Valaszok Prof. Dr. Szoké Eva egyetemi tanar opponensi véleményére

Haldsan kdszénom Dr. Sz6ké Eva Professzor Asszonynak doktori értekezésem gondos
értékelését, konstruktiv kritikai megjegyzéseit, el6remutatd tanacsait.

Az értekezéssel kapcsolatos észrevételekre és kérdésekre az aldbbiakban szeretnék
valaszolni.

1. ,Az egyes vegyiiletcsoportokkal végzett méréssorozatok eredményeinek bemutatdsa
koherens és megfelel6 az dsszevetésiik a konkrét irodalmi el6zményekkel, adatokkal.
Ugyanakkor némi hidnyérzetet ad, hogy a szerz6 nem térekszik arra, hogy
Osszekosse/bGsszevesse a sajat mérései alapjan hasonloan viselkedé vegyiileteket,
kiemeljen bizonyos k6zds vondsokat.”

Egyetértek azon észrevétellel, miszerint a hasonlé mddon viselkedd tesztvegyiiletek
farmakolégidjat nagyobb szintetikus igénnyel is lehetett volna interpretalni. Egy-egy
fejezet Osszeallitasakor az abban vizsgdlt vegylletek ko6z0s szerkezeti elemére, ill. a
vélhet6en abbdl ered6 farmakoldgiai sajatossagok kiemelésére koncentrdltam. Az
egyes csoportok 6sszevetése valdban nem kapott kell6 hangsulyt.

2. ,Bdra citosztatikus és a citotoxikus hatds kifejezés alkalmazdsdban a szakirodalom sem
igazan konzekvens, ezek szinonimaként vald haszndlata a dolgozatban helyenként
zavard...”

A citosztatikus és citotoxikus kifejezések nem pontosan definiadlt haszndlata valéban
zavaro. A sajat eredményekkel kapcsolatban ezért is torekedtem a kovetkezetes
szbhasznalatra, sejtosztodast gatld, ill. sejtkarosité értelemben emlitve a fenti
kifejezéseket. Ez az irds kozbeni szandék néhdny esetben sajnos nem teljesiint
maradéktalanul.

3. ,Nem egyértelmii a kiilonbségtétel az antiproliferativ és a citotoxikus (a sejtek
életképessége) hatds kébzétt az inkubdcios idék alapjan. Az apoptotikus sejthaldl jelei
tébbnyire legalabb 48 és nem 24 ora kezelés utdn figyelhet6k meg.”

Az antiproliferativ és citotoxikus hatas inkubacids id6k alapjan torténé megkozelitése
irodalmi el6zmények alapjan tortént (Pessina et al., 2001). Az alkalmazott adherens
sejtvonalak duplazodasi ideje tekintheté 1 napnak, a kozolt értékek a 16,5-26,4 Oras
tartomanyba esnek (Sutherland et al., 1983, Kumei et al., 1989, Nelson and Fry, 1997).
Ezek alapjan a 24 6ras inkubacié alatt jelent6s proliferacid nem torténik, igy az
esetlegesen csokkend viabilitas sokkal inkabb a sejtek direkt karosodasanak tudhatd be,
mint az osztddas gatlasanak. A jelentGs szamu osztdédas hianya miatt nagyobb
sejtszambadl célszerl kiindulni, ezért alkalmaztunk — részben irodalmi adatok, részben
el6kisérletek alapjan — 25.000 sejtet Gregenként. A 72 dras expozicid soran tobbszori
sejtosztodds torténik, ezért kisebb a kiinduldsi sejtszam. llyenkor a viabilitas
csokkenését jellemz6en antiproliferativ hatasként értelmezziik, joéllehet a direkt
karosodas nem zarhaté ki. A két eredmény Gsszevetése hasznos informacidt adhat a
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direkt toxicitas és az osztodasgatlas viszonyaral.

Az apoptdzis biokémiai markereit igyekeztiink a lehet6 legkordbban dokumentalni. A
folyamat id6belisége természetesen er6sen flgg a kisérleti korilményektdl, igy pl.
sejtkulturaban sokkal gyorsabb, mint él6 kornyezetben (Sundquist et al., 2006). Az
altalunk alkalmazott Hela sejten in vitro korilmények kozott idedlis esetben 24 éran
belll kimutathatok az apoptotikus markerek, igy a legtébb eziranyu vizsgalatunkban 24
oras behatas utan kivantuk igazolni a jelenséget (Sundquist et al., 2006, Hashimoto et
al., 2012, Cheng et al., 2017). Ez a vizsgalt farmakonok egy részénél sikeres volt és
meggy6z6 mértékl hipodiploid (szubG1) populacid emelkedést, vagy kaszpaz
aktivdlédast talaltunk (pl. triazol-Osztranok (2f, 2g), szteroid-oximok (6a, 6b),
szeszkviterpének (14a-d)). Mas vegyiiletek esetében egyértelm( proapoptotikus
effektust csak hosszabb expozicié utdn tudtunk igazolni (pl. D-homodsztron (7a), 17B-
HSD1 gatlok (10e, 10f)). A vizsgdlatokat minden esetben azonos ideig inkubalt
kontrollokhoz hasonlitottunk, igy az apoptdzis tényét a hosszu behatds ellenére
igazoltnak latjuk.

LA vegyliletek antiproliferativ hatdsdnak tumorszelektivitdsat a nem daganatos
eredetli, de transzformdlt sejtvonalakon mért IC50 értékek alapjan dllapitia meg a
szerzO. Primer sejtkulturan (pl. fibroblaszt, HUVEC) végzett mérés erre alkalmasabb lett
volna.”

A tumorszelektivitas jellemzésére egy esetben, az izogravakridon-klorin (12a) esetében
alkalmaztuk a nem malignus eredet(i immortalizalt epitelidlis \TERT-HME1 sejtvonalat.
A vegyliletcsoportot tobbek k6zott 4 eml6karcindma eredetli sejtvonalon vizsgaltuk, a
koz0s szoveti eredet miatt lattuk indokoltnak az immortalizalt sejtvonal alkalmazasat. A
tobbi kivalasztott vegyililet esetében tiid6 eredetl, human fotalis fibroblaszt sejteket
(MRC-5) alkalmaztunk a tumorszelektivitas leirasara.

LA vegyliletek tumorszelektivitdsdt a ciszplatinéhoz hasonlitja. Esetenként azonban
csupdn a nem-daganatos sejtvonalon kapott IC50 értékeket hasonlitja dssze (pl. 78., 81.
oldal), ami 6nmagdban nem alkalmas a szelektivitds jellemzésére.”

A tumorszelektivitads értékelésére természetesen nem elégséges a fibroblaszton kapott
eredmények 0Osszehasonlitdsa, azokat ossze kell vetni az adott tesztvegyllet
tumorsejteken tapasztalt aktivitasaival. Az észrevételben megjel6lt szakaszok a
Diszkusszio részei, ahol mar csak a fibroblaszt sejteken kapott adatokat értékeltem, a
targyalt vegylletek tumorellenes hatasait megadd ICsp értékek az értekezés
Eredmények fejezeteiben szerepelnek, nevezetesen az 5. tablazatban, ill. a 7. és 11.
abran. A tumorszelektivitas leirasa precizebb lett volna, ha valamennyi relevans adatot
szerepeltettek a Diszkussziéban is.

,Bdr tobb vegyililet esetében deklardlia a tumorszelektiv antiproliferativ hatdst, a
daganatos és nem-daganatos sejteken kapott IC50 értékek kézott sokszor legfeljebb
kett6-négyszeres az eltérés ...”

A tumorszelektivitas kritériumat nem definidltam az értekezésben, igy olyan
tesztanyagokra is deklaraltam, amelyek I1Cso értékei szerény mértékben kedvezébbek,
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mint a referenciaként hasznalt ciszplatin értékei. Egyes vizsgalt vegyiiletek esetében (pl.
2f, 2g) ez a feltétel teljesiil, am a tumorsejtekre és fibroblasztokra gyakorolt
antiproliferativ hatasok kiildnbsége nem meggy6z6, igy a tumorszelektivitas vitathato.
Ugyanakkor jelent6s szamu bemutatott farmakon esetében igéretes — rendszerint 10
MM alatti — ICsp értéket kaptunk valamelyik malignus sejtvonalon, mig a fibroblasztokra
gyakorolt proliferacio gatlds a maximalis 30 uM mellett sem érte el az 50%-t. Az ilyen
vegylletek (pl. 5¢, 6a-c, 7a, 10a—c, 10e, 10f, 13a, 13b) esetében indokoltnak tartom a
tumorszelektiv, ill. az adott maligus sejtvonalra szelektiv hatas megallapitasat.

»A rezisztencia revertdld hatds kifejezést keriilném. Nem egzakt és magyarul nagyon
rosszul hangzik.”

A ,rezisztencia revertald” kifejezés hasznalatdra van példa a magyar nyelvi
szakirodalomban, jéllehet altaldnosan nem terjedt el. Valéban szerencsésebb lett volna
a ,rezisztencia médositd” kifejezés hasznalata.

LA szteroid analogok bemutatdsdndl a szerkezet-hatds vizsgdlatok leirdsanak kdvetését
kénnyitette volna, ha a szokdsoknak megfeleléen megadja a szénatomok szamozdsat.”

Egyetértek az opponensi észrevétellel, a szteroid vaz szénatomjainak szamozasa
biztosan segitette volna a szerkezet-hatas Osszefliggések megértését. Bizom abban,
hogy ez a hidnyossag nem nehezitette jelent6sen az értekezés olvasasat.

LA 7a vegyiilet esetében felmeriilt k6zvetlen gatlo hatdsa a tubulin polimerizdciora. A
tubulin polimerizacora gyakorolt hatds in vitro vizsgdlata sordn miért a polimerizdcio
sebességét fokozo paklitaxelt és miért nem az azt gdtlo vinca alkaloid(ok)at
alkalmaztdk referenciaként? Miért nem vizsgdltdk ezen a teszten a referencianak
tekintett 2ME-t?”

A D-homodsztron (7a) tubulin polimerizaciora gyakorolt direkt hatasat a sejtciklus-
eloszlasra gyakorolt hatds alapjan lattuk indokoltnak. A G2/M populdcié
novekedésének, ill. a mitotikus sejtszdm csokkenésének kézenfekv6é magyardzata a
tubulin diszruptor tulajdonsag, ami lehet a tubulin polimerizacié barmely iranyu
valtozdsa. A feltételezett direkt hatas bizonyitasara, ill. kizardsara végeztik a kinetikus
fotometrids vizsgalatot. A referenciavegyiilet hasznalatanak célja ebben az esetben is a
mért paraméter — jelen esetben a tubulin polimerizaci6 sebesség —
befolyasolhatésaganak igazolasa volt. Ehhez a kit gyartdja javasolta a paklitaxelt, az a
kit része volt. A 2-metoxidsztradiol tubulin polimerizacidra gyakorolt hatasat nem
vizsgdltuk, a vegyiilet eziranyu hatasat irodalmi adatok alapjan elfogadtuk (D'Amato et
al., 1994).

»A 7a vegylilet Hela sejtekre szelektiv antiproliferativ hatdsdnak diszkusszidjaban
felveti a p53 funkcidjanak helyredllitdsat/javitdsat. Végeztek vizsgdlatokat ennek
igazoldsdra?”

Szintén a 7a vegyiilet lehetséges hatdsmechanizmusaval kapcsolatban a diszkusszidban
felvetem a humian papilldémavirus kéroki szerepét az alkalmazott sejtvonalakban,
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elsGsorban a Hela sejtekben. A virdlis onkoprotein gatolja a p53 tumorszuppresszor
mikodését, igy felvet6dik, hogy a Hela-szelektiv antiproliferativ hatas hatterében a
p53 funkcidjanak restitucidja all. Ezt a 7a vegylletre nem bizonyitottuk, hasonlé hatasu
tesztanyagok hatdsmechanizmusdnak részletgazdagabb feltarasara tervezziik a p53
fehérje szintli meghatarozasat.

~A 8c vegyiilet ribonukleotid reduktdzt, igy a DNS szintézist gdtld hatdsdnak
magyardzatdra elegend6 antioxiddns aktivitdsdnak igazoldsa? Megerdsitette ezt
esetleg mdsik antioxiddns vegyiilet ribonukleotid reduktdz gdtld hatdsdnak
vizsgdlatdval/kimutatdsdval? Végeztek-e mérést a vegylilet DNS szintézist egyéb
mechanizmussal gdtlo lehetséges hatdsdnak vizsgdlatdra, pl. a BrdU beépiilésének
mérésével?”

A 8c vegyllet ribonukleotid reduktazt gatld hatdsdban természetesen az antioxiddns
tulajdonsag mellett mas tulajdonsdgok is szerepet jatszhatnak. Az enzimrdl ismert,
hogy a nukleotidok redukcidjat gydkdependens reakcidval katalizalja. A reakcidban
meghatarozd szerepet jatszo tirozil szabad gyok szokatlanul stabil, felezési ideje
mintegy 4 nap (Stubbe and Riggs-Gelasco, 1998). Az enzim gyokfogd tulajdonsagu
antioxidansokkal bénithatd, ami természetesen nem zarja ki a tirozil gyoktél figgetlen
gatlds lehetGségét. Az enzim antioxidans vegyilet altali gatldasat maganak az
antioxidans hatasnak tulajdonitjak (Fontecave et al., 1998, Madlener et al., 2007, Cai et
al., 2011). Az 0Osszefliggést jomagam egy lehetséges kézenfekvé magyardzatként
vetettem fel, amit erdsit az egyes hatasok kifejtéséhez sziikséges koncentracidk
kozelsége (ribonukleotid reduktaz gatlasa: 6,0 uM, lipidperoxidacid gatlas 1Cso: 2,0 uM,
gyokfogd hatds I1Cso: 13,1 uM). A 8c vegyilet esetében nem hataroztuk meg a BrdU
inkorporacidjat.

,Az ABCB1 transzportert befolydsold hatds vizsgdlatandl tébbnyire nem taldlt
Osszefliggést a teszt vegyliletek transzportert gatlo hatdsa (rodamin akkumuldcio) és a
transzportert expresszald sejteken a doxorubicin  antiproliferativ  hatdsdanak
potencirozdsa kézétt. Hidnyolom a vegyiiletek és a doxorubicin egyiitthatdsdanak
vizsgdlatdt (vagy annak bemutatdsdt) a transzportert nem expresszdlo parentdlis
sejteken, ami taldn magyardzattal szolgdlhatna.”

Nem taldltunk egyértelm{ Osszefliggést a vizsgdlt vegyuletek rodamin akkumulacidra
gyakorolt hatdsa és az ABCB1 szubsztrat citosztatikummal kimutathatd interakcid
kozott. Ez érvényes mind a szolanidin analdégokra (8a—k, 9a,b, 9d—f), mind pedig a
tesztelt alkaloidokra (11a—e, 12a—h). A rodamin akkumulacié az ABCB1 funkciéjanak
gatoltsagara utal, ami alapjan varhaté a szinegrizmus a transzporter szubsztratjaval (pl.
doxorubicinnal). A két moddszerrel nyert eredmények kozotti Osszefliggést mas
munkacsoportok sem mutattak ki, ami arra utal, hogy az a feltételezett formdban nem
mUkodik (Ambroz et al., 2017, Reis et al., 2017). A rodamin akkumulacids vizsgdlatban a
tesztanyaggal csak percekig exponadljuk a sejteket, igy egy akut és intenziv behatas
eredményét mérjiik, mig a kombinacids kisérlet soran tartds — jelen esetben 72 éras —
inkubacio torténik. Mindezen eredmények és feltételezések fényében az akkumulacio
meghatarozasat egy elGszlirésként célszerl értelmezni, a hatdsos vegyiletek egy része
fokozhatja az ABCB1 szubsztratok hatasat, de a hatds mértékére a pumpa gatldsa nem



utal.

Elfogadom Opponensem véleményét, miszerint az interakcio, ill. annak hidnya a
parentalis sejten pontosabban megvildgithatta volna a szinergizmus mddjat,
bizonyithatta volna az ABCB1 szerepét. A prezentalt eredmények csak az szinergizmus
tényét bizonyitjdk: a 8h vegyililet sajat antiproliferativ hatas nélkil fokozta a
doxorubicin hatasat.

13. ,Valdban elegendd lehet a transzporter expresszidjanak kb. 15%-os cs6kkenése (MRNS
szinten) a doxorubicin hatds potencirozdsdra a 12d és 12e vegyiiletek esetében?”

Az akridonvazas alkaloidok (12d és 12e) doxorubicinnal mutatott interakciojaval
kapcsolatban az érintett transzporter mMRNS-szintl expresszidjanak 10-15%-o0s
csokkenése biztosan nem magyardzza magat az interakciot. Az ABCB1 protein-szint(i
meghatdrozasat nem végeztiik el, igy az expresszid valtozasa csak egy lehet&ségként
meriilt fel.

Végezetlil ismételten szeretném megkdszonni Professzor Asszony részletes
értékelését, elGremutatd kérdéseit és kritikai észrevételeit. Mindezek jelentGsen
hozzdajarulnak jelenlegi és kés6bbi munkdim mindségéhez.

Tisztelettel kérem az opponensi biralatra adott valaszaim elfogadasat.

Szeged, 2018. majus 22.

Dr. Zupkd Istvan
egyetemi docens
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