Valasz

Prof. Dr. Csernus Valér, tanszékvezet6 egyetemi tanar, az MTA Doktora biralatara

Halasan koszondm Csernus Professzor Urnak, hogy elvallalta dolgozatom biralatat.
Nagyra értékelem faradsagos munkajat, részletes opponensi véleményét és azt, hogy a
végzett munkat és az értekezést értékesnek itélte, és a mii elfogadasat javasolta.

Nagy oromomre szolgalt, hogy Tisztelt Birdlom az értekezés témajat és mddszereit
korszertinek, Kivitelezését, stilusat és nyelvezetét igényesnek, szerkezetét pedig logikusan
felépitettnek talalta. Egyetértek Professzor Ur azon véleményével, hogy a modszertani
leirds az értekezésnek az optiméalisnal valamennyivel nagyobb részét foglalja. A 109
oldalas dolgozat 15 oldalas fejezetében azonban igy is csak a legfontosabb vizsgalati
modszereket soroltam fel, és azokat is igyekeztem a lehetd legrovidebb médon leirni. Ez
aranyaiban talan nem tulzo, de igazat adok Biral6 Urnak abban, hogy az eredmények
osszefoglalasa ehhez képest nagyon révid.

Az értekezéssel kapcsolatos megjegyzéseire és kérdéseire az alabbi valaszokat adom:

Egyetértek Opponens Urral abban, hogy az immortalizalassal nyert sejtvonalak
felhasznalhatésaga Kkorlatozott és az élettanihoz legkdzelebb all6 adatok primer
sejtkultarakkal nyerhetdk. Ezért hasznaltam in vitro vizsgalataim talnyom¢ tébbsegében
primer sejteket és ezért fejlesztettiik ki in vitro rekonstrudlt vér-agy gat modelllinket is
primer endothelsejtek felhasznalasaval, mégha ennek munka- és koltségigénye
Iényegesen magasabb is volt.

Az erek belhamsejtjei kulonlegesek, mivel osztodoképességiket megtartjdk mind a
szervezetben, mind tenyészetes korilmények kozott. gy a koldokzsindr vénabdl nyert
endothelsejtek (HUVEC), a vilagszerte legismertebb és leggyakrabban hasznalt human
endothelsejtek (>5700 PubMed cikk), tenyésztése is a szaporodasukon alapszik. Ezekben
a tenyészetekben nincsenek pericytak a specialis izolalasi médszer miatt [Siow 2012
Methods Mol Biol 806:265-274]. Tenyészetes korulmények kozott 42 populacio
kétszerez0désig megtartjadk mind endothel sajatsdgaikat, mind osztédokepességiiket,
mieldtt a barrier és mas biologiai tulajdonsdgaik romlani kezdenének és sejtoregedés
allna be a telomer rovidilés miatt [Carracedo és mtsai 2012 Mech Ageing Dev, in press
DOI: 10.1016/j.mad.2012.09.002.]. Ezt a jelenséget agyi mikroér endothelsejtek esetében
is leirtdk, a sejtek szaporodasa megtartott endothel sajatossdgok mellett 6 sejtosztason,
passzalason keresztiil lehetséges [Dehouck és mtsai 1991 J Neurochem 54:1798-1801].

Teljes mértékben egyetertek Biralommal abban, hogy a pericytak 6ssejt tulajdonsagokkal
rendelkeznek és a felndttkori szoveti helyreallitd folyamatokban szerepiik lehet. lgazoltak,
hogy a pericytak multipotens &ssejteket €s progenitor sejteket, nevezetesen
mesenchymalis dssejteket, fehér adipocyta progenitor sejteket, izom dssejteket, st még



neuronalis Ossejteket is képezhetnek specialis korilmények kozott [Armulik és mtsai
2011 Dev Cell 21:193-215]. Par hete kozolték azt a megfigyelést, hogy a karosodott
agyszoveten belill a pericyta eredetii sejtek neurondlis Ujraprogramozasa alkalmas lehet a
degeneralddott idegsejtek helyettesitésére is [Karow és mtsai 2012 Cell Stem Cell
11:471-476]. Agyi mikroér pericytdkrdl is kimutattdk, hogy kilonleges tenyésztési
koriilmények kozott Ossejtté valhatnak, amelyekb6l mesenchymalis igy Ujabb pericyta,
vagy neuronalis, azaz glia és idegsejtek keletkezhetnek [Dore-Duffy és mtsai 2006 J
Cereb Blood Flow Metab 26:613-624]. Azonban a szakirodalomban tenyésztett, erett
pericytakbol endothelsejt képz&dést nem talaltam, €s ilyet én magam sem tapasztaltam az
eddigi, 22 éves endothelsejt tenyésztési gyakorlatomban. Az ellenkezd iranyban azonban
atalakulhatnak a sejtek, az endothelialis-mesenchymadlis tranzicié soran endothelsejtekb6l
myofibroblastok és fibroticus hegszdvet keletkezhet patholdgids korulmények kdzott
[Piera-Velazquez és mtsai 2011 Am J Pathol 179:1074-1080]. Gliasejt tenyészet esetén
nem talaltam utalast pericyta kontaminaciora a szakirodalomban. Itt jegyezném meg,
hogy a neurovaszkularis egység tenyésztett sejtjei nagyon jellegzetesek, morfoldgiajuk és
markereik révén konnyen elkiilonithetok.

Az in vitro vér-agy gat barrier funkcidja egyértelmiien rosszabb volt minden olyan
kisérletben, ahol az endothel egysejtrétegbe beékelodott pericyta sejteket lehetett
azonositani. Erre az a kézenfekvé magyarazat, hogy az endothelsejtek a tenyészetet
szennyezd, kifejlett, elkotelezett pericyta sejtekkel nem tudnak szoros zarokapcsolatot
kialakitani, ezért a tenyészet elektromos rezisztencidja csokken, mig a markerek
permeabilitasa né. Frissen izolalt agyi mikroerekben mintegy 20%-ra teheté az agyi
pericytdk - azaz az NG2 illetve PDGFBR marker pozitiv sejtek - ardnya [Dore-Duffy és
mtsai 2011 Microvasc Res 82:18-27]. A primer agyi endothelsejt tenyészetek puromicin-
kezelése, amit munkatarsaimmal szegedi és parizsi kisérletek soran tokéletesitettiink,
jelent6sen fokozta az egysejtrétegek tisztasagat, ndvelte a transzendothelialis elektromos
rezisztenciat és csokkentette a P, permeabilitasi egyutthatot [Perriere és mtsai 2005 J
Neurochem 93:279-289]. Az endothelsejt tisztitdsi mddszerink gyorsan nemzetkozi
elfogadottsagot nyert, a dolgozat publikdlasa 6ta 89 fuiggetlen citacié hivatkozott a
technikéra és azota szerte a vildgon bevonult az in vitro vér-agy gat laboratoriumok
standard modszerei kdzé. Az értekezés 46. oldaldn a Tisztelt Biralom altal emlitett
eredményeink [Perriére és mtsai 2005 J Neurochem 93:279-289; Perriere és mtsai 2007
Brain Res 1150:1-13] azt mutatjdk, hogy a puromicinnel tisztitott endothelsejt
egysejtrétegek vér-agy gat tulajdonsagai jelentdsen javulnak, hiszen nétt a P-glikoprotein
efflux pumpa expresszidja és aktivitasa, a jo rezisztencia- és alacsony Pe-értékek tovabbi
er6sddése volt megfigyelheté a szakirodalomban mar kozolt egyeb maodszerekkel
(hidrokortizon-kezelés, astroglia ko-kultira, cAMP-kezelés), valamint immunfestéssel
igazolhaté volt a szoros zardkapcsolat-fehérjék (klaudin-5, klaudin-3, okkludin, ZO-1) és
a transzporterek (P-glikoprotein, Bcrp, Oatp-2) jelenléte. Ertelmezésem szerint ezek a
megfigyelések is a tisztitott primer agyi endothelsejt tenyészet elonyeire utalnak.

Nagyon o6rilok, hogy Professzor Ur érdekesnek és folytatandonak tartja a prion- és
amiloid-peptidekkel folytatott kisérleteinket. Szeretném megerésiteni, hogy tovabb
tanulmanyozzuk a vér-agy gat szerepét ezen neurodegenerativ - korképek
patomechanizmusaban. gy vizsgalatokat végziink az amiloid-peptidek szerepérél Penke
Botond Akadémikus Ur munkacsoportjaval szoros egyiittmiikodésben és tovabbi in vitro



és in vivo eredményeink vannak prion-deficiens egereken japan kollaboracios
partnereinkkel egyiitt.

A pentozén hatdsa kapcsan Tisztelt Birdldom arra a dilemmara kért magyarézatot, amire az
értekezés 93. oldalan, az eredmények dsszefoglalasakor utaltam:

“A periféridsan beadott pentozdn nem jut &t a ver-agy géaton, igy a prion

betegségekben megfigyelt hatdsa az agyi endothelsejteken keresztll val6sulhat

meg.”
Ezzel arra a kiindulasi kérdésre szerettem volna utalni, amit akkor foglaltam &ssze egy
hozzéaszolasban [Deli és mtsai 1999 Lancet 353:1272], amikor a pentozan szerepe a prion
betegségek kezelésében elkezdett foglalkoztatni. Farquhar és munkatarsai [1999 Lancet
353:117] azt figyelték meg, hogy atolthato szivacsos agyvelésorvadas (transmisszibilis
spongioform encephalopathia, TSE) esetén intraperitonedlis pentozan poliszulfat kezelés
Kivédte a betegség megjelenését egerekben, mig az oralis bejuttatas hatastalan volt.
Ismerve a pentozan nagyon rossz gastrointestinalis felszivodasat es azt, hogy praktikusan
nem jut keresztill a vér-agy gaton, a levélben azt kérdeztlk, hogy vajon mi lehet a
pentozan hatasanak cellularis célpontja: Iépsejtek, lymphocytak, csontveldi makrofag
sejtek, vagy a vér-agy gat és a vér-ideg gat endothelsejtjei [Deli és mtsai 1999 Lancet
353:1272]. Az ekkor elkezdett vizsgalatainkkal mutattuk ki agyi endothelsejteken
els6ként a prion fehérje expresszidjat valamint a prion peptid 106-126 toxicitasat és a
pentozan védé hatasat [Deli és mtsai 2000 Neuroreport 11:3931-3936]. A pentozan vér-
agy gat védo hatasat késé6bb nemcsak PrP106-126, de amiloid peptid és bakteridlis LPS
kivaltotta toxicitasban is igazoltuk [Deli és mtsai 2010 J Alzheimers Dis 22:777-794;
Veszelka és mtsai 2007 Neurochem Int 50:219-228].

A humén prion betegségek kiilonbozé sporadikus vagy velesziiletett formainak a
kialakuldsa nagyon 0sszetett folyamat, és a tovabbi kezelés esélyeit a betegek
diagnéziskor meglévd allapota nagyban befolyasolja. Talan ez is okozta azt, hogy a
biztaté praeklinikai adatok [Farquhar és mtsai 1999 Lancet 353:117; Doh-ura és mtsai
2004 J Virol 78:4999-5006; Larramendy-Gozalo és mtsai 2007 J Gen Virol 88:1062-
1067] utan a mar kifejlett prion betegség esetén, az eddigi kisebb klinikai vizsgalatok
inhomogén betegcsoportjaiban az intracerebroventrikularisan adott pentozan poliszulfat
hatasa vegyes volt, 6sszességében még nem bizonyult meggy6zonek [Whittle és mtsai
2006 Acta Neurochir 148:677-679; Rainov és mtsai 2007 Expert Opin Biol Ther 7:713-
726; Bone és mtsai 2008 Eur J Neurol 15:458-464; Tsuboi és mtsai 2009 Neuropathology
29:632-636; Terada és mtsai 2010 Acta Neurol Scand 121:127-130; Honda és mtsai 2012
Neuropathology 32:124-132].

Azt gondolom azonban, hogy a neurodegenerativ betegségek soran az endothelsejteken
keresztiil tortén6 folyamatokrol az értekezésben 84. oldalan talalhaté alabbi allitas
minden tekintetben megalapozott:
“Ezekben a betegségekben az endothelsejtek célpontjai a korfolyamat soran termelt,
s az agyi erek korll félhalmozodott pathologias amyloid tipust fehérjéknek és azok
peptid fragmenseinek, ennek kovetkeztében a vér-agy gat miikodése zavart szenved,
ami hosszabb tdvon nemcsak magukat az agyi endothelsejteket, hanem az altaluk
védett kozponti idegrendszert is karositja.”



In vitro vizsgalataink sordn azt igazoltuk, hogy a lumindlisan adott prion és amiloid
peptidek az agyi endothelsejtekben morfoldgiai és funkcionalis elvaltozasat okoznak, és
ezeket az elvaltozasokat — valamint a vér-agy gat funkcié karosodasabdl ered6 esetleges
masodlagos agyi sériléseket — tudja kivédeni illetve megel6zni a pentozan kezelés.

Teljes mértékben elfogadom Biralo Ur azon véleményét, hogy az értekezés végén
hasznos lehetett volna egy A&brakkal alatdmasztott, a jelenleginél sokkal részletes
osszefoglalas, amelyben a sajat vizsgélataim soran feltart, a ver-agy gattal kapcsolatos
bioldgiai mechanizmusokat részletezem. Sajnos ezt a sokrétii témavalasztas miatt nem
tudtam a disszertaciora rendelkezésre allo terjedelembe belesiiriteni, és ezért az egyes
részeredmények ismertetése és rovid megbeszélése utan csak roviden foglaltam Gssze
tudomanyos eredményeimet a zarofejezetben.

Egyetértek Opponensemmel abban, hogy a 44. &bra magyardzata valoban nem
egyértelmii és kdszondom, hogy mad nyilt a kisérleti 6sszeallitas leirasanak javitasara. Az
A. részben az elektromos ellenallas valtozasok lathatoak a kisérlet kezdetét6l a 16. Oréig.
A permeabilitasi adatokat (44. abra B és C rész) a 16. Graban a rezisztencia mérések utan
nyertik.

Végezetiill még egyszer koszondm Csernus Professzor Ur megjegyzéseit és kérdéseit, és
azt, hogy az értekezés egyes eredményeit Ujszeriinek tartja. Tisztelettel kérem, hogy
opponensi véleményére és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.

Szeged, 2012. oktober 19.
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Dr. Deli Méria Anna



