Valaszok Prof. Dr. Vereb Gyorgy egyetemi tandr opponensi véleményére

Mindenekel6tt haldsan kdszoném Dr. Vereb Gydrgy Professzor Urnak azt a gondos,
minden részletre kiterjed6 munkat, amivel értekezésem opponensi véleményezését
elvégezte. Kritikai észrevételei tanulsagosak, segitenek abban, hogy tovabbi munkaim soran
az eddigieknél is hatarozottabban térekedjen a minéségkdzpontu tervezésre.

Az értekezéssel kapcsolatos észrevételekre, kritikai megjegyzésekre az aldbbiakban
szeretnék valaszolni.

1. Az észrevételezett megfogalmazasi pontatlansagokat, szerkesztési hianyossagokat és
gépelési hibdkat természetesen elfogadom. Ezek jelenlétét azért is sajndlom, mert
egyrészt csokkentik értekezésem szinvonaldt, masrészt jelzik, hogy nem volt elégséges
azon torekvésem, mellyel a m{ megirdsa kozben igyekeztem elkerilni az ilyen formai
jellegl hibdkat.

2. ,Hasznos lett volna néhdny szemlélteté dbra, valamint a 3. és 4. alfejezet végén réviden
utalni arra, hogy a felvdzolt hattértél milyen irdnyba indul tovabb a kutatds ...”

A bevezetésbdl hidnyolt, a bemutatandé vizsgalatokra vonatkozd utalds biztosan
segitette volna az eredmények atlatasat, megértését. Részben az emlitett redundancia
elkeriilése miatt nem kerilt ilyen el6remutatd rész a bevezetésbe, a bemutatott
vizsgdlatok Osszegzését ugyanis a diszkusszioban mindenképpen sziikségesnek lattam.
Emellett — jollehet az MTA nem korlatozza az értekezés terjedelmét — igyekeztem azt
racionalis hatarok kozott tartani.

3. ,A bevezetésben felvetett némely gondolattal nem kénnyii azonosulni. gy elséként
zavaro az alapmotivdcio, amely a globdlis antiproliferativ terdpidk fejlesztésében, ehhez
ujabb vezérmolekuldk megtaldlasdban jeldli meg a hatékony daganatterdpia jévéjét. A
célzott, molekuldris terdpiak immdr évtizednél hosszabb sikertérténete a specifikus
hatdsu kezelésekre kell terelje a figyelmet, ennek megfeleléen az antiproliferativ szerek
esetén is azt célszerii vizsgadlni, hogy mely célponton hatnak, hogyan lehet a hatdsukat
specifikusabbad tenni.”

A tumorellenes terapia jov6jével kapcsolatban teljes mértékben osztom Professzor Ur
véleményét, a molekuldris szinten célzott beavatkozdsoké a jovs, ami természetesen
megjelenik a kutatasi trendekben is. A klasszikus, gyorsan osztddd sejtekre hatd
tumorellenes szerek kutatdasa nem tekinthet6 korszer( irdnyzatnak. Munkank célja nem
ilyen altaldnos citotoxicitassal jellemezhetd uUjabb szerek keresése volt. Az altalunk
alkalmazott szlrdvizsgdlatok célja hatasos molekuldk kiemelése volt, fliggetleniil azok
tdmaddspontjatél. A fellelt aktiv molekuldk hatdsmechanizmusdnak megkozelitése, ill.
szelektivitasuk jellemzése képezte munkank kovetkezd, az értekezésben is nagyobb
hangsulyt kapd részét. Az aktiv molekuldak keresésének ezen mddjat a szakirodalom
,forward pharmacology” vagy ,phenotypic drug discovery” néven emliti. Altaldnosan
elfogadott, hogy ez az iranyzat kevésbé korszer(i, mint a molekularis targetekkel



torténd interakciokbdl kiinduld un. ,reverse pharmacology” (Wang et al.,, 2011,
Atanasov et al., 2015). Bizom azonban abban, hogy a korabbi megkozelitésnek is lehet
még létjogosultsdga a hatdanyag-jeloltek keresésében, kilondsen az akadémiai
szféraban.

»A novényi eredetli biofarmakonok eddig felderitetlen spektrumdnak szélességére tett
becslés a vonatkozo vélemények kéziil az optimista oldalt képviseli, ugyanis nem veszi
figyelembe annak a statisztikus esélyét, hogy a még nem vizsgdlt névényekben talalt
farmakonok egy része mdr felderitésre keriilt mds, kordbban vizsgdlt névények
esetében, jollehet sajat tapasztalatai is ezt mutatjak.”

A novényvilag farmakoldgiai feldolgozottsagara vonatkozé becslés optimista és jelents
a bizonytalansaga. Ez utdbbit jol illusztralja, hogy a magasabb rendld névényfajok
szamat illetéen is meglepben nagy eltérések vannak a szakirodalomban; 250.000 és
500.000 kozotti adatokat talalhatunk (Fabricant and Farnsworth, 2001). A farmakoldgiai
és fitokémiai feldolgozottsag alacsony foka (mintegy 6, ill. 15%) miatt okkal bizhatunk
abban, hogy a névényvilag még szamos hatdanyagot, ill. prototipust rejt magaban. Ezek
minél hatékonyabb megtaldldsa a gyogyszerkutatas egyik kihivasa. Egyetértek azzal a
felvetéssel, hogy a lehetséges talalatok szamat csdkkenti a mar ismert természetes
hatdéanyagokbdl eredd redundancia. Ezt talan ellensulyozhatjak azok az utdbbi idGben
megerdsodott kutatdsi irdnyzatok, melyek a hagyomanyosan kevésbé kutatott ndvényi
forrasok felé fordulnak. llyen Gjabb iranyzat pl. az un. extremofil névények vagy a
tengeri flora vizsgalata farmakoldgiai szempontbdl (Bhatnagar and Kim, 2010, Sahli et
al., 2017).

LA vegyliletek hatdsdnak leirdsa, még akkor is, ha ez szerkezet-hatds oOsszefiiggés-
vizsgadlat keretében térténik, és feltarja, hogy a proliferdcio-gatlidsban apoptotikus,
nekrotikus, és/vagy sejtciklus-szabdlyozdssal kapcsolatos folyamatok vesznek részt,
deskriptivnek  mindsithetdé. A vizsgdlt vegyiiletek tdamaddspontjardl,  hatds-
mechanizmusdrol nem sokat tudunk meg.”

A prezentalt eredmények deskriptiv jellegével kapcsolatban elfogadom az észrevételt, a
lehetséges molekularis szintl tdmadaspontig csak a ribonukleotid reduktazt gatld 8c
esetében jutottunk el. Bizom azonban abban, hogy a leirt kezelésfligg6 valtozasok (pl.
sejtciklus  eloszlasban, apoptotikus markerekben, fehérjék foszforilacidjaban)
alkalmasak igéretes vegyliletek, ill. csoportok azonositdsara, azok jellemzésére, ezdltal
—ha indirekt médon is — lehet gyogyszerfejlesztési relevanciajuk.

, T0bbnyire néhdny adenocarcinoma sejtvonalra gyakorolt antiproliferativ hatdssal
keriil szembedllitdsra az MRC-5 fibroblasztokra gyakorolt csekély hatds, és ennek
mentén mindsitenek vegyiileteket ,tumorszelektivnek”. Ez a koévetkeztetés nem
feltétleniil helytdllo, hiszen a foetdlis eredetii fibroblasztokon végzett kisérletek nem
helyettesitik a primer epithelidlis sejtekkel nyerheté tapasztalatokat.”

Az MRC-5 fibroblaszt, ill. immortalizalt (nTERT-HME1) sejteken, valamint az alkalmazott
tumor eredet(i sejtvonalakon kapott antiproliferativ eredmények Osszevetésével egy
kozelit6leges adatot kaphatunk az adott vegyiilet szelektivitasardl, a hatas altalanos



jellegér6l. Egyetértek azzal az észrevétellel, miszerint az igy kapott adat csak igen
korlatozottan tekinthet6 a szelektivitas mértékének. Az in vivo vizsgalatokat magam is
esszencidlisnak tartom, egy folyamatban |év6 munkank mar tartalmaz ilyen
eredményeket.

»A 12. oldalon alkaloidok ,,névényi sejtekre gyakorolt szuppresszor” hatdsardl ir, de
vajon milyen folyamatot szuprimdlnak? Ugyanitt az “alkaloid a GTP-dzra hatva
kdrositja tumorsejt citoszkeletonjat”, de melyik GTP-dzra?”

A 12. oldalon emlitett szuppresszor hatds a narciklazin sejtosztddasra, ill. a sejt
viabilitdsara vonatkozik. Az idézett kozlemény szerint az alkaloid tébb GTP-azra is hat,
ezek kozott szerepel az elongacios faktor 1-a (eEF1a) és a RhoA (Van Goietsenoven et
al., 2013).

JA 4.1 fejezetben az 1% antibiotikum-antimikotikum keverék és 1% L-glutamin
helytelen, legfeljebb a megjelélt anyagok térzsoldatdt adhattak 1:100 higitdsban a
médiumhoz. A végkoncentrdciot igy a dolgozatbol nem lehet megtudni.”

A 4.1. fejezetben a sejtkultira-alapi modszerek esetében elterjedt — bar nem teljesen
pontos — mddon jartam el: az altaldnosan hasznalt toérzsoldat higitdsanak mértékét
adtam meg. Az antibiotikum-antimikotikum 10.000 egység/ml penicillin-K-t, 10.000
ug/ml streptomicin-szulfatot és 25 pg/ml amfotericin B-t tartalmazott, mig az L-
glutamin torzsoldat koncentracidja 200 mM volt. Mindkét torzsoldat 1:100 aranyban
kerilt a médiumba.

Az MTT teszt, kiilénésképpen az itt alkalmazott végpontos vdltozataban, nem
haszndlhato a sejtproliferdcio egyértelm(i mérésére éndlldan, a sejtszam vdltozdsanak
kévetése nélkiil, hiszen mind6ssze a vizsgdlt térfogatban adott id6ben jelenlévé dssz
mitokondridlis aktivitdst méri.”

,Kérdéses tovabbd, hogy miért éppen 4 ords, MTT jelenlétében térténd inkubdciot
vdlasztottak a méréshez, anélkiil, hogy az egyes sejtvonalakra kilon-kiil6n
optimalizalték volna az inkubdcids idét, és validdltdk volna, hogy a sejtre jellemzd
mitokondridlis aktivitds nem fogyasztja-e el az MTT szubsztrdtot az inkubdcids idé alatt,
ezzel meghiusitva a teszt linearitdsdt, vagy nem termele a lindrisan mérhet6 OD-t
meghaladd abszorbcidt okozd formazan mennyiséget.”

A 4.2.1. fejezetben leirt MTT teszt a kezelt sejtpopuldcido Osszesitett reduktaz
aktivitdsara ad informaciét, ami valdban nem feltétlenlil ardanyos a sejtszammal. A
kisérleti paraméterek kozil csak a kiinduldsi sejtszamot optimalizaltuk, két sejtvonal
(MDA-MB-361 és C33A) esetében 10.000 sejt/lreg denzitassal telepitettiink. A 4 6ras
MTT inkubdacié egy altaldnosan hasznalt irodalmi érték, melyet a mddszer eredeti
leirdsa kizardlagosan alkalmaz (Mosmann, 1983). Ezzel egyitt biztosan hasznos lett
volna tobb inkubacids id6 alkalmazdsa a mddszer optimalizalasara.
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,Mivel a sejtek passzaldsa heti két alkalommal tértént, ez elég nagy higitdsokat
feltételez; ilyen koriilmények kézétt 30 passzdzsig vinni a sejtvonalakat szamos buktatot
rejt magdban ...”

Az adherens sejtek passzdzsszamanak novekedésével fokozédik az eredmények
reprodukalhatatlansaganak kockazata. Egyértelmd ajanlast nem taldltunk a maximalis
passzdzsszamra, de metodikai leirdsok jelentds része 20 passzaldsig haszndlja a
sejteket, elvétve ennél jéval nagyobb értéket is kozolnek (Ujhelyi et al., 2015). Mi a 30-
ig terjed6 passzazsszammal nem tapasztaltunk ennek tulajdonithaté inkoherens
adatokat. A jovébeli munkaink soran célszerlinek tartom a 20-as maximum érték
atvételét.

LA ldtoterenkénti 150 sejt szamoldsa, noha a magas elemszam miatt jonak tiinik, csak
olyan kis nagyitds mellett valdsithato meg, amely a mdsik célkitlizést, a nukledris
morfoldgia korrekt megitélését nem teszi lehetévé.”

A latéterenkénti 150 sejt szdmoldsa monitoron tortént a latétér fotdzasa utan az
elmentett képfajl felhasznalasaval.

JA 4.7. fejezetben leirt PCR vizsgdlatok tervezésében a GAPDH énmagdban nem
elegséges kontroll, részben mert legaldbb két, fiiggetlen haztartdsi gént kell valasztani
és azokat egymdsra is normdlva validdlni, részben mert a potencidlisan citotoxikus
dgensek esetén nem szerencsés a setjmetabolizmusban résztvevé transzkript
haszndlata. Az itt kapott adatokbdl szarmaztatott 10-30%-nyi mRNS szint csékkenés,
mely a legtébb mérésben bemutatdsra keriilt (pl. 16., 23. abrdk), jollehet kellé esetszam
mellett matematikailag szignifikans kiilbnbséget jelent, szabdlyozdsi szinten
énmagadban csekély bioldgiai jelentéségli, mely jelentGséget tovabb csdkkenti, hogy a
kiolvasds szemikvantitativ mddon tértént.”

A PCR vizsgalatokra vonatkozo kritikai észrevételeket elfogadom, a PCR kisérletek
eredményei valdban kevéssé konkluzivak. A tesztelt farmakonok egy részében
torténtek protein-szint(i vizsgdlatok is (pl. 6a,b, ill. 7a), jéllehet a Western blot mas
célfehérjére irdnyult, igy azok eredményei nem pétoljdk a két belsé standarddal késziilt
és szigorubb moddon interpretalt PCR adatokat. Részben ezen opponensi felvetés
alapjan folyamatban 1évé és tervezett munkadinkban joval nagyobb szerepet kapnak a
Western blot vizsgalatok, melyekkel meghatarozhatdk az egyes proteinek foszforilalt és
defoszforildlt formai is, igy igen hasznos tobblet informacidohoz vezethetnek (pl. CDK1,
CDC25).

JA 4.14 fejezetben leirt modszer nem énmagdban a ribonukleotid reduktdz aktivitdsat
méri, hanem az RNR aktivitdsdnak, a DNS polimerdz processzivitdsanak és az S fazisban
lévé sejtek ardnydnak a kézds eredményét (illetve ezek egymdstdl valo részleges
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javitds folyamata is hatdssal van.”

A [*C]citidin DNS-be t6rténé beépilésének gatoltsagat a szakirodalom egy jelentds
része — a valos helyzetet jelentGsen leegyszerUsitve — a ribonukleotid reduktaz
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gatlasanak tulajdonitja, ennek alapjan értelmeztem a kapott adatokat jémagam is
(Chimploy et al., 2013, Graser-Loescher et al., 2017). A mddszert az optimalizaciot
publikdld szerz6k a ribonukleotid reduktaz aktivitdsanak meghatarozdsara alkalmas
metodikaként kozolték (Jong et al.,, 1998). Ezzel egyltt Ggy gondolom, hogy a
diszkussziéban célszer(i lett volna kitérnem a [**C]citidin hasznosuldsanak
Osszetettségére.

LA statisztikai értékelés leirdsa meglehetésen sziikszavu, és ebben a formdban
bizonyosan helytelen, hiszen az abrdkon a kontrollhoz viszonyitott szignifikdns eltérések
keriiltek jelélésre, s ennek alapjdt bizonydra valamilyen, a dolgozatban meg nem
nevezett post hoc teszt képezte.”

Kisérleti eredményeink statisztikai értékelésére végzett varianciaanalizist Dunnett, ill.
Newman-Keuls post hoc teszttel végeztiink, az dbrakon megadott szignifikancia értékek
ezekbdl szarmaznak.

LA bemutatott Hoechst-Pl festés eredmények, bdr vizudlisan is értékelhetéek, minden
esetben igényelnék a kvantitdldst (szerencsére volt, ahol ez megtértént). A normadl
fibroblaszt kontroll bemutatdsa hidnyzik a 3.,12., 41., 45., és 48. abran.”

A fluoreszcens festést nem végeztiik el minden esetben fibroblaszt sejteken is, igy a 2f—
h, 1i, 6a-d, 12a, 13a,b és 14a—d tesztanyagok esetében. Ezek nagyobb részében a
tumorszelektivitas jellemzésére elégségesnek itéltik a fibroblasztokon, ill. immortalizalt
sejtvonalon (hTERT-HME1) kapott viabilitasi eredményeket. A 14c és 14d
szeszkviterpének esetében az izolalt anyagmennyiség korlatolt volta miatt kellett
lemondanunk a tervezett vizsgalatok egy részérél.

LA 16. dbran bemutatott kb. 20%-os pl6 ciklininhibitor mRNS szint névekedés
kismértékiinek tiinik ahhoz, hogy 6nmagdban megmagyardzza a BrdU inkorpordcio és
24 ords mérésben az S fdzisu sejtek aranydnak bemutatott mértékii csékkenéséet.”

A pl6 tumor szuppresszor 16. dbran bemutatott mRNS-szint(i valtozdsa valéban nem
magyardzza a BrdU beéplilésben és a sejtciklusban észlelt kezelésfligg6 valtozasokat. A
géncsendesités technikdjat eddig nem alkalmaztuk, de — részben az opponensi felvetés
kapcsan —tervezziik az modszer beépitését munkacsoportunk metodikai spektrumaba.

»A 41. oldalon szerepel a ,fdzisatmenetet facilitdld retinoblasztdma protein” kifejezés,
amely nem tul szakszerl, és a fehérje alapvetéen tumorszuppresszor jellegli funkcioja
miatt is félreérthetd. Kérdéses, hogy a Rb mRNS csékkenése hogyan fligg 6ssze az S
fazisba lépés gdtldsdaval és a BrdU inkorpordcio csékkenésével, hiszen ennek tankényvi
adatok alapjdn éppen az ellenkezéjét varndnk. ...”

A retinoblasztéma (Rb) protein fehérje-szint(i expresszidéjanak prezentdldsa valdban
precizebb kiértékelést és ovatosabb diszkutalast igényelt volna. A protein ismert
funkciéjabdl indultam ki, miszerint a foszforildlatlan forma gatolja a sejtciklus
progresszidjat, igy magyarazhatja a sejtciklus eloszlasaban és a BrdU beépiilésben
tapasztalt valtozasokat. Ezt az esetleges magyarazatot azért éreztem elfogadhatdnak,



18.

19.

20.

mert a kezelések (6a és 6b) joval nagyobb mértékben csdkkentették a foszforilalt
format, mint az 6sszes fehérjét, tehat csokkentették a Rb foszforilaltsagat. Elfogadom,
hogy az Western blot eredmények gondos kvantitaldsa robosztusabb kovetkeztetést
tett volna lehet6vé.

JA 21. és 22. adbrak megbeszélésének gondolatmenetét ellentmonddsosnak érzem: mind
a paclitaxel, mind a 2ME M-fdzisbeli akkumuldciot okoz, de kéziiliik a taxol serkenti, a
2ME pedig gdtolja a tubulin polimerizdciot. Ennek alapjdn a D-homodsztron H3 hiszton-
foszforilaciot gdtlohatdsa nem kévetkezhet annak MT polimerizdciora gyakorolt
hatdsabal. ...”

A D-homodsztron hiszton H3 foszforildcidra gyakorolt hatdsa alapjan azért tartottuk
célszer(inek megvizsgalni a tubulin polimerizacidjara gyakorolt direkt hatast, mert a
polimerizdciét bdarmilyen irdnyba eltolva hasonld sejtciklus zavart kaphatunk
(Nakagawa-Goto et al.,, 2016, Huang et al., 2018). Egyetértek azzal az észrevétellel,
miszerint a D-homodsztron tendenciaszer(ien csokkenti a tubulin polimerizacio
sebességét, igy a vegyililet direkt hatdasa nem zarhato ki. A duplikditumban végzett
munkat a kit gyartdi ajanlasan tul azért tartottuk elfogadhaténak, mert az assay nem
sejt alapu, igy kozelebb all a tisztan kémiai reakciékhoz (mint pl. a DPPH assay; 4.11.),
mint az altalunk végzett in vitro vizsgalatok tobbsége. Elfogadom, hogy a p21-p53
tengelyre gyakorolt hatas feltarasa tanulsagos lett volna.

LA 28B. dbra értelmezését segitette volna, ha azon a kombindcios kezelések mellett a
relevans 6ndllo kezelések (szolanidin szdarmazékok és doxorubicin) hatdsa is fel lett
volna tiintetve.”

A doxorubicin és szolanidin analdgok kombinacids vizsgalatainak bemutatasakor
valdban hasznos lett volna minden 6nallé kezelés hatdsat is feltiintetni (26. dbra B
panel). Az alkalmazott 0,1 uM-ban a doxorubicin mintegy 7%-ban gatolja az alkalmazott
sejtek proliferacidjat. Ez az adat sajnalatos modon csak az alapul szolgaldé és idézett
kdzleményben szerepel (Zupkd et al., 2014). A bemutatott kisérletsor a vegyiletek
rezisztencidra gyakorolt hatasara koncentral, azok 6nallé antiproliferativ hatasat csak a
kombindcidban hatasos vegyiiletek esetében hataroztuk meg (8c, 8e és 8h). A tobbi
vizsgdlat vegylilet doxorubicin jelenlétében is szerény — tébbnyire jéval 50% alatti —
hatdst mutatott, igy 6nallé hatdsukat nem tekintettik relevansnak.

»Ellentmonddsnak ldtszik, hogy a 8c azonos ddzisa a 24. érdra emelte az S és a G2/M
sejtek ardanydt (30. dbra), bar a 3H-citidin beéplilés csékkent (32. dbra). Ez valdsziniileg
azzal oldhato fel, hogy a ciklusbeli ardnyok relativ mutatok az 6sszes mért sejthez
képest, mig a 3H-citidin beépiilést 5 millio életben maradt sejtb6l mérték, ignordlva az
elpusztultakat.”

A 8c vegyllet sejtciklusra és 3H-citidin beépiilésre gyakorolt hatasa kozotti
ellentmondas nem oldhatd fel azzal, hogy az utébbi mdédszer eredménye ignorilja az
elpusztult sejteket. Ugyanis 24 o6ras behatas esetén a vegyiletnek szamottevé
antiproliferativ hatdsa nincs (Minorics et al., 2011). igy kiléndsen indokoltnak tartom
azon opponensi kritikat, miszerint a vegyillet hatasmechanizmusanak teljesebb
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feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényelt volna. Az emlitett kisérleteken kivil a tubulin
polimerizacidra gyakorolt direkt hatés is konkluziv lehet. Elképzelhets, hogy a 8c H-
citidin beépulésre gyakorolt hatdsa kevéssé relevans, ugyanakkor a tubulinra hatva
G2/M blokadot okoz 24 ¢éras inkubacidkor. Jelenleg folyamatban lévd vizsgalataink
szerint egyes androsztan szarmazékok fokozzak a tubulin polimerizacidjat és hasonld
sejtciklus blokadok okoznak.

»A 39. dbrdn bemutatott apoptdzis méréseknek az extrém magas 11a és 11d dozisok
mellet nincs sok értelme, ugyanakkor a limféma sejtek szaporoddsdt igen hatékonyan
gatlé 11c vegyiilet proapoptdtikus hatdsdt nem vizsgdltdk. A vegyiiletek és dozisaik
egyes kisérletekre torténd kivdlasztdsa ezek miatt dtgondolatlannak tiinik.”

A 11a és 11d alkaloidok 60 puM-ban torténd vizsgdlata valdban kevéssé konkluziv,
tovabba a 11c a limfoma mellett az adherens sejtvonalakon is kedvez6bb hatdst
mutatott, részletesebb vizsgalatdara mégsem kerilt sor. Ennek oka ezuttal is a
rendelkezésre 4all6 csekély mennyiség volt. Az alkaloid (pretazettin) kereskedelmi
forgalomban nem szerezhetd be, az altalunk vizsgalt minta névényi izolatum volt és az
SZTE Farmakognoziai Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre.

LA 63. oldal elsé bekezdésében a hTERT-HME1 12a-ra vonatkozo IC50 értékét (5,9 uM)
a referenciaként alkalmazott ciszplatin 2,0 uM-os értékével veti dssze, holott a két
vegyiiletnek vdrhatéan nem azonos a hatdsmechanizmusa. Egyébként is, a relevdns
Osszehasonlitdst tumorszelektivitds szempontjabol a malignus és nem malignus
epitelidlis sejtvonalak kézétt kellene végezni.”

A 12a vegyilet tumorszelektivitasat természetesen a tumorsejteken és az immortalizalt
sejten kapott ICso értékek 6sszevetésével kivantam jellemezni. Ezek az értékek 2,3-12,9
UM, ill. 5,9 uM voltak. Ezek alapjan legfeljebb az MBA-MD-231 és az A431 sejtek
esetében beszélhetlink szelektiv hatasrdl, ezeken a 12a ICsqg értéke 2,3 ill. 3,0 uM volt. A
ciszplatin hTERT-HME1 sejten mért ICsq értékével (2,0 uM) azt kivdntam bemutatni,
hogy a 12a alkaloid szelektivitasi adatai 6sszevethet6k a referenciaként alkalmazott és
a klinikumban is hasznalt hatéanyag mért értékeivel.

Azonos hatasmechanizmussal hatd referenciavegyiletet nem hasznalhattunk, mivel a
tesztanyagok hatdsmddja nem volt ismert. A ciszplatint, mint egy jol ismert
tumorellenes szert hasznaltuk az alkalmazott sejtvonalak érzékenységének
bemutatasara.

»A 63. oldalon igy fogalmaz: ,Az alkaloidok 0sszességében a Hela sejtvonalra
gyakoroltdk a legmarkdnsabb hatdst, amiben kiemelkedik a 12g.” Mivel a 12g
vegyliletet nem vizsgdltdk az MDA vonalakon és a T47D-n, kiemelkeddsége nem lehet
bizonyos. Az MDA-MB-231-re a 12a jobban hatott, mint a Hela-ra, tehdt elképzelhetd,
hogy a 12g is hatékonyabb az MDA-MB-231 gdtldsdban.”

Elfogadom Opponens kritikai észrevételét a 12a—h alkaloidok sejtosztédddasra gyakorolt
hatasaival kapcsolatban. A 12g vegyiletet (arborinint) 3 sejtvonaton nem vizsgaltuk, igy
valdban allapithatd meg, hogy az a Hela sejtekre gyakorolja a legmarkansabb hatast. A
rendelkezéslinkre all6 anyagmennyiség ezuttal is limitalt volt, ezért nem teljes a
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25.

26.

27.

bemutatott adatsor.

»A 41. dbrdrél nem lehet a szévegben leirt, apoptdzisra utaldo morfoldgiai jeleket
leolvasni, és az ott alkalmazott kezelési dozisok a citometrids mérésben nem okozzdk
jelentds szub-G1 frakcio megjelenését.”

A fluoreszcens kettds festés eredményérdl késziilt foték jellemzéen kevéssé adhatdk
vissza nyomtatasban, ill. vetitésben, monitoron torténé kiértékelésre azonban
alkalmasnak taldltuk. Igaz ez a 41. abrara is, igy az nem tamasztja ala az arrdl irt
szoveges értékelést. A festés sordn alkalmazott 10 uM még nem okozott emelkedést a
szubG1 allomanyban, ennek magyarazataként feltételeztiik, hogy ebben a kondiciéban
a magallomany mar kondenzalédik, er6sebb fluoreszcencidt ad, de a DNS még nem
elimindlddik a sejtbdl, igy nem jelenik meg a hipodiploid populaciéban. Nagyobb
koncentracidban (30 uM) mar észleltiik az emelkedett szubG1 allomanyt (42. dbra).

JA 42A és 42B dbrdk értelmezése kapcsan azt irja, hogy a ,kezelés ... emelte az S fazis
volumenét”. A diszkusszioban egy hasonlo vegyiilettel kapcsolatos irodalmi adatok
alapjén a G1-S dtmenet zavardt és a DNS szintézis gdtldsat jel6li meg lehetséges
okként, azonban ennek ellentmond az S fazis felszaporoddsa. A G1-S-G2/M ardanyok
eltoloddsa inkdbb az S fdzisban térténé megrekedésre utalnak, ami megengedett G1-S
dtmenetre, és S-fazis ellendrzési pont aktivaloddsdra utal, melyet okozhat pl. lezdratlan
replikdacios villa, replikdlatlan DNS, vagy a nukleoszomdlis 6sszeszerel6dés elmaraddsa.”

Elfogadom, hogy az S fazis emelkedését nem célszer(i Osszefliggésbe hozni a G1->S
atmenettel. Az idézett kozlemény szerzG6i egy komplex hatdasmechanizmusu szer
vizsgdlata soran tapasztaltdk az S populacio novekedését és a G1->S atmenet
gatoltsagara utald biokémiai eltéréseket (Leonce et al., 2001). Racionalis
megfontolasok alapjan nagyon is kézenfekvd az az opponensi megjegyzés, miszerint az
S fazis novekedése inkdbb funkcionalé G1->S datmenet mellett képzelhetd el.

,A 66. oldal mdsodik bekezdésében leirt 13%-0s és 14%-0s ABCB1 mRNS szint csékkenés
bioldgiailag jelentéktelennek tiinik. ...”

Egyetértek azzal, hogy az ABCB1 mRNS-szintli 15% alatti csokkenése nem magyarazza a
65-66. oldalon leirt szinergizmust. Ezért az értekezésben igyekeztem az idézett
eredmények megaddsa mellett azokat mértéktartéan interpretdlni. Elfogadom, hogy a
leirt szinergizmus mddjanak, mechanizmusdnak tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat kivan.

»A 49. dbradn, ill. annak dbraszévegében nincs feltiintetve, hogy a fehér oszlopok jeldlik
a kontrollt. Ugyanez az dbra a 48 ords kezelések esetén bemutatja a G1, S, és G2/M
fdzisok ardnydval egyiitt a szub-G1 sejtek ardnydt is. Ezeket az ardnyokat 6sszeadva
azonban nem 100%-ot kapunk, hanem jelentésen tébbet!”

A 49. dbra magyarazata sajnos valdban nem teljes, abbdl kimaradt, hogy a kezeletlen
kontrollt fehér oszlopok jelzik, ez csak az alsé panel feliratan lathatd. A sejtciklus
eloszlast bemutatd panelek nem tartalmazzdk a hipodiploid sejteket, mert ezt a
populaciét a kiértékeléshez hasznalt program (ModFit LT) kiildn adja meg. igy a
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sejtciklus paneleken az azonos szinl oszlopokat 6sszegezve 100%-t kapunk.

,Osszességében tobb olyan dbrdt mutat be a dolgozat, ahol néhdny (5-25) szdzalékos
vdltozdst a szerz6 matematikai alapon szignifikdnsnak mindsit, beléle mechanisztikus
kévetkeztetést von le, azonban az eredmény valddi bioldgiai jelent6ségét tovdbbi
(leszabdlyozadst, specifikus gdtldst vagy aktivdldst, megfelelé kontroll sejtvonalat, stb.
alkalmazo) kisérletekkel nem tamasztja ald, ill. alternativ, vagy pdarhuzamos folyamatok
lehetéségét nem tdrja fel.”

A viszonylag szerény (5-25%) kezelésfligg6 valtozasokra, ill. azok interpretdldsara
vonatkozd kritikai megjegyzést elfogadom, ezeknek farmakoldgiai jelentéséget csak
figgetlen mddszerekkel tortént megerGsités utan célszer( tulajdonitani. Ezek az okkal
kifogasolt eredmények jellemz6en PCR vizsgalatokbdl szdrmaznak. Részben jelen
észrevétel hatasara folyamatban lévé és kés6bbi vizsgalatainkban jobban kihasznaljuk a
Western blot mddszer elényeit.

LA Diszkusszio fejezet sok tekintetben ismétli az eredmények sordn mdr leirtakat,
ugyanakkor az olyan komplex folyamatokat, mint a sejtciklus, vagy az apoptozis,
bizonyos foku egyszertisitésekkel kezeli. ...”

A diszkusszidban igyekeztem a bemutatott eredményeket részben a vizsgalatokat
megalapozd el6zmények, részben mas munkacsoportok hasonlé eredményeinek
fényében értékelni. Célom volt az ismétlések keriilése, ill. minimalizalasa, egy szerény
mértékld redundanciat ugyanakkor elfogadhaténak tartok. A vizsgalt molekulak
gyogyszerjeloltként torténd, ipari szereplS altal végzett tovabbi fejlesztése kevéssé
életszerld. Ennek oka jelent6s részben éppen az azok hatdsait leird publikacio.
Meggy6z6désem ugyanakkor, hogy az értekezésben bemutatott munkakkal olyan
eredményeket sikerilt elhelyezniink a nemzetkdzi tudomanyos térben, ami indirekt
maodon hozzajarulhat — idedlis esetben a regisztracidig eljuté — Ujszerld hatéanyagok
tervezéséhez és fejlesztéséhez.

»A 83. oldalon leirt okfejtés, mely a p53 stabilizdldsdt jel6li meg a 7a vegyiilet
hatdsmechanizmusaként tdrgyi tévedést és logikai hibdt tartalmaz. Abbdl, hogy két
teljesen kiilénb6z6 hatdsmechanizmusu készitmény (transzkripciot gatld aktinomicin D
és nukledris exportot gatlo leptomicin B) hatdsdra két kiilbnbézé sejtben a p53 eltérd
mddon stabilizalddik, nem kévetkezik az, hogy az egyik sejtben ugyanez a p53 egy
harmadik féle vegyiilet célpontja. Azt pedig, hogy a roszkovitin szelektiven Hela
sejteken fejtené ki tumorellenes hatdsdt, mdr az eredeti kézlemények sem tdmasztjdk
ald, és az erre példaként idézett kézlemény sem szol errél.”

Elfogadom, hogy a 7a vegyiilet feltételezett hatdsmechanizmusanak leirdsa (83. old.)
nem eléggé szabatos. A roszkovitin Hela sejtekre szelektiv hatasa nem tdmaszthatd ald
az idézett kozleménnyel (Wesierska-Gadek et al., 2008). A kodzlemény szerzbi irnak
ugyan a roszkovitin HelaS; sejteken észlelt szelektiv hatasardl, am ez a szelektivitas
nem mas sejtvonalakkal tortént Gsszehasonlitasra vonatkozik, hanem arra, hogy a
vegyllet jelent6s direkt citotoxicitas nélkil reaktivalja a p53-t.

A masik idézett kozleményben a szerz6k 6t sejtvonalon vizsgaltak egy aszkorbinsav



adni.

szarmazékot és a legmarkansabb hatdst a Hela sejteken kaptak (Zhang et al., 2011).

A kovetkez6kben az opponensi véleményben feltett kérdésekre szeretnék valaszt

LA 3-metoxi-észtradiol antiproliferativ hatdsdnak vizsgdlata sordn az 1f és 1h erGsebb
gatldast fejtett ki, mint a 2h (5. tabldzat), ezeket miért nem tekintették érdemesnek a
tovdbbi vizsgdlatra?”

Az 5.1.1. fejezetben bemutatott 16-triazolil-6sztran szarmazékok kozil a Hela sejteken
kapott ICsp alapjan az 1f és 1h érdemes lett volna tovabbi vizsgalatokra. Eredményeink
szerint a 17-es helyzetd hidroxilcsoportra B térallasa kedvezébbnek bizonyult, ezért
valasztottunk ezek koziil harom vegyiletet (2f-h), mig a 17a-hidroxilcsoportot
tartalmazé analdgok kozil egyet, a mindharom sejtvonalon kedvezd ICsy értéked add
1i-t tovabbi in vitro tesztekre.

,Ugyanitt (és a 13a-6sztron sorban is), mivel magyardzhaté nagyobb ddzisokndl az S-
fazisban Iévé sejtek ardnydnak névekedése, ami ellentmond az antiproliferativ
hatdsnak, és a cs6kkent Cdc25B expresszionak is?”

A S-fazis gyarapoddsa a Cdc25B expresszidjanak mérsékelt mRNS-szintl csdkkenésével
nem vart eredmény. Az értekezésben ezzel kapcsolatban idézett kézlemény szerint a
faktor expresszidjanak emelkedésekor jelentésen fokozddik a G2/M populacid, kevésbé
az S-fazis (Gabrielli et al., 1996). A szakirodalomban ugyanakkor nem példa nélkili az
altalunk leirt jelenség. Egy novényi szteroid glikozid SCC-15 laphamrak sejteken
csokkentette a Cdc25A, -B és -C fehérje-szint(i expresszidjat és jelentGsen fokozta az S
és G2/M populaciok aranyat. A szerz6k az észlelt hatdsokat a p38 aktivacidjaval hozzak
Osszefliggésbe, ami Cdc25 izoformak gatlasan keresztil a CDK1 — ciklin B komplex
gatlasat eredményezi (Ke et al., 2016). Hasonlé jelenséget valtott ki a kriptolepin
lapham sejtvonalakon (SCC-13 és A431), kiegészilve a ciklin A, D1 és E
downregulacidjaval (Pal and Katiyar, 2016). Sajat eredményeinkkel kapcsolatban is
valdszinUsithets a tovabbi ciklinek expresszidjanak befolydsoldsa. Emellett nem zarhaté
ki, hogy a CDK1 - ciklin B komplexre gyakorolt hatasbdl eredé G2/M blokad
megmutatkozik az S-fazisban is.

,Ugyanezen vegyiiletek vizsgdlata kapcsan vajon mivel magyardzhaté a CDK1 mRNS
cs6kkenése? (6. abra)”

Ismert, hogy a ciklindependens kindazok proteinszintl expresszidja allandd a sejtciklus
soran, ugyanakkor a farmakoldgiai beavatkozasra torténé hasonld valtozas nem példa
nélkuli (Yang et al., 2017, Su et al., 2018). A tapasztalt mRNS-szint{ valtozas oka,
mechanizmusa nem ismert, a korabban (észrevételekre adott valasz, 28. pont) leirtak
alapjan bioldgiai relevancidgja nem meghatdrozd. Az expressziéra vonatkozd
vizsgalatainkat a kés6bbiekben fehérje-szinten tervezzik elvégezni.
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,Van-e arra a tendencidra magyardzat, hogy a 3-metoxi-dsztradiol szarmazékok
17béta-OH, mig a 13a-6sztron sor tagjai 17alfa-OH sztereomér formaban gdtoltak
hatékonyabban a proliferdciot?”

A 17B-OH csoport mellett kifejezettebb hatast mutaté 3-metoxi-Osztradiol
szarmazékokkal (1a—I, 2a—1) szemben a 13a-6sztron sor vizsgalt elemei (5a—e) minden
esetben 3-benzil szunsztituenst tartalmaztak, aminek meghatdrozd szerepe lehet az
antiproliferativ hatds kivaltasaban. Ebben latjuk a konfiguracid-figgé hatasbeli
eltérések lehetséges okat.

JA 14. dbra kapcsén ezt irja: ,..a gdtlds mértéke meghaladta az azonos
koncentrdcioban (10 uM) alkalmazott ciszplatin hatdsdt. Ebbdl arra kévetkeztethetiink,
hogy 6a és 6b direkt mddon gdtolja a DNS szintézisét." Miként kévetkezik a direkt hatds
vélelme a ciszplatinéndl er6sebb hatdsbdl?”

Az észlelt hatdsok kvantitativ elemzésébdl altaldban nem koévetkeztethetlink a hatds
maodjara, ez természetesen jelen esetben is érvényes. A megfogalmazds nem kellGen
szabatos, a direkt hatast a BrdU tumorsejtekbe torténé beépilésének gatlasara
vezettlik vissza, a ciszplatint referenciavegyiletként alkalmaztuk.

,Miért a ciszplatin képezte a referencia standardot, annak ellenére, hogy annak ismert
hatdsmechanizmusa feltehetéleg nem dll kapcsolatban a tesztelt vegyiiletek
hatdasmechanizmusaval? (Ez  vonatkozik a ciszplatin  standardként  térténd
felhaszndldsdra a dolgozat tovabbi részeiben is.)”

A vizsgalt vegyiletek pontos hatasmechanizmusa nem ismert, igy le kellett mondanunk
arrol, hogy hatasmddban azonos referenciavegyitiletet hasznaljunk. A ciszplatin klinikai
relevancidval is rendelkez6, jol ismert hatéanyagként keriilt kivalasztasra. Az Uj
vegylleteket hatasainak kvantitativ bemutatasara (pl. 1Cso érték) véltik célszerlinek az
altalanos ismert standard hasznalatat.

»Mivel magyardzhatd, hogy a szolanidin szarmazékok kéziil némelyik (8k) dozisanak
megtizszerezése akdr 74-szeresére névelte, mig mdsoké (8f) akdr 30-addra csékkentette
a rodamin akkumuldciot jellemzé FA (fluoreszcencia ardny) értéket (27. tabldzat)?”

A rodamin akkumulacids vizsgalat tapasztalatink szerint kevéssé kvantitativ szemléletd,
a kapott eredmények gyakran nem mutatjak a vart dozis-hatds 6sszefliggéseket. Ezt
mas munkacsoportok is tapasztaltdak (pl. (Das et al., 2016)). A legkézenfekvébb
magyarazat a magas alkalmazott koncentracidkban lehet (400 uM), ami a legtobb
tesztanyag esetében a rovid behatasi id6 miatt megengedhetS. A tesztanyagok egy
része azonban lehet toxikus a nagyobb koncentrdcidban, a karosodott membran miatt
dramaian csokkenhet a rodamin akkumuldcidja. Az ABC transzporterekre hatd szerek
hatdsainak értelmezésekor figyelembe kell venni, hogy azok lehetnek szubsztratok és
inhibitorok, igy nem meglepd, hogy az ABCB1 funkcionalis vizsgalatakor tobb hatéanyag
is harang alaku dozis-hatas gorbét produkal (Egido et al., 2015). Mindenek alapjan a
rodamin akkumulacids vizsgalatok eredményeit nem kivantuk mennyiségileg
értelmezni. Ehelyett két koncentracidoban végzett mérések alapjan ki kivantuk jeldli
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azokat a szarmazékokat, melyek interakcidba lépnek a transzporterrel, igy varhatd azon
keresztil kialakuld effektus, ami a szubsztrat hatasanak modosuldsaban jelentkezik.

»Ugyanitt a HL-60-ra kifejtett hatdsok vizsgdlatdhoz miért éppen a 8c, 9a, 9g
vegylileteket vdlasztottdk, annak ellenére, hogy a 9a és 9g vegyiiletek citosztatikus
hatdsa a kitapado sejtekre elhanyagolhatd volt, és dltaldban a 3-acetilezés egyébként is
rontotta a hatdst?”

Az adherens sejteken leghatdsosabbnak talalt 8c mellé indokoltnak lattuk kevéssé
hatdsos anyagok tesztelését leukémia sejteken, hogy képet kaphassunk az észlelt
hatasok altaldanos jellegérél. Elfogadom, hogy a vegylletek kivalasztdsa nem volt
kell6en alapos, a leghatékonyabb vegyliletek tovabbi vizsgdlataval minden bizonnyal
relevansabb eredményekhez juthattunk volna.

,A 30. dbra tanusdga szerint a 8c 6 mikromoldris koncentrdcioban 24 dérds kezelés sordn
emelte az S és a G2/M sejtek ardnyadt, viszont az apoptotikus sejtek ardnya ekkorra a
kontroll szintjével volt azonos, mig a 8. draban még meghaladta a kontroll 6tszérését.
Ismert-e adat a sejtciklus 8. ords értékeirdl? Lehetséges-e a megfigyeléseket eqy k6zds
hatasmoddal magyardzni, vagy két eltéré hatdssal dllunk szemben, amely eltéré
szubpopuldcidkban okoz, eltéréd idéfiiggéssel, G2/M blokkot és apoptozist?”

A 8c vegyililet hatdsara apoptotikus HL-60 sejtek aranyaban lathatd ellentmondas okat
abban latom, hogy a felvetésben szerepl6 két adatsor eltéré moédszertannal késziilt, a
két alkalmazott modszer eltéré id6beliséggel detektalja az apoptozis jelenségét. A 31.
abran a 8c 6 uM-ban mar 8 dra utan is megtobbszorozte az apoptotikus sejtek aranyat.
Az dbra Hoechst — propidium festés eredményét tartalmazza, a felvételek értékelésekor
apoptotikusnak tekintettiik a Hoechsttel intenziven fest6d6 sejteket, ami a sejtmag
kondenzaciodjara utal, am abbdol még nem feltétlenil tortént DNS eliminacio. A 30. abra
szerint ugyanez a koncentracié 24 6ras behatas utan nem emelte apoptotikus sejtek
aranyat, am ez jelen esetben a szubG1 populdciot jelenti. A sejtciklus analizis a DNS
vesztést mutatja apoptotikus jegyként, ami a nuklearis kondenzdacié utan kovetkezik be.
Szerencsésebb lett volna az eredmények leirasakor megadni, hogy adott esetben mit
jelent az apoptotikus populacié. Sejtciklus analizist 8 dras expozicié utdn nem
végeztiink.

»A 17B-HSD1 inhibitorok antiproliferativ hatdsdnak vizsgdlata kapcsdn azt irja, hogy a
»Szteroidmentesitett médiumban tendenciaszeriien magasabb IC értékeket kaptunk, dm
az eltérés nem nagysdgrendnyi, igy feltételezziik, hogy az antiproliferativ hatds
létrejottében az dsztrogének metabolizmusdra gyakorolt hatds nem jdtszik szerepet”.
Nem nyilvanvaldé szamomra, hogy ha a vegyililetek eredeti célia a HSD gdtldsa, miért
itéli ezt a hatdst, ami a teljes hatds mérhetS része, semmisnek. Miért elvdrds a
nagysdgrendnyi kiilbnbség a steroid-mentes és steroid tartalmu médiumban kifejtett
hatdsok k6zétt? A kisérlet értékelése annyibdl is bonyolult, hogy nem vildgos, a steroid
megvondsnak 6nmagdban milyen hatdsa volt a proliferdcidra, hiszen a bemutatott
adatokbdl ugy tiinik, csak a steroid megvondst kévetd relativ inhibitor hatdst mérték, a
megvonds és az inhibitorok kézés, kontrollhoz viszonyitott hatdsdat nem.”
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Meggy6z6désem, hogy a vizsgalt 17B-HSD1 inhibitorok antiproliferativ hatasaban nem
jatszik jelent6s szerepet a megcélzott target bénitdasa. A standard médium ugyanis
tartalmaz  Osztradiolt, igy a 17B-HSD1 gatlasa nem  eredményezhet
Osztrogénmegvonast. A szteroidmentes médiumban pedig az enzim szubsztratja, az
dsztron is hidnyzik, a géatlasbdl ezért nem eredhet jelentds hatds. Igy a kétféle
médiummal elvégzett kisérletekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a vegyliletek hatdsa
Osztrogének jelenlétében, ill. azok hianyaban hasonlé eredményeket adnak. A
szteroidmentesités proliferaciora gyakorolt hatdasat nem vizsgaltuk. Az adatok utdlagos
értékelésekor azt taldltuk, hogy kétféle médiumban mért kontroll abszorbanciak kozott
nincs jelent6s eltérés. A tesztanyagok hatékonysagaban altaldaban akkor varhato
vizsgalati korilményektdl fliggd, jelentds eltérés, ha az adott koériilmény meghatdrozza
a hatdst (pl. egy receptor jelenléte, ill. hidnya a vizsgalt rendszerben). llyen esetekben
gyakori a nagysdgrendnyi eltérés a hatékonysagot leiré paraméterekben. Ezért az I1Csq
értékekben mért eltérésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a tesztelt 17B-HSD1
inhibitorok antiproliferativ hatasaban az dsztrogének jelenlétének, ill. hianyanak nincs
meghatdrozd szerepe.

,Ugyanitt mi lehet az oka, hogy a legtébb 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 — észtron utvonalnak, hanem
a HSD17B1 enzimet nem igénylé, tesztoszteronon keresztiil elddllitott 6sztradiolnak
van? Mennyire specifikusak ezek az inhibitorok a tébbi HSD17 izoenzimre ?”

Az alkalmazott sejtvonalak expresszaljak a 17B-HSD1 enzimet, am a fentebb emlitett
megfontolasok alapjan nem feltételeziink meghatarozo jelentGséget a vegyliletcsoport
antiproliferativ hatasaban, igy a Hela sejtek érzékenységében sem. A Hela sejteken
mért tendencidzusan alacsonyabb [Csy értékeket inkdbb a sejtvonal altaldanos
érzékenységével hozzuk Osszefliggésbe, ami a tobb vizsgalt vegyiletcsoporton, ill.
vegylleten is megmutatkozott (pl. 16-triazolil-6sztranok, 06sztron-16-oximook, D-
homodsztron). A tesztelt 17B-HSD1 inhibitorok szelektivitasai adatait a szintézist végzé
munkacsoport publikdlta (Marchais-Oberwinkler et al., 2008, Bey et al.,, 2009,
Marchais-Oberwinkler et al., 2011). A vizsgalt vegylletek kozil a 10c két
nagysagrenddel alacsonyabb ICsy értékkel hat a 17B-HSD1 enzimre, mint a 17p3-HSD2-
re. Ez az eltérés a 10b, 10d,c, 10g,h esetében egy nagysagrendnyi, mig a 10a és 10f nem
szelektiv. Az 6sztrogén receptorokhoz egyik vegyiilet sem mutat jelentGs affinitast.

,A tovdbbi, HelLa sejteken végzett sejtciklus vizsgdlatok kapcsdn felmeriil a kérdés, hogy
ha a 10b és 10c vegyiiletek gdtoltdk a BrdU inkorpordciot, hogyan fokoztdk
egyszersmind az S fazisban 1évé sejtek ardnydt a 48 ords mérésben. A 34. és 35. dbrdn
bemutatott kisérleteket lehet-e koherensen értelmezni, és bel6liik egységes narrativdat
osszedllitani arrél, hogy a nyilvanvald, és a 10e és 10f esetén kaszpdz aktivdlds
mérésével aldtdmasztott apoptozist az inhibitorok hogyan vdltjdk ki, vagy, hogy a
pdrhuzamosan megjelené G1/S és G2/M blokk hogyan értelmezhetd, és oka lehet-e
valamelyik az apoptdzis kialakuldsanak? Miért vdlasztotta az apoptdzis vizsgdlatdhoz a
10e és 10f, mig a géneszpresszio vizsgadlatdhoz a 10a, 10b és 10f anyagokat, igy egy
vegyiiletre sziikitve az dtfogobb kép alkotdsdnak lehetdségét?”
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13.

14.

15.

A 10b és 10c vegyliletek 24 6ras behatas utan csokkentette a BrdU inkorporaciot, ami
aldtamasztja a sejtciklus analizisben taldlt csokkent S fazist. A két vegyiilet 48 6ras
inkubdcido utdn emelte az S fazist. A vegylletek pontos hatdsmechanizmusdnak
feltdrdsdra nem elégségesek az elvégzett vizsgalatok. Az S populdcid 24 dbrdban
tapasztalt dltaldanos csokkenése miatt a G1->S dtmenetre koncentraltunk. A
fazisatmenetet, mint tdmaddspontot aldtdmasztjak a regulacids faktorok expressziébeli
valtozasai: a p53 és p21 tumorszuppresszorok expresszidja fokozddott, a CDK2-é
csokkent. Ezen effektusok relevancidjat csokkenti, hogy a valtozasokat csak mRNS-
szinten mutattuk. ki. A 10e és 10f vegylletek esetében a sejtciklus eredmények
ismeretében indokolt lett volna a G2/M blokad kisérletes megkozelitése is (pl. tubulin
polimerizacié vizsgalata). A 10e és 10f esetében a kaszpaz-3 aktivitdsdnak vizsgalatat az
indokolta, hogy ezek idézték el6 a legkifejezettebb szubG1 fokozédast, a 10a, 10b és
10f vegylletek pedig a kifejezett S fazis csokkent6 hatasuk miatt lettek géneszpresszio
vizsgalatra kivalasztva. Elfogadom, hogy a vegylletek koncentraltabb kivalasztasa
meggy6z6bb konkluzidkhoz vezethetett volna.

LUgyanitt miért az Rb és a CDK2 mRNS szintli expressziojat vizsgadltdk, és nem az
aktivaltsagi dllapotukat (nem-foszforilalt Rb, ciklin E koncentrdcio, E2F magi
transzlokdcid)?”

Egyetértek a felvetéssel, a sejtciklust szabalyozo faktorok egy részénél kevéssé relevans
az mRNS-szint(i expresszid, és mindenképpen indokolt a proteinszintli meghatarozas,
kilon a foszforildlt és nem foszforildlt formdkra. Korai kisérleteink sordn
megelégedtiink az mMRNS-szint(i expresszid eredményeivel. KésGbbi vizsgalataink
alkalmaval — igy pl. a 6a és 6b vegyiletek esetében — mar fehérje-szinten detektaltuk az
Rb és foszforilalt Rb fehérjék mennyiségét.

,Tekintve, hogy a 11c vegyiilet az egér limfoma sejten ABC transzporter hianydban igen
hatékony volt, és a HL-60 humdn leukémia sejteket is téobb mds kisérletben sikerrel
haszndltak célpontként, felmeriilt-e a tovabbiakban a 11c hematopoetikus malignitdsok
irdnti szelektivitdsdnak és specifikus hatdsmechanizmusdnak bévebb vizsgdlata a HL-
60, esetleg tovabbi hasonld sejtvonalak bevondsdval?”

A 11c vegyllet, a pretazettin valdban igéretes hatdsokat mutatott, tovabbi részletes
vizsgalata tobb iranyban is indokolt lett volna. Ezt azonban akadalyozta a
rendelkezéslinkre allé6 korlatozott mennyiség, az alkaloid kereskedelmi forgalomban
nem szerezhetd be.

,Lehet-e tudni, hogy a doxorubicinnel kombindlt 11a, de féleg 11c kezelés esetén a
szinergizmust inkdbb az ABC transzporter-miikédés gdtldsa, vagy a koézvetlen (a
doxorubicintél eltérd utvonalon hatd) antiproliferativ hatds okozza?”

A 4 kombinaciéban vizsgalt alkaloid kozll (11a—d) a 11c mutatta a legkisebb inhibicids

indexet a checkerboard vizsgalatban, dm az interakcié médjanak feltérképezésére nem
végeztink tovabbi kisérleteket, részben a fent emlitett okok miatt.
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16.

17.

18.

19.

LA 12a IC50 értéke MCF7 és MDA-MB-231 esetén 4,5 és 2,3 uM, viszont szamottevd
apotozis és valamelyes (nem tul nagy, bdr matematikailag szignifikans) kaszpdz-9
aktivdlds csak 30 uM-ndl ldthatd. Ennek fényében tekinthet6-e a proliferdcio-gdtlds
lényeges elemének az apoptdzis aktivdldsa?”

A 12a vegyiilet, az izogravakridon-klorin szerény mértékben valtotta ki az apoptotikus
markereket: a szubG1 populdciéo emelkedését és a kaszpaz-3 aktivalddasat, igy indokolt
az a megadllapitas, miszerint a vegyllet antiproliferativ hatdsaban az alkalmazott
sejtvonalakon az apoptdzis indukcidja nem meghatarozé hataselem.

,Mi lehet az oka, hogy az MDA-MB-231 sejtekben nem jén létre membradn
permeabilizdlds 12a kezelés hatdsdra, de az MCF7 sejtekben létrejon (41. dbra)?”

A fluoreszcens kettds festés eredményét az akridonvazas alkaloidok esetében
kvantitativn. mdédon nem értékeltik, célunk a nuklearis kondenzacié és a
membrankarosodds kimutatdsa volt. Ez utdbbit csak az MCF7 sejteken tapasztaltuk. A
két sejtvonal eltéré viselkedésének oka nem tisztazott, de feltételezhetd, hogy az
Osszefligg a két sejtvonal jelentds biokémiai eltérésével. Az MCF7 sejtek ugyanis a
CASP3 gén delécidja miatt nem expresszalnak funkcionalé kaszpaz-3 enzimet (Janicke
et al., 1998). A sejtvonal ugyan képes apoptozisra, am kézenfekvs, hogy sejtkarositd
stimulusok, jelen esettben a 12a kifejezettebb a nekrotikus sejtpusztulast okoznak,
amit alatamaszt az altalunk tapasztalt propidium felvétel.

LA Rutaceae névényfajokbdl izoldlt alkaloidok hatdsvizsgdlata szépen kivitelezett, és
kerek térténetet ad. Sajndlatos, hogy csak Hela sejteken volt kimutathato jelentds
hatds, ugyanakkor biztato, hogy MRC-5 sejtekre nem volt befolydssal a 13a és 13b
vegyiilet. Volt-e lehetGséglik azota mds sejteken is tesztelni ezeket a vegyiileteket?”

A vizsgalt kinolinvazas alkaloidok (13a—k) is novényi eredetliek voltak, kivonasuk és
azonositasuk az SZTE Farmakognodziai Intézetében tortént. A rendelkezésre allo
mennyiség ezekbdl is limitalt volt, a két hatékony alkaloid kereskedelmi forgalombdl
nem szerezhet6 be. Ezért meg kellett elégedniink a bemutatott vizsgalatokkal.
Opponens altal felvetett vizsgalatok indokoltsagat jelzi ugyanakkor, hogy mas
kutatdcsoportok is vizsgdltak ezeket a vegylileteket tovabbi adherens sejtvonalakon,
am az antiproliferativ hatas mechanizmusat kevéssé tarjak fel (Richardson et al., 2016,
Suhaimi et al., 2017, Zuo et al., 2018).

A szeszkviterpének vizsgdlata sordn megfigyelhetd egy G1/S blokk, de a ciklin E szintjét
mégsem vizsgadltak. Ugyanakkor mintegy 25%-kal csékkent ciklin B2 szintet mértek,
amely csokkenés akkor értelmezheté egyértelmiien megnévekedett G2/M frakcio
okaként, ha megkiilénbéztetjiik a G2 és az M fazisban Iévd sejteket. Tortént-e ezirdnyu
kisérlet, tekintve, hogy az alfejezet konkluzidjaként a vegylileteket tovdbbi vizsgdlatokra
érdemesnek tartottdk?”

A szeszkviterpének (14a—d) vizsgalatai soran a sejtciklus eredmények birtokaban a

G2->M atmenetre koncentraltunk és ezt az effektust a 7a vegyilet (D-homodsztron)
esetében elvégzett kisérletekkel szerettiik volna jellemezni. A limitalt anyagmennyiség

15



miatt sajnos ezek komplettalasat sem tette lehet6vé, igy a tovabbi — az S populacio
csokkenését magyardzé - kisérletekre nem kerilt sor. Egyetértek Opponens
felvetésével, kiilondsen a 14a vegyllet esetében lenne indokolt a G1->S atmenet
regulacidjanak vizsgalata.

Végezetll ismételten koszondm Professzor Ur részletes értékelését, kritikai
észrevételeit, tanacsait. Meggy6z6désem, hogy mindez jelent6sen hozza fog jarulni
munkacsoportunk  jov6beli eredményeihez, kisérleteink tervezéséhez, munkdank
mingségéhez.

Tisztelettel kérem az opponensi biralatra adott valaszaim elfogaddsat.

Szeged, 2018. majus 22.

Dr. Zupkd Istvan
egyetemi docens
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