani szerepet jatszanak a xenobiotikumokkal szembeni
védelemben, igy gatlasuk alapvet6en valtoztatja meg az egyitt adott hatdanyagok
farmakokinetikai viselkedését. Ilyenkor a citosztatikum olyan kompartmentekben is
megjelenik, ahol monoterdpidban nem ér el jelentGs koncentraciét. llyenkor a barrierek
(pl. vér-agy gat) atlépése miatt Uj mellékhatdsok jelennek meg, romlik a tumorellenes
szer tolerdlhatdsaga. Részben ezért okoztak csalédast az ABC transzporter inhibitorok
(pl. valpsodar, tariquidar). (Leonard et al., 2003, Szakacs et al., 2006, Kartal-Yandim et
al., 2016, Gameiro et al., 2017).



3. 2. kérdés: ,Az értekezésben részletezett és akdr tovdbbi gyogyszerfejlesztésben is
tovabb vizsgdlhato molekuldk kéziil véleménye szerint milyen modszerrel lehetne
daganatsejt-specifikusan a szervezetbe juttatni a hatdanyagokat, az dltaldnos toxicitdsi
hatds csékkentése érdekében?”

A tumorellenes szerek fejlesztésének egyik irdnya a tumor szelektiv elérését célozza,
azzal a céllal, hogy csokkenjenek a szisztémds expoziciobdl adéddd mellékhatdsok, az un.
,off-tumor” és ,off-target” hatasok. Ennek elérésére szamos stratégia ismert, egy
résziikh6z impondlé eredmények rendelhet6k, am az onkolégiai protokollokban még
kevéssé jelennek meg. A tumor szelektiv elérésének legfébb mddjai a kovetkezbk:

e A legel6rehaladottabb allapotban |évé tagetalasi stratégia Uj hatéanyagokat hoz
létre, melyek allnak egy ismert hatdanyaghdl és egy szelektiv célba juttatdst
biztositd ellenanyagbhdl. Tobb ilyen hatdanyagot mar térzskdonyveztek:
brentuximab-vedotin (Adcetris), trasztuzumab-emtanzin (Kadcyla), ibritumomab
tiuxetan (Zevalin) (Lambert and Berkenblit, 2018).

e Intenziven fejlesztik a nanomedicina eredményeit felhasznald
hatdanyagrendszereket. Ekkor a toxikus hatdanyag tiszta oldat helyett
nanorészecskéhez kotott, ill. abba inkorporalt formaban keriil a keringésbe. Ez a
stratégia a legjelent6sebb elGrelépést a hatdanyag farmakokinetikai
viselkedésében eredményezi, stabilabb lesz a plazmakoncentracié, ill. javul a
barriereken torténd atjutds. Részben a lassubb eliminacio, részben a tumor
sajatos — fenesztrdltabb, permedbilisabb — vaszkulaturdjanak kovetkeztében
tébb hatdanyag kumulalédik a tumorban. Osszességében javul a hatdanyag
toleralhatdsaga, ami az indikaciok bdviiléséhez is vezethet. llyen készitmények
mar elterjedtek a klinikai praxisban. Az Abraxane albuminhoz nanorészecskés
formulaban kotott paklitaxelt tartalmaz és az oldatos készitményekkel szemben
metasztatikus pancreas adenokarcindmdban is alkalmazhaté (Li et al., 2014,
Marcazzan et al., 2018).

e A nanohordozd rendszerek masodik generacidja azokat a stratégiakat foglalja
magaba, melyek aktiv médon koncentralédnak a megcélzott tumorban, vagy
programozottan ott adjak le hatdanyagtartalmukat. Az aktiv targetalas
legkiforrottabb mddja az antigén-ellenanyag, vagy receptor ligand kapcsolat
szelektivitasat hasznositja. A nanohordozd rendszer tartalmaz egy olyan
monoklonalis ellenanyagot, ami a tumor egy jellegzetes sejtfelszini proteinjét
ismeri fel. Gyakran alkalmazott ellenanyagok a névekedési faktorok receptorait
ismerik fel (pl. anti-HER2, anti-EGFR, anti-VEGFR) (Wicki et al., 2012). Egy
liposzéma tartalmazhat olyan ligandot is, amire a tumor fokozottan expresszal
receptort. A fokozott vasszikséglet fedezésére a tumorsejt transzferrin
receptort expresszal, igy a transzferrint is hordozd liposzoéma felhalmozédik a
tumorban, majd dezintegrdlédva leadja hatéanyagat (Derycke et al., 2004). Ebbe
a generdcidba sorolhaték azok a hordozérendszerek, amik a célszovet altal
generalt stimulusra dezintegralédnak. llyen lehet a tumor alacsonyabb szoveti
pH értéke, vagy a tumorban nagymértékben expresszaldodd enzim (pl. matrix
metalloproteinaz), melyek el6idézhetik a liposzoma szétesését (Jhaveri et al.,
2014).



e A nanohordozdok harmadik generacidjat 6sszetett multifunkcidés rendszerek
alkotjak. Jellemzgijiik, hogy tobb hatdanyagot is képesek célzottan leadni, igy pl.
tumorellenes és rezisztenciara hato szert, vagy tumorellenes szert és képalkotd
eljarashoz hasznalt diagnosztikumot (Rizzo et al., 2013).

4. 3. kérdés: ,Gondolta-e arra, hogy hdromdimenzids (3D) szévettenyészetben folytassdak a
tovabbi fejlesztésekre érdemesitett molekuldk tovdbbi vizsgdlatdt, ugyanis egyre
szélesebb kdérben kimutatdsra keriilt, hogy a daganatok sokkal ellendllobbak 3D
szerkezetben és a 3D szerkezetben még sejtfelszini molekuldik, pl. drog transzportereik
expresszios mintdzata is mds.”

Az eddig tapasztalt antiproliferativ hatdsok vizsgalata soran nem merilt fel a 3D
sejtkultura meghonositdsa. Ugyanakkor egyértelm(i, hogy az igéretesebb hatdanyag-
jeloltek tovabbi vizsgalataira szofisztikaltabb, az él6 koérnyezetet jobban modellezé
modszerekkel is meg kell kisérelniink. Ennek megfelelen tervezziik egy 3D ko-kultura
modszer meghonositasat Intézetiinkben, ami elsGsorban a tesztvegyiletek
antimetasztatikus hatdsanak jellemzésére alkalmas. Az eljardas soran adherens
tumorsejtek metilcellulézt tartalmazé médiumban, mikrotitrdld lemezen néhdny nap
alatt szferoidot képeznek, ami atviheté egy el6zetesen létrehozott konfluens endotél
rétegre. A tumor ilyenkor kemorepellens hatast fejt, csokkenti az endotél réteg
integritasat, ami fényképezés utan szoftveresen értékelhets. Ezek mellett a mddszer
biztosan alkalmas a tumorellenes hatds részletgazdagabb leirdasara (Nguyen et al.,
2017).

5. 4. kérdés: ,Mivel a kemoterdpia mellett gyorsan fejlédik az immunmoduldtor molekuldk
fejlesztése, (pl. PD1-PDL1) ezért Vvizsgdltdk-e, illetve tervezik-e vizsgdlni a
vezérmolekuldk hatdsdnak vizsgdlatat az immunterdpidkban szerepet jatszo
molekuldkkal szemben?”

Egyetértek Biraldval, az immunterdpiak egyre meghatarozébb szerepet jatszanak az
innovativ és célzott tumorellenes terapids lehetGségek kozott. Az elmult év minden
bizonnyal mérfoldkének tekinthet6 a CAR-terapia és a pembrolizumab bevezetése
miatt. Munkaink soran jellemz&en kismolekuldk szlrdévizsgalatabdl indultunk ki, az
immunrendszer, mint lehetséges tdmadaspont eddig nem meriilt fel, igy azon hatd
szerekkel sem hasonlitottuk 6ssze leghatékonyabb molekuldinkat. Tervezziik
ugyanakkor az Osszetettebb kisérleti rendszerek bedllitasat, a mar emlitett ko-kultura
mellet terveink kozott szerepel egy in vivo tumormodell beadllitdsa, ami alkalmas lehet
az immunrendszeren keresztili hatas megkozelitésére is.



Végezetiil ismételten szeretném megkoszonni Professzor Asszony gondos
értékelését, elismerd szavait, ill. kritikai észrevételeit.

Tisztelettel kérem az opponensi biralatra adott valaszaim elfogadasat.

Szeged, 2018. majus 22.

Dr. Zupkd Istvan
egyetemi docens
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