Valasz Prof. Deli Maria opponensi biralatara

Halasan kdszonom Deli Maria Professzor asszonynak hogy dolgozatom birélatat elvallalta és
szamtalan teend6je mellett id6t szakitott a dolgozat alapos biralatanak elkészitésére.

Formai hidnyossagok:

Hianyolom az idézett cikkek, valamint a szerzd kozleményeinek egységes formdatumii
szerkesztését. A feliratok az abrak egyik részében magyarul, mig a méasik (nagyobb) részében
angolul vannak feltiintetve. Szerencsésebb lett volna egységes nyelven elkésziteni a tézis abrait.

Kritikai megjegyzéseivel teljes mértékben egyetértek, valoban nagyobb figyelmet kellett volna
forditanom az abrak feliratozasara és nyelvi egységesitésére.

Az értekezés tartalmara vonatkozo kérdések:

1. Az Alzheimer-kdr preklinikai kutatasaban nyert eredmények legtébbszor transzlacios
kudarchoz vezettek eddig. Mik a fo okok?

Az egyik f6 ok lehet, hogy az egérben létrehozott elvaltozasok nem minden esetben analégok az
emberben lejatsz6do pathologids folyamatokkal. A masik, hogy az Alzheimer-kdrnak jelenleg
nincsen igazan jo egérmodellje. A legaltalanosabban hasznalt az APPswe/Psel kettds
transzgenikus egér, amely két human fehérje, az amyloid precursor protein (APP) és a presenilin
1 (Psel) mutans formait termeli tdl, és nagy mennyiségli toxikus abeta peptidet termel.
Ugyanakkor a human betegség kialakuldsaban fontos szerepet jatszik a tau fehérje fokozott
foszforilacidja. Ez sajnos ebben a transzgenikus egértérzsben csak nagyon kis mértékben
jelentkezik. Azokban az egérmodellekben viszont, amelyekben erés tauopathiat lehet megfigyelni,
az amyloid plakkok kialakulasa nem szamottevé. A human kdrfolyamatra marpedig mind az
amyloid plakkok kialakulasa, mind a tau fehérje hyperfoszforilacidja egyarant jellemzo.

2. A toxicitasi tesztek nagy részében az allatkisérletek megjosolhatjak a varhaté human
hatast. Az elmult években azonban volt két olyan sulyos, részben halalos kimenetelii klinikai
fazis | vizsgalat (TGN1412 anti-CD28 monoklonalis ellenanyag, 2006; BIA 10-2474
zsirsavamid hidrolaz gatlészer, 2016) amelyeknél a preklinikai tesztek alapjan nem volt varhatd
fatalis gyogyszerreakcid. Mennyiben jatszhatnak kozre ilyen esetekben a fajok kozti
kiilonbségek, vagy elsésorban mas okok allhattak a hattérben?

A preklinikai vizsgalatok soran eléiras, hogy egy adott gyogyszerjelolt molekulat legalabb két
allatfajon kell tesztelni. Ennek ellenére el6fordulnak a fentemlitettek esetek, -szerencsére ritkéan-
amelyek hatterében mindenképpen a fajok kozotti eltérd szoveti érzékenység, az eltéré biokémiali
és molekularis mechanizmusok rejlenek. Az eltérés masrészrél abbol fakad, hogy a kisérleti allatok



fiatalok, egészségesek, genetikailag homogének és kontrolalt kornyezetben élnek, mig a human
betegek rendszerint idGsek, betegek, genetikailag heterogének és igen valtozd kornyezetben
élnek!. Az akut gyogyszer toxicitdas mellett talan még nagyobb gondot okoz a gydgyszerek
hosszantarto szedésenek karos kronikus hatasa. A bardoxolone methyl-t 2-es tipusd cukorbetegnek
és 4. stadiumu kronikus vesebetegeknek adtak fazis 1 vizsgalatban.7 honap utén a vizsgalatokat le
kellett allitani, mert egyre tobb beteg mutatott erésodd szivpanaszokat?. Sok esetben nehéz
meghatarozni a gyogyszer Un. “terapias ablakat”, ugyanis a ragcsalokban kapott toxicitasi és
hatéastani dozisok nem extrapolalhatoak kdzvetleniil az emberre. Ezért is van fokozott érdeklédés
a human sejteken torténd, 3D-organ on a chip kultlrak kifejlesztése irant, amelyek a személyre
szabott gydgykezelést is lehetévé fogjak tenni a jovében.

3. Milyen dllatkisérleteket valthatnak ki az uj kisérletes modellezési lehetéségek, az organ-
on-chip és body-on-chip technikak, és mely teriileteken nem valdszinii ez a valtds?

A technikék gyors fejlesztésével az uj modellezési lehet6ségek elébb-utdbb minden terileten
teret fognak nyerni. Valosziniileg az egyes szervek miikodését modellez6 3D sziv, vese, tiido, bél,
maj kultarak fognak elészor elterjedni és az Gsszetettebb agy-periferalis idegrendszer, valamint az
immunrendszer modellezését lehet6évé tévo 3D szervkultarak késébb. Az elmult hetek tudomanyos
szenzacidja volt Cambridge-i kutatok, - kdztik magyar kutatd is volt — altal létrehozott a leveg6-
tapfolyadék hataran (sz6 membréanon tenyésztett “cerebral organoid”, amelyben miikodoképes
neuronalis haldzat alakult ki és az ingerelt idegsejtek Osszehuzddasra kesztettek a vellk
kapcsolatban all6 izomsejteket?.

A jel6lt dsszesen hét transzgenikus egértorzs létrehozasat emliti a tézisben, azonban csak négy
egértorzs létrehozasat és 6t torzson kapott eredményeket mutatja be részleteiben. A munkanak
ezzel a részével kapcsolatban az alabbi kérdések mertltek fel:

4. Torténtek-e tovabbi vizsgalatok esetleg gydgyszertesztelések a COMT, illetve a PRODH
génkiutott egérmodelleken?

A COMT hianyos egerek el6allitasa a new-yorki Rockefeller egyetem laboratoriuméaban tértént.
Nem tudok rola, hogy az egértorzset szabadalmaztattdk volna és az egereken torténd
gyogyszertesztelésekrdl sincsen tudomasom. A laboratorium mintegy 10 évvel ezeldtt atkoltdzott
a Columbia Egyetemre, Ugy tudom gyogyszerkisérletek ott sem folytak az egértérzson. A PRODH
hianyos egértdrzs természetes mutacio soran jott 1étre és a kereskedelemben beszerezhetd volt.
Ezen egértorzs gyogyszeres kezelésérdl sem tudok.

5. Az ApoB100 és a biglikan fehérjéket tultermelod egértorzsben kardioprotektiv hatast irt le
a kutatocsoport, ugyanakkor makuladegeneracio volt megfigyelhets (Sallo et al., 2009). Hogyan
magyarazhato ez a kettds, egyrészt véds-, masrészt patologias fenotipus?

Sajnos a biclycannak ezt a Janus-arcl hatasat nem tudjuk megmagyarazni. Koleszterol dus
tapon tartott ApoB/biglycan kettés transzgenikus allatokban szignifikdnsan kevesebb



atheroszklerotikus plakk alakult ki, mint csak az ApoB-100 fehérjét tltermeld 4llatokban®. In vitro
hypoxia/reoxygenacio kisérletben a kiviilr61 hozzéadott tisztitott biglycan fehérje szignifikdnsan
és dozis-fiiggden novelte a kardiomyocytak talélését®. Ugyanakkor, a biglycan transzgenikus
allatok szemében a Bruch membran erdteljes megvastagodasat Iehetett tapasztalni, amit a
koleszterin dUs diéta etetése csak tovabb fokozott®.

6. Lehet-e a biglikdnnak szerepe a Vér-agy gat miikodésben? Vajon ott protektiv szerepet
tolthet-e be?

A biglycan vér-agy gat protekcidjara vonatkozé irodalmat nem taladltam. Mivel
hypoxia/reoxigenacio kisérletben a biglycan indukélta az endothelidlis nitric oxide synthase
(eNOS) gén Kkifejez6dését novelve ezaltal a nitric oxid (NO) szintjét kardiomyocyta
szdvettenyészetben, elképzelhetd, hogy hasonld NO-fliggd protektiv hatasa lenne agyi endothel
sejtekre is cerebrélis ischemia esetén. A biglycan neuroprotektiv hatasara vonatkozéan tébb adat
van. Koops és munkatarsai azt talaltadk, hogy az asztrocytak termelik a biglycant és az tdmogatja a
neokortikalis neuronok talélését in vitro’. A neokortikalis kultirahoz kiviilré1 hozzaadott tisztitott
biglycan ugyancsak meghosszabbitotta a neuronok tulélését. Agysériilést kovetden, (a fornix
atvagasa utan), mind a decorin, mind a biglycan expresszidja megnovekszik, de kiilonbozéképpen.
A decorin fehérje mennyisége szinte azonnal és kiterjedt teriileten ndvekszik meg, mig a biglycan
fehérje lassabban és kizardlag a sériilés teriiletére korlatozodva jelenik meg®. A két fehérje
agyseriilést kovetd indukcidja azt jelzi, hogy szerepiik lehet az agysériilést kovetd reparacios
folyamatokban.

7. A hCEPT és az aB-krisztallin transzgenikus egertérzsek szerepelnek a tézisben, mint
eloallitott vonalak (roviditések jegyzéke, 16., 33., 69. oldal), azonban tovabbi informdaciot a
dolgozat nem tartalmaz. A hCEPT és az aB-krisztallin tultermeld egértorzsek nincsenek listazva
az 1. tablazatban, sem emlitve a Mddszertani 6sszefoglal6 és az Eredmeények fejezetekben.
Tervezik-e a torzsek jellemzését, vizsgalatat, esetleges tovabbi alkalmazasat?

A 2000-es évek elején, miutdn a transzgenikus technikat a laborban beallitottuk, sorozatban
allitottuk el6 a transzgenikus egértorzseket. Az allatok fenotipusanak analizise alatt viszont ra
kellett dobbentink, hogy ez igen komoly feladat és 2-3 egeértdrzs analizise teljes kapacitasunkat
akar évekre is igénybe veheti. Akkor még a tobbi transzgenikus egértorzset csak fenntartottuk.
Mintegy 6 évvel ezelott fert6zés, egér hepatitis jarvany tott ki az allathazban. A szdmunkra
legfontosabb transzgenikus torzseket a KOKI-ban rederivaltattuk, a hCEPT és az aB-krisztallint
tultermeld egértorzsek viszont Kialtatasra kerultek.

8. A kutatomunka soran elodllitott és az értekezésben bemutatott dllatkisérletes modellek
tesztelési rendszert jelenthetnek a gyogyszerkutatasban. Talaltak-e a modelleken — akar a tézis
benyujtasa ota eltelt idészakban — igéretesnek tiind uj gyogyszerhatéanyagokat? Ezeknek milyen
indikacidja lehet? Hol tart most a vizsgalati folyamat?



A transzgenikus egereink fenotipusanak részletes analizise utdn lehetett kijelenteni, hogy az
valéban modellje lehet egy adott betegségnek. Az ApoB-100 fehérjét taltermeld egértérzsben ezt
a munkat most fejeztilk be és eredmeényeink azt valosziniisitik, ez az egértdrzs a cerebrovaszkularis
neurodegeneracio egy uj egérmodellje lehet.

Gydgyszerkiserleteket egy mar validalt és széleskdrben hasznalt egérmodellen, az APPswe/Psel
kettés transzgenikus egértorzson, az Alzheimer-kér validalt egérmodelljén végeztiink. A
kisérletekben a Lipidart Kft. &ltal kifejlesztett és szabadalmaztatott chaperon ko-inducer hatassal
rendelkez6 dihydropiridin molekuldk neuroprotektiv hatdsat igazoltuk. Az eredményeket a J. of
Alzheimer Disease c. folyéiratban publikaltuk®.

9. Hasznosult-e valamelyik allatkisérletes modellt érintd szabadalom?

Sajnos nem. A szkizofrénia diagnosztizalasara alkalmas markergének szabadalmaztatasa 2005-
ben tortént meg, a szabadalom tulajdonosa a Szegedi Bioldgiai K6zpont volt és az oltalom par
évvel ezeldtt megsziint.

A biglycan atheroszklerdzis elleni és kardioprotektiv hatasardl szol6 eredményeinket 2008-ban
"Use of biglycan or enhancers of biglycan activity in the preparation of pharmaceutical
compositions” cimen szabadalmaztattuk. Mivel klinikai Kiprobalasra nem volt meg a kellé anyagi
hatteriink, ezért a szabadalmat értékesitettiik, a Pharmahungary Kft. vasarolta meg. Ugy tudom a
cég megprobalta azt tovabb értékesiteni, tobb érdekl6do is volt, de végll nem sikerilt eladni és az
a szabadalmi oltalom lejartaval megszint.

Ismételten koszondm Professzor asszonynak részletes biralatat és értekezésem nyilvanos vitara
bocsajtasanak tdmogatasat.

Szeged, 2019. marc. 25.
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Dr. Santha Miklos
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