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Prof. Dr. Antal Miklds, tanszékvezet6 egyetemi tanar, az MTA Doktora biralatara

Tisztelettel megkdszonom  Antal  Professzor Ur  faradozasat, doktori —értekezésem
attanulményozasat, gondos és részletes birdlatat, kérdeseit, megjegyzéseit és véleményalkotasat,
amellyel munkam nyilvanos vitara bocsatasat javasolta.

Az aldbbiakban szeretnék valasszal szolgalni azokra a formai és tartalmi kérdésekre, amelyeket
Tisztelt Biralom az értekezés birdlata soran felvetett.

Teljes mértékben egyetértek azzal a megéllapitassal, hogy az értekezésemben 6sszegzett
tudoméanyos eredmények tobbségét hazai és nemzetkdzi kutatdcsoportok aktiv tagjaként értem
el; sok esetben a vizsgalt probléma vagy modellfejlesztés Gsszetettsége igényelte a széleskori
nemzetkozi egyiittmiikddést.

Ugy vélem azonban, hogy kissé tulzottan szigori Professzor Ur azon kovetkeztetésében,
miszerint csak abban az 5 eredeti kozleményben voltam a tudomanyos -célkitlizések
meghatarozoja, amelyikben utolsé szerzoként szerepelek. Megitélésem szerint tovabbi 5 olyan
dolgozat talalhaté az értekezést megalapozo 27 eredeti kozlemény kozott, amelynek elsd és
egyben levelezé szerzéje voltam és a munka palyéazati témavezetésemen alapult [Deli és mtsai
2000 Eur J Pharmacol 387:63-72; Deli és mtsai 2000 Neuroreport 11:3931-3936; Deli és mtsai
2000 Cell Mol Neurobiol 20:731-745; Deli és mtsai 2001 Eur J Pharmacol 411:R3-R5; Deli és
mtsai 2010 J Alzheimers Dis 22:777-794]. Szeretném itt megemliteni, hogy PhD értekezésem
védésekor mér hazai és nemzetkozi kutatdsi palyazatok témavezetGje voltam, és azodta is
folyamatosan szakmailag 6nallé témacsoportot vezettem Szegeden és Nagaszakiban. Mentorom,
néhai JoO Ferenc professzor 1996-ban sajnalatosan koran bekdvetkezett halala utan objektiv
szakmai és finanszirozasi kényszeriiség is volt szamomra a széleskorii nemzetkozi kollaboracio.
Az eltelt évek soran hosszabb-révidebb kulfoldi tanulmanyutakon vettem részt, valamint szegedi
laboratériumomban magyar, német, francia, japan, szlovék, olasz, portugél és mexikdi kutatdkat
fogadtam, akik modern in vitro vér-agy gat mddszereket tanultak itt és kisérleteket végeztek az
egylittmiikodések keretében. Mindezen kutatatdsok eredményét bliszkén vallom a magaménak is.

Hasonloképpen sajatomnak érzem azt a 2 eredeti kdzleményt, amelyben a haromsejtes in vitro
vér-agy gat modellt publikéaltuk munkatarsaimmal egyutt [Nakagawa és mtsai 2007 Cell Mol
Neurobiol 27:687-694; Nakagawa és mtsai 2009 Neurochem Int 54:253-263]. Ezeknek a
dolgozatoknak — jap&n szokasok szerint — masodik és egyben levelez6 szerzéje voltam. A
pericytakat is tartalmazé vér-agy gat modell a Nagaszaki Egyetemen 1998 és 2001 kozotti
Osztondijam alatt altalam létrehozott, és azt kdvetd rendszeres tanulményutaim soran szakmailag
azota is felugyelt in vitro vér-agy géat kutatasokkal foglalkozo laboratérium szellemi terméke és
az in vitro modell az elmdlt évtizedek soran 6sszegyiijtott modellfejlesztési tapasztalataimat is
magaba foglalja. A létrehozott modellt tébb nemzetkdzi vér-agy gat kongresszuson mutattam be
meghivott eldadoként, egy szerzbs el6adasban. A haromsejtes vér-agy gat modell kizérélagos



ipari hasznositasarél sz616 nemzetkdzi szabadalomban a modell egyik feltalaldjaként szerepelek
[Niwa, Nakagawa és Deli 2007 WO/2007/072953].

Megjegyezném tovabba, hogy a felsorolt eredeti kdzlemények mellett az értekezés alapjat
képez6 kozlemények koziil tovabbi 5 osszefoglald kozleménynek és 8 konyvfejezetnek vagyok
elsd, utolsd vagy egyetlen szerzdje.

Hélasan kdszondm Opponensemnek az értekezés terjedelmére, szerkezetére, a fejezetek
felépitésére vonatkozd megjegyzéseit. Egyetértek azzal, hogy a sokféle témat atoleld értekezés
terjedelmi korlatai miatt szokatlan - talan nem mindig szerencsés - megoldasokra kényszerultem.
Ugy vélem, hogy lehetségeimet alapvetden meghatarozta az a dontésem, hogy megprébalom a
vér-agy gattal 6sszefiiggd in vitro és in vivo kutatdsaim széles spektrumét belefoglalni doktori
értekezésembe. Disszertdciom vér-agy gat modell-fejlesztési munkékat, a vér-agy gat
kérosodasat és védelmét bemutatd kisérleteket, valamint a gyogyszermolekulak a vér-agy gaton
¢s a nazalis uton keresztiil torténd agyba juttatdsat vizsgdld eredményeket probalt meg egy
kelloképpen részletes, mégis attekinthetd dolgozatba belesiiriteni. Sajnalom, ha a rendhagyo
megkozelités, amelynek sordn 17 célkitiizést és az ezekhez tartozé eredményeket azonos romai
szamokkal jeloltem, esetleg megnehezitette értekezésem kovetését. A formabonté mddszer
Kkivalasztasakor szandékom ezzel ellentétes volt, segiteni szerettem volna az olvasot a
szertedgazo kisérletek kovetésében.

Az Osszetett témavalasztas és a terjedelem ésszeri korlatai miatt kényszeriiltem az egyes
alfejezetekben az eredmények ismertetésére és azok rovid diszkusszidjara, majd a zaréfejezetben
a tudomanyos eredményeim 0Osszefoglalasara és attekintésére. Elismerem, hogy ennek a
megkdzelitésnek szamos hatranya van, amit a terjedelmes értekezés atdolgozasaval és egy
legalabb 15-20 oldal hosszisagu altalanos diszkusszidval jelentdsen javitani lehetne. Szeretném
megkdszonni Tisztelt Biralomnak, hogy mindezen hianyossag ellenére az értekezést a jelenlegi
forméajaban is elfogadasra javasolja.

Nagyon oriilok, hogy Professzor Ur az értekezés nyelvezetét jonak, egyes szakkifejezések
magyar valtozatat pedig nyelvujitdé megoldasoknak mindsiti. Ez megerdsit abban, hogy a
tovabbiakban is megprobalkozzam a magyar tudomanyos szévegekben eléfordulo, esetleg mar
megszokott, angol szakkifejezések helyett magyar kifejezések alkalmazasaval.

Megkoszondm Tisztelt Birdlom kritikai megjegyzéseit és kérdeseit az értekezésben 12 oldalt
kitevd Bevezetés fejezetrdl, amelyben a vér-agy gat felépitését, a kutatasok orvosi jelentOségét,
és a modellezésre hasznalt in vivo és in vitro mddszereket probaltam meg vazlatosan
osszefoglalni. Egyetértek azzal, hogy az ismertetés lehetett volna részletesebb, és alaposabb, de a
dolgozat irdsa soran az értekezés esszerii ardnyait megtartva szerettem volna a szakteriletre és
ezen belll az &ltalam vizsgélt kérdéskorre felhivni a figyelmet. Az aldbbiakban szeretném
tételesen megvalaszolni a bevezetés kapcsan feltett kérdéseket:

Halasan koszondm Professzor Urnak, hogy ramutatott arra, hogy a pericytak és az endothelsejtek
viszonylatat illetden félreérthetéen fogalmaztam. Az értekezés 7. oldalan az alabbi megallapitast
tettem:



“A gerincesek tobbségében, igy az emldsokben és az emberben is a gat funkciot az
endothelsejtek toltik be. Az astroglia sejtek végtalpai az agyi hajszal- és mikroereket teljes
hosszukban beburkoljak. Mindkét sejttipus kdlcsdnhatasban all az endothelsejtek bazélis
membranjdba beagyazddott pericytakkal, valamint az erek koriil elhelyezkedé mikroglia
sejtekkel és a mikroereket beidegzo neuronokkal.”
Valbdjaban az agyi endothelsejtek, a pericytak és az astrocytdk kozos bazalis membranon
osztoznak. Ennek létrehozédsdhoz mindharom sejttipus hozzajarul és az agyi mikroerek bazalis
membranja nemcsak az endothelsejteket dleli kdrbe, hanem a pericytakat is [Zlokovic 2008
Neuron 57:178-201; Bonkowski és mtsai 2011 Fluids Barriers CNS 8:8].

Egyetértek Tisztelt Birdlommal abban, hogy a neurovaszkuldris egység fogalmat mar els6
bevezetésekor, a fentebb mar teljességében idézett 7. oldali bekezdés utani mondatban meg
kellett volna hatarozni és egyértelmiivé tenni, hogy azt a bekezdésben felsorolt endothelsejtek,
astrocytak, pericytdk, mikroglia sejtek és neuronok egyittesen alkotjdk [Abbott és mtsai 2006
Nat Rev Neurosci 7:41-53; Zlokovic 2008 Neuron 57:178-201]. Sajnos ezt a szamomra
egyértelmii, de az olvasot nagyban segité megallapitast nem tettem meg. Készondém, hogy erre
felhivta a figyelmet. Kétségtelen, hogy az értekezésem 19. oldalan, a Kutatasi célok fejezet elsé
bekezdéseben Neuwelt és munkatarsai kdzelmultban publikalt dolgozatara [2011 Nat Rev
Neurosci 12:169-182] hivatkozva ezt irtam:
“Jelentds nézetformdlo felismerés volt az is, hogy a vér-agy gat része a neurovaszkularis
egységnek, a kiterjesztett neurovaszkularis egység pedig magaban foglalja a vér-agy gat
endothelsejtjeivel kapcsolatba lépo keringo sejteket, a lymphocytdkat, a monocytakat és a
polymorphonuclearis leukocytakat is.”
A neurovaszkularis egység Kiterjesztett értelmezését Neuwelt és munkatarsai a 2009. évi Annual
Blood-Brain Barrier Consortium Meeting (Salishan Resort, Gleneden Beach, OR, USA)
konszenzusa nyomdn terjesztették eld ¢és kezdték bevezetni a nemzetkdzi tudoményos
kdztudatba; az errél szolé kozlemény 2011. marciusaban jelent meg. A Kkiterjesztett
neurovaszkularis egységet, mint a sziikkebb szakteriilet 0j tudomanyos fogalmat, azért emlitettem
meg az értekezésemben, hogy arra az Uj szemléletre hivjam fel a figyelmet, amely szerint a vér-
agy gat szerepe az agyi betegségek kialakuldsa sordn csak az Osszes részvevd sejtes elem
kolesonhatasanak figyelembe vételével értheté meg. Ebbe a gondolatmenetbe jol illeszkedik a
Toxoplasma gondii vér-agy gaton torténé atjutasat in vitro modellen leird, az értekezés részét
képezd eredeti kozleményiink, amelyben mononuclearis immunsejtek kiilonb6z6 altipusainak és
agyi endothelsejteknek a kdlcsonhatasat vizsgaltuk [Lachenmeier és mtsai 2011 J Neuroimmunol
232:119-130]. Mindezek alapjan a neurovaszkularis egység [7. oldal] és a Kiterjesztett
neurovaszkularis egység [19. oldal] ismertetését és hasznalatat az értekezésben megalapozottnak
érzem.

Sajnalom, hogy a “szétkapcsolodas” szo, amivel az angol "uncoupling” kifejezés jelentését
probaltam visszaadni nem irta le egyértelmiien azt a folyamatot, amikor a neurovaszkularis
egység sejtjeinek Osszehangolt miikodése karosodik, illetve megsziinik. A neurovaszkularis
egység kulonféle sejtjei egymashoz igen kozel helyezkednek el, és egymas miikodését parakrin
mddon hatékonyan szabalyozzak [Zlokovic 2008 Neuron 57:178-201]. Ez az &sszetett,
funkciondlis szabalyozés, ami tobbek kozott a haemodinamikai neurovaszkularis kapcsolddas, a
mikroér-permeabilitas, a matrix kdlcsdnhatasok, a neurotranszmitter inaktivalodas, valamint a
neurotrop, az angiogén és neurogén folyamatok dsszekapcsolddasat foglalja magaban, fontos a



kdzponti idegrendszer élettani miitkodésében és megvaltozik a betegségek kialakulasa soran.
Ebben az értelemben besz¢l a szakteriilet irodalma az 6regedé agy neurovaszkularis egységében
lezajlo valtozasokrol, amikor az idegmiikodés, az ehhez sziikséges szoveti metabolikus igény és
a megfelel6 vérellatas 6sszekapcsolodasa megsziinik [Lo és mtsai 2003 Nat Rev Neurosci 4:399-
415 Zlokovic 2008 Neuron 57:178-201]. A Professzor Ur kérdésében emlitett mondat masodik
felében szerepel ennek a funkcionalis szétkapcsolddasnak és kovetkezményeinek a leirasa:
,.Fontos megemliteni, hogy az Oregedés soran az agyban a neurovaszkularis egység
sejtjeinek miikodése egymastol szétkapcsolodik, mind nyugalomban, mind miikédéskor
csokken az agyi vératfolyas, az agyi hajszalerekben degenerativ valtozasok jonnek létre,
amelyek a betegsegek elso tiinetei lehetnek és megelozik az idegsejtek pusztulasat.”
A neurovaszkularis egység sejtjeinek 0Osszekapcsolt miikddése és annak megsziinése soran
kulcsszerepe van az agyi endothelsejteknek és egyes vazoaktiv mediatoroknak, igy példaul a
nitrogén monoxidnak is [D’Esposito és mtsai 2003 Nat Rev Neurosci 4:863-871; Andresen €s
mtsai 2006 J Appl Physiol 100:318-327; Badaut és mtsai 2012 J Neuroinflamm 9:132].

Nagyon kdszdndm, hogy Tisztelt Biralom a Kutatasi célok fejezet tagolodasat és a megvalasztott
harom modell-rendszert logikusnak mindsitette. Elfogadom, hogy a vizsgalt teriileteken beliili
témék kivalasztdsa magyarézatra szorul, amire a tovabbiakban kisérletet teszek.

Az értekezésben szereplé mikrobidlis pathogének vizsgélata sordn az a cél vezetett, hogy olyan
mediatoroknak a vér-agy gatra kifejtett hatasat vizsgaljam, amelyeknek az agyi fert6zések és
neuroimmunoldgiai folyamatok mellett a neurodegenerécié soréan is szerepe lehet. Azt hiszem,
hogy ez a HIV-1 Tat burokfehérje esetében az idegrendszeri AIDS és a virus okozta encephalitis
és dementia kialakuldsaban jatszott szerepe miatt nem igényel bévebb magyarazatot [King €s
mtsai 2006 Microbes Infect 8:1347-1357; Banks és mtsai 2006 Curr HIV Res 4:259-266]. A
bakteridlis lipopoliszacharidok (LPS) és mas neurodegenerativ koroki tényez6k kolcsonhatasat a
vér-agy gat szintjén William Banks és munkacsoportja nyoman [Banks és mtsai 1999 Exp
Neurol 156:165-171; Dohgu és Banks 2008 Exp Neurol 210:740-749; Jaeger és mtsai 2009
Brain Behav Immun 23:507-517; Erickson és mtsai 2012 J Neuroinflamm 9:150] szdmosan
vizsgaltak. Mi az LPS vér-agy géat hatésait az amiloid plakkok egyik elemével, a szérum amiloid
P-komponenssel (SAP) egyiitt kezdtiik vizsgalni els6 PhD hallgatdmmal [Veszelka és mtsai
2003 Neurosci Lett 352:57-60; Veszelka és mtsai 2007 Neurochem Int 50:219-228].
Vizsgalataink egy részét SAP transzgén egereken, egy szélesebb magyar kollaborécio keretében
gyogyszeripari partnerrel végeztik, ami végul nem volt publikalhaté szabadalmi okok miatt. Az
LPS-hatast kdzvetité egyik legfontosabb citokin, a tumor nekroézis factor-o (TNF-o) vér-agy gat
hatésait in vitro modellen el6szor munkacsoportunk irta le [Deli és mtsai 1995 J Neurosci Res
41:717-726], ezért ehhez a hozzam kozel allo teriilet vizsgalatahoz a késObbiekben is hii
maradtam. Ennek keretében publikaltuk az értekezés alapjat képezé egyik kozleményt [Abraham
és mtsai 1996 Neurosci Lett 208:85-88] valamint egyiittmiikodé partnerekkel egy, az értekezés
témajahoz kapcsoldédd egyéb kdzleményt [Farkas és mtsai 1998 Neurosci Lett 242:147-150].
Ugyan a Toxoplasma gondii vér-agy gaton torténd atjutasaval foglalkozo in vitro vizsgalatok
els6 latasra kilognak a sorbol - és valoban egy, a laboratériumomban in vitro vér-agy gat modellt
tanulo német kollégané kutatasi teriiletéhez kapcsolodnak és az 6 munkacsoportjuk
kezdeményezésére indultak -, mostanra Kisérletes bizonyitékok igazoljak, hogy ehhez a protozoa
fert6zéshez a neurodegeneraciéval szembeni védelem tarsul [Rozenberg és mtsai 2005 Am J
Pathol 167:1021-1031; Jung és mtsai 2012 PLoS ONE 7:e33312].



Egyetértek Tisztelt Birdlommal abban, hogy az agyi ischaemia témakdrébe heterogén
vizsgalatok kerilltek, bar mindezen tényez6knek a témaval 6sszefliggésben torténd kutatasat
megalapozottnak tartom. Ugy gondolom, hogy nem lehetett vitatott annak a kisérleti modelinek a
szerepeltetése, amelyben a szabad oxigéngydkoknek a felszabadulasat parakvat és menadion
kezeléssel valtottuk ki és azok karosito hatasat kontroll és szuperoxid-dizmutaz enzim taltermeld
transzgén egerek agyi endothelsejt egysejtrétegein vizsgaltuk [Imaizumi és mtsai 1996
Neurochem Int 29:205-211]. Ez a kiseérleti elrendezés valos koroki helyzetet modellez, hiszen a
szabad oxigengyokok az agyi ischaemia és reperfusio soran nagy mennyiségben felszabadulo
toxikus mediatorok. A pitavasztatint illetéen elfogadom Professzor Ur véleményét, hogy ez a
koleszterin-csokkent6é szerrel végzett vizsgalatunk csak attételesen kotheté az agyi ischaemia
témakoréhez [Morofuji és mtsai 2010 Cell Mol Neurobiol 30:727-735]. Fontosnak tartom
megjegyezni, hogy a sztatinok kdzvetlen védo hatast fejtenek ki a glutamat-okozta vér-agy gat
karosodassal szemben [Kuhlmann és mtsai 2008 Life Sci 82:1281-1287], tovabba kisérletes agyi
ischaemidban [Kumagai és mtsai 2004 J Neural Transmiss 111:1103-1120; Zhang eés mtsai 2007
Arterioscler Thromb Vasc Biol 27:2470-2475], valamint neurodegenerativ betegségekben és mas
idegrendszeri korképekben is [van der Most és mtsai 2009 Prog Neurobiol 88:64-75; Wang €és
mtsai 2011 Exp Neurol 230:27-34]. A hiperkoleszterinémia és dyslipidaemia a cerebrovascularis
torténések mellett az Alzheimer-kérnak is sulyos kockazati tényezbje, ezért a vilagszerte
tobbszazmillio beteg &ltal szedett Kkoleszterin-csokkenté gyogyszerek kozvetlen vér-agy gat
hatasanak feltardsa hozzajarulhat a sztatinok terapias és preventive hatasdnak megértéséhez
[Nagaraja és mtsai 2006 Neurol Res 28:826-830; Pallebage-Gamarallage és mtsai 2012 Lipids
Health Dis 11:117].

Tiszteletben tartom Opponensem azon véleményét, miszerint a disszertacié cime altal
meghatarozott témahoz nem kapcsolodik szervesen a nazalis Gton valé gydgyszerbevitel
hatasossdgéanak vizsgalata, mert ez éppen egy a vér-agy gatat elkeriil6, alternativ itvonalat kinal
fol a gyogyszerjelolt molekulak agyba torténé bejuttatasara. Gyakorlati gyogyszerkutatoként
azért batorkodom mégis ezen kutatdsainkat is az értekezés részének tekinteni, mert sikeres agyi
gyogyszer célbajuttatds harom fo stratégiaval kivitelezhetd, nevezetesen a gyogyszermolekula
mddositdsaval, a vér-agy gat mitkodésének atmeneti megvaltoztatasaval, vagy a vér-agy gétat
megkeriil6 beviteli ut révén [Deli 2011 Solubility, Delivery, and ADME Problems of Drugs and
Drug Candidates, szerk: Vastag & Tihanyi, pp. 144-165]. Buszke vagyok arra, hogy tudomanyos
palyafutasom soran egylittmiik6d6 partnereim segitségével mindhdrom maodszerrel sikerilt mar
fokozni gyogyszerjelolt molekulak agyba torténé kisérletes bejutasat.

Megkdszondm, hogy Tisztelt Biralom ramutatott arra, hogy a “Kisérleti modellek és
legfontosabb vizsgalati modszerek” fejezetcim arra utal, hogy mas, az értekezés szempontjabdl
kevésbé lényeges, vagy a terjedelemhez képest tllsagosan osszetett mddszerek nem keriltek
részletes ismertetésre. Ezek példaul - a teljesség igénye nélkil — az aldbbiak voltak az eredeti
kdzlemények megjelenési sorrendjében:

e Lektin-festés [Szab6 és mtsai 1997 Neurobiology 5:1-16]

e Prosztaglandinok koncentraci6janak mérése; izolalt ereken vazoaktivitds mérése [Kis és

mtsai 1999 Eur J Pharmacol 368:35-42]



o Az agyi endothelsejtek Dil-AcLDL (Dil,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetrametil-
indokarboxiamin perklorat-jeldlt acetildlt alacsony denzitasu lipoprotein) felvételének
vizsgalata [Deli és mtsai 2000 Cell Mol Neurobiol 20:731-745]

e Reverz transzkriptaz-polimerdz lancreakcio; izotdppal jelzett liganddal végzett P-
glikoprotein assay [Perriére és mtsai 2007 Brain Res 1150:1-13]

e Adenilat kinaz, citokin és kemokin assay, csonkolt tau fehérje tisztitasa [Kovac és mtsai
2009 J Alzheimers Dis 18:897-906]

e Lymphocytdk izolaldsa; Toxoplasma tenyesztése [Lachenmaier és mtsai 2011 J
Neuroimmunol 232:119-130]

e A vér-agy gat praekondicionalas részletes kisérleti modszere, és az ehhez kapcsolddo in
vivo Kisérletek metodikéja [Gesuete és mtsai 2011 Stroke 42:1445-1453]

Oszintén sajnalom, hogy az altalam kényszeriiségbél valasztott megoldas, az értekezés
szertedgazd eredményeinek 3 fejezetben, 69 oldalon torténd ismertetése és azoknak az
alfejezetekben torténd rovid diszkusszidja nem nyerte el Tisztelt Birdlom tetszését és az
értekezés ezen fontos részét nehezen olvashaténak, és emiatt az eredmények érvényességének
megitélését pedig nehezen kivitelezhetének tartja. Ezekbe a fejezetekbe, 6sszesen kevesebb mint
8 oldal terjedelemben, 6t olyan - az értekezés témaihoz szervesen kapcsolodo - eredményt is
belefoglaltam, amelyek az értekezés benyujtdsakor még nem voltak tudoményos folydiratban
eredeti kozlemény formajaban publikalva. A felsorolt eredmények kapcsan negy kozlés alatt allo
kéziratot soroltam fel az értekezés alapjat képezd kozlemények fejezetében. Ezek kozil azota
egy dolgozat mar kozlésre keriilt [Cardoso FL, Kittel A, Veszelka S, Palmela I, T6th A, Brites D,
Deli MA, Brito MA 2012 Exposure to lipopolysaccharide and/or unconjugated bilirubin impair
the integrity and function of brain microvascular endothelial cells. PLoS ONE 7: (5) €35919],
mig tovabbi két munka revizié utdn lett Ujra benyljtva nemzetkdzi szaklapokba és mindkett6
esetében a dolgozatok mihamarabbi elfogadasat és kdzlését remélem [Veszelka S, Datki Z, Toth
A, Walter F, Mozes E, Filop L, Bozsdé Z, Penke B, Deli MA 2012 Docosahexaenoic acid
reduces amyloid B-induced toxicity in cells of the neurovascular unit. J Alzheimers Dis; revizié
utan kozlésre benyujtva; Hulper P, Veszelka S, Walter F, Wolburg H, Fallier-Becker P, Piontek J,
Blasig IE, Lakomek M, Kugler W, Deli MA 2012 Acute effects of short-chain alkylglycerols on
blood-brain barrier properties of cultured brain endothelial cells. Br J Pharmacol; revizié utan
kozlésre benyujtva]. Azonban tudoméasul veszem, ha Opponensem ezeknek a kéziratban szerepld
eredményeknek a disszertacioban térténé ismertetésétdl eltekintett volna, tovabba ha a kisérletes
adatok kivonatos bemutatdsi forméja miatt nem tartja lehetségesnek az eredmények
érvényességének ellenérzését és ezért ezeket a megfigyeléseket nem fogadja el az értekezés
szerves részének.

Az in vitro veér-agy gat modellek 0Osszehasonlitdsa kapcsan Tisztelt Birdlom idézte egy
eredménytiinket, amelyben az adott kisérleti viszonyok k&zott, a haromsejtes modell adatainak
Osszehasonlitasa kapcsadn azt irom, hogy “az agyi endothelsejtek (ha azokat Gnmagukban
tenyésztik) kiilonleges tulajdonsagaikat tenyészetben elvesztik”. Ezt Professzor Ur Ggy
értelmezte, hogy az egyrétegli endothelsejt tenyészetek nem tekinthet6k megbizhatd vér-agy gat
modellnek és mindezek alapjan az 0sszes, kizarolag endothelsejt kultdran végzett adatot ki
kellett volna hagyni az értekezésb6l. Minden tiszteletem kinyilvanitidsa mellett ezzel az
értelmezéssel nem tudok egyetérteni. Legjobb szakmai meggy6zddésem, hogy a helyzet ennél
sokkal &sszetettebb és a primer endothelsejt egyrétegekkel végzett Kkisérleteknek igenis



valtozatlanul fontos szerepe van az in vitro vér-agy gat kutatdsokban, mégha azok felhasznalasi
lehetdsége az elmult években jelentdsen atértékelédott, lesziikiilt is. Ugy gondolom, hogy a fent
idézett sommas megéllapitasnél sokkal arnyaltabban fogalmaztam az értekezés Bevezetésének
17. oldalan:
., Hosszu ideig tarto tenyésztés alkalmaval, foképpen tobbszori passzadlas esetén azonban a
vér-agy gat tulajdonsagok elvesztését, dedifferencialédasat figyelték meg primer
tenyészetek esetében is.”
Hasonlé megallapitast tettem az Osszefoglalas 107. oldalan is:
»Mar a kezdetektél megfigyeltiik, hogy a hosszu ideig tartd tenyésztés, de kuldéndsen
szubkultarak készitése passzaldssal az agyi endothelsejtek vér-agy gat tulajdonsagainak
jelentos romlasahoz vezet. Ennek legfobb oka, hogy a vér-agy gatra jellemzo sajatsagok
szerv-specifikusak, megszakad az dnmagukban tenyésztett endothelsejtek kommunikéacidja
az Gket koriilvevd tobbi sejttipussal, hianyoznak az endothelsejtek szamdra nélkiilozhetetlen
trofikus és stabilizal6 faktorok.”
Ugyanebben a szakaszban a gliasejtek hatasat, a hidrokortizon hormon és a cCAMP kezelést, majd
pedig a pericytakkal torténé egyiittes tenyésztést javasoltam, mint a vér-agy gat sajatossagokat
tartosabban fenntart6 in vitro modszereket.

A Vér-agy gat in vitro tobb sejttipusbdl rekonstrualt, szofisztikalt modelljei nagyban hasonlitanak
az in vivo viszonyokhoz, ezért ezek a koltség- és munkaigényes modellek igen jol
felhasznalhatdak az alaptudomanyokban és az alkalmazott gydgyszerkutatasok soran is. Azonban
a kutatok a vér-agy gat szdmos funkcidjat (igy az elektromos rezisztenciat, permeabilitast, efflux
¢s influx transzporterek miikodését, metabolikus enzimek kifejez6dését és szerepét, a vér-agy
gatat alkoto sejtek altal termelt és kibocsatott anyagokat, exogén anyagok toxicitasat, stb.) és
morfologiai jellemz6jét (az endothelsejt kdzotti szoros kapcsolatok, vezikuldk, mitochondriumok,
sth.) vizsgalhatjak, és ezekhez kell megfeleld, koltség-hatékony eszkozt talalni. gy valtozatlanul
van és lesz Iétjogosultsaga az elmult évtizedekben hasznalt 6sszes ex vivo és in vitro vér-agy gat
modellnek: a frissen izolalt agyi mikroereknek, a kiilonféle egysejtrétegli modelleknek amelyeket
primer agyi endothelsejtek vagy immortalizalt agyi endothelsejtvonalak alkotnak (példaul
transzporterek miikodését vizsgalo uptake kisérletekben), a kulonféle ko-kultdra modelleknek,
igy az altalunk kifejlesztett haromsejtes in vitro vér-agy gat modellnek is. Nagyon fontos
azonban, hogy a felhasznalt modellek megvalasztasa kell6 koriiltekintéssel torténjen és sziikség
esetén az eredmények érvényességét mas in vitro vagy akar in vivo modellen ellenérizni lehessen.

A kiilonb6z6 vér-agy gat modelleken végzett kisérletek Osszevethetdségét kulcsfontossdginak
tartom. A szakirodalomban kozolt in vitro vér-agy gat permeabilitasi kisérletek elsd
szisztematikus 6sszefoglalasat 2005. februarjaban a Cellular and Molecular Neurobiology Joo
Ferenc Professzor emlékének szentelt vér-agy gatas kulénszamaban kozdltem munkatarsaimmal
[Deli és mtsai 2005 Cell Mol Neurobiol 25:59-127], ami azéta széles korben idézett referencia
lett. Osszegyiijtottiik a kiilonféle fajbol szarmazo, egyediil vagy mas sejtekkel egyiitt tenyésztett
agyi endothelsejt tenyészetek, tovabba agyi endothelsejtvonalak vagy modellezésre hasznalt
epithelsejtek  felhasznaldsaval nyert transzendothelialis elektromos rezisztencia adatokat és a
kiillonféle vér-agy gat permeabilitasi markerek atjutasara utalé permeabilitasi egyiitthatd (Pe)
értékeket. Osszefoglald tanulméanyunk, mas szerzék dolgozataival [Gaillard és mtsai 2000 Eur J
Pharm Sci 12: 95-102; Reichel és mtsai 2003 The Blood-Brain Barrier: Biology and Research
Protocols, szerk: Nag S, pp.324-337; Garberg és mtsai 2005 Toxicol In Vitro 19:299-334;



Cecchelli és mtsai 2007 Nat Rev Drug Deliv 6:650-661] hozzajarult ahhoz a vér-agy gat kutatok
kozott létrejott szakmai konszenzushoz, amelyben a rekonstrualt in vitro vér-agy gat modellek
permeabilitasi  kisérletekhez sziikséges minimum-feltételei (150-200 Ohm x cm?®  folotti
rezisztencia, alacsony P, paracelluléris transzport markerekre) kialakultak. Természetesen sokkal
bonyolultabb és dragabb modellre van sziikség egy a neurovaszkularis egység sejtkdzotti
interakcidit kutatd vizsgalat sordn, mint gydgyszerjelolt molekuldk agyi permeabilitési
elosziirésére, ahol egyszeriibb és olcsobb, akar sejtvonalakra épiilé modellek is megfelelnek.
Gyogyszeripari egylittmitk6d6 partnereinkkel egyiitt éppen most k6z6Itlink egy olyan tanulmanyt,
amelyikben a haromsejtes vér-agy gat modellt az ipari el6tesztelésekben széles korben hasznalt
epithelialis sejtvonalakhoz hasonlitjuk, megallapitva felhasznalhatésdgukat permeabilitési és P-
glikoprotein efflux pumpa vizsgélatokban (Hellinger és mtsai 2012 Eur J Pharm Biopharm
82:340-351). Ezen felill 2012. szeptemberében, a potsdami Signal Transduction in the Blood-
Brain Barriers évente megrendezett kongresszusan mutattuk be azt az 0sszehasonlitast,
amelyben a vér-agy gatra jellemz6 mintegy 90 gén, koztiik sejtkdzotti kapcsolat fehérjék, influx
és efflux transzporterek, metabolikus enzimek kifejez6dését vizsgaltuk meg kiilonféle, egy-, két,
és haromsejtes in vitro vér-agy géat, valamint epithelsejt modelleken. Ezeknek az eredményeknek
a felhasznélasaval tehat minden egyes kiserlethez megvalaszthatd olyan vér-agy gat modell,
amely az adott tudomadnyos kérdés megvalaszolasat lehetdvé teszi, hiszen a sziikséges
génkifejezddési és funkcionalis paraméterek rendelkezésre allnak. Sz6 nincs tehat arrdl, hogy az
agyi endothel egysejtrétegeken végzett vizsgalatok pusztan tudomany-torténeti érdekességek
lennének.

Tisztelt Biralom 0sszegzésére azt a valaszt tudom adni, hogy a tematikus redukciét csak az
értekezés benyujtdsakor még kozlésre nem kerllt eredmények kihagyéasaval tudnam elképzelni,
mig az egysejtrétegli endothelsejt kultardkon végzett vizsgéalatokat €s a nazalis uton torténd
gyogyszerbevitel vizsgalatokat feltétlenul megtartanam. Az értekezés felvetett atdolgozasa soran
az igy felszabaduld terjedelemben lehetséges volna a disszertacié altalanos diszkusszioval
torténd kiegészitése. Haladsan kdszondm Opponensemnek, hogy értekezésemet jelen formajaban
Osszességében mégis elfogadhatonak mindsiti.

Végezetill még egyszer hélasan koszonom Antal Professzor Ur biralatat, megjegyzéseit,
kérdéseit, és azt, hogy az ertekezés elfogadasat javasolja. Tisztelettel kérem, hogy opponensi
véleményere és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.

Szeged, 2012. oktober 19.
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