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Biralat Zupko Istvan Természetes vegyletek és szintetikus szteroid anal6gok
antiproliferativ hatdsanak vizsgalata cimtit MTA doktori értekezésér6l

A disszertacio a jeldlt antiproliferativ hatasti gyogyszerjelolt molekuldk kutatasa
terén az elmalt 10-12 évben végzett munkéjdnak eredményeit mutatja be. A
vegylileteket tekintve a merités két nagy csoportra oszthatd; tobbféle szteroid analdgot,
valamint novényi alkaloidokat/kivonatokat vont szisztematikus vizsgalat ala. A szteroid
analogok esetében tanulmdnyozta a szerkezet-hatas Osszefiiggéseket, a ndvényi
kivonatok esetében pedig bemutatja a hatasvezérelt frakcionalast, amivel a kivonat adott
aktivitassal rendelkez0 tartalomanyagai meghatarozhatoak.

A vizsgalatok altalanos sémaja a kovetkezd volt: a vegyiiletek szlirése
antiproliferativ hatdsra MTT teszttel; a potens antiproliferativ vegyiiletek esetében a
sejtciklus-eloszlas vizsgalata; valamint a proapoptotikus hatds igazolasa a jellegzetes
morfoldgiai valtozasok kimutatdsaval (fluoreszcens kettds festés alkalmazasa) és a
kaszpazok aktivitasanak mérésével. Ezt egészitette ki a tapasztalt sejtciklus eloszlas és
az irodalmi adatok alapjan valosziniisitett, a sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo
faktorok kifejezddésének vizsgalata, tobbnyire mRNS szinten. Egyes vegyiiletek
esetében felmeriilt, hogy gatolhatjdk az MDR-transzporterek kozvetitette rezisztenciat
¢és ennek felderitésére is torténtek vizsgalatok.

A tanulményozott vegyiiletcsoportok kivéalasztasa megfeleléen indokolt, az
alkalmazott vizsgalomodszerek jol ismertek, széles korben alkalmazottak. A kisérletek
kivitelezése nagyon pontos volt, a 3-4 parhuzamossal végzett mérések esetén is igen
kicsi a szérds. Az egyes vegyiiletcsoportokkal végzett méréssorozatok eredményeinek
bemutatdsa koherens és megfeleld az Osszevetésiik a konkrét irodalmi elézményekkel,
adatokkal. Ugyanakkor némi hidnyérzetet ad, hogy a szerzé nem torekszik arra, hogy
OsszekOsse/Osszevesse a sajat mérései alapjan hasonldéan viselkedd vegyiileteket,
kiemeljen bizonyos kozOs vonasokat. A hasonléan megvaltozott sejtciklus-eloszlas

hatterének felderitésére esetenként mas-mas tipust vizsgalatokat végez. Az irodalmi



elézmények alapjan valasztja ki ezeket, mégis talan lehetdség lett volna tobbfelé is

vizsgaldodni, szintetikus igénnyel tekinteni a kiilonféle méréssorozatokra.

Altalanos észrevételeim, megjegyzéseim:

Bar a citosztatikus és a citotoxikus hatas kifejezés alkalmazasaban a szakirodalom
sem igazan konzekvens, ezek szinonimaként vald hasznilata a dolgozatban
helyenként zavard, pl. a 7. oldal masodik bekezdésében (,,A klasszikus citotoxikus
szerek terapias korlatai jol ismertek; tumorszelektivitasuk a gyors osztodas gatlasan
alapul, igy kevésbé befolyasoljak a lassan osztodd malignus sejteket, ugyanakkor
kifejezetten toxikusak az ¢lettanilag gyorsan o0sztddd sejtekre. Ez utobbi
tulajdonsagbol erednek a citosztatikumok altaldnos mellékhatasai, pl. alopécia,
csontveld depresszid”).

Nem egyértelmii a kiilonbségtétel az antiproliferativ és a citotoxikus (a sejtek
¢letképessége) hatas kozott az inkubacids idok alapjan. Az apoptotikus sejthalal
jelei tobbnyire legaldbb 48 ¢s nem 24 6ra kezelés utan figyelhetok meg.

A vegyiiletek antiproliferativ hatdsdnak tumorszelektivitisat a nem daganatos
eredetli, de transzformalt sejtvonalakon mért IC50 értékek alapjan allapitja meg a
szerz0. Primer sejtkulturan (pl. fibroblaszt, HUVEC) végzett mérés erre
alkalmasabb lett volna.

A vegyliletek tumorszelektivitasat a ciszplatinéhoz hasonlitja. Esetenként azonban
csupan a nem-daganatos sejtvonalon kapott IC50 értékeket hasonlitja 6ssze (pl. 78.,
81.oldal), ami 6nmagaban nem alkalmas a szelektivitas jellemzésére.

Bar tobb vegylilet esetében deklardlja a tumorszelektiv antiproliferativ hatast, a
daganatos és nem-daganatos sejteken kapott IC50 értékek kozott sokszor legfeljebb
kett6-négyszeres az eltérés (néhany kivétellel, pl. a 8c vegyiilet esetében HL-60
sejtre). Ekkora (és nagyobb) kiillonbségek egyes vegylileteknek a kiilonb6zo
daganatos sejtvonalak esetében tapasztalt hataser0ssége kozott is van. A vizsgalt
vegyiiletek tumorszelektivitasa tobbnyire csekély.

A rezisztencia revertald hatas kifejezést keriilném. Nem egzakt és magyarul nagyon

rosszul hangzik.



Néhany konkrét észrevétel, megjegyzés:

A szteroid analdogok bemutatasdnal a szerkezet-hatds vizsgélatok leirasanak
kovetését konnyitette volna, ha a szokdsoknak megfeleléen megadja a szénatomok
szdmozasat.

A T7a vegyllet esetében felmertiilt kozvetlen gatld hatasa a tubulin polimerizaciora.
A tubulin polimerizacora gyakorolt hatds in vitro vizsgéalata sordn miért a
polimerizacié sebességét fokozo paklitaxelt és miért nem az azt gatldo vinca
alkaloid(ok)at alkalmaztak referenciaként? Miért nem vizsgaltak ezen a teszten a
referencianak tekintett 2ME-t?

A 7a vegylilet HeLa sejtekre szelektiv antiproliferativ hatasanak diszkussziojaban
felveti a p53 funkcidjanak helyreallitasat/javitasat. Végeztek vizsgalatokat ennek
igazolaséara?

A 8c vegyiilet ribonukleotid reduktazt, igy a DNS szintézist gatld hatasanak
magyardzatara elegendd antioxidans aktivitdsanak igazoldsa? Megerdsitette ezt
esetleg masik antioxidans vegyiilet ribonukleotid reduktdz gatlé hatdsanak
vizsgalataval/kimutatdsaval? Végeztek-e mérést a vegyiilet DNS szintézist egyéb
mechanizmussal gatlo lehetséges hatdsanak vizsgalatara, pl. a BrdU beépiilésének
méréseével?

Az ABCBI transzportert befolyasold hatds vizsgalatanal tobbnyire nem talalt
Osszefliggést a teszt vegyiiletek transzportert gatlo hatasa (rodamin akkumulécio) és
a transzportert expresszaldo sejteken a doxorubicin antiproliferativ hatasanak
potencirozéasa kozott. Hidnyolom a vegyliletek ¢és a doxorubicin egylitthatasanak
vizsgalatat (vagy annak bemutatdsat) a transzportert nem expresszald parentalis
sejteken, ami taldn magyarazattal szolgalhatna.

Valoban elegendd lehet a transzporter expresszidjanak kb. 15%-os csokkenése
(mRNS szinten) a doxorubicin hatas potencirozasara a 12d és 12e vegyiiletek

esetében?

Osszességében megéllapithaté, hogy Zupké Istvan szisztematikus, jol dtgondolt, a

szakirodalom alapos ismeretével tervezett kisérleteket végzett antiproliferativ hatast

vezérmolekulak megismerésére szteroid analogok és novényi hatéanyagok korében. A

potens antiproliferativ hatdsu molekuldk esetében a lehetséges hatdsmod felderitésére

tovabbi vizsgalatok is torténtek. Eredményeit elismert szakmai folyodiratokban kozolte.



Uj tudomanyos eredményként fogadom el

A szteroid analdgok esetében tett fontos megallapitasokat a szerkezet-hatés
Osszefiiggések vonatkozdsdban. A potens vegyliletek proapoptotikus hatdsanak
igazolasat morfoloégiai moddszerrel ¢és a  kaszpazok  aktivitdsdnak
meghatarozasaval.

Az 0Osztron-16-oxim szarmazékok DNS-szintézist gatlé hatasanak és a G1—S
atmenetet szabalyoz6 faktorokra gyakorolt hatdsdnak kimutatasat.

A D-homoosztron HelLa sejteken szelektiv, hormondlis hatastol fliggetlen
antiproliferativ, proapoptotikus hatdsanak kimutatasat.

A szolanidin analogok antiproliferativ hatdsanak, valamint ABCB1 transzporter
miikodését gatlo  és/vagy doxorubicin antiproliferativ  hatdsit fokozo
tulajdonsdganak kimutatasat rezisztens limfoma sejteken. A leghatékonyabb
szolanidin anal6g antioxiddns hatdsdnak, valamint a citidin DNS-be valo
beépiilését gatlo hatdsanak bemutatasat HL-60 sejteken.

Egyes 14B-HSD1 gatlo hatas vegyiilet hormonalis hatastol fliggetlen
sejtosztodas-gatld hatasanak igazolasat. A legpotensebb szarmazékok esetében
DNS szintézist gatlo, proapoptotikus hatasuk kimutatasat.

Kiilonb6z6 ndévényi alkaloidok esetében a szdmos daganatellenes szerrel
szemben kialakuld rezisztencidban szerepet jatsz6 ABCBI transzporter
aktivitasat gatlé hatdsuk és/vagy a doxorubicin antiproliferativ hatasat fokozo
aktivitasuk kimutatasat rezisztens sejtvonalon.

Néhany relevans novényfaj antiproliferativ hatasdnak sziirésére tervezett
vizsgalattal, a hatasos extraktumok tovabbi, hataskovetd frakcionédlasaval eddig
nem ismert vagy farmakologiailag kevéssé ismert természetes molekuldk
feltarasat. Négy szeszkviterpén esetében proapoptotikus aktivitasuk, valamint a
sejtciklus zavarat okozd szabalyozo faktorok mRNS szinten megvaltozott

expressziojanak kimutatasat.

A fentiek alapjan a benyujtott disszertacidt nyilvanos vitara alkalmasnak tartom.
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