Valaszok Prof. Dr. Mez6 Gabor opponensi véleményére.

Koszonom birdlédmnak a részletes, alapos biralati munkat, és a kérdéseket, amikre az 6
szavaival élve ,,preciznek és kielégitbnek” szant valaszok elkészitése kdzben is tudtam
meég a témaval kapcsolatban Uj informacidkra lelni. EL6szor a megjegyzéseire reagalnék.

A szerin hidroxilcsoportja konvencionalis jelolésének tévesztésével és a ,vad egrek”
elirassal kapcsolatban azt tudom mondani, hogy az évek mulasaval egyre inkabb
,bOéromon érzem” az oregedd agy hibdas mikodésének kovetkezményeit, ami példaul
olyan jellegl félrekapcsolasokban nyilvanulhat meg, mint az amugy tananyagként
oktatott jelolés tévesztése, vagy helytelen szohasznalat. A javitasukra tett igyekezet 100
%-0s volt részemr6l, az eredményessége viszont mar sajnos nem. A szignifikancia-szintek
jelolésének hianyara azt tudom valaszolni, hogy egységes volt a kozolt eredményekben,
értékét a ,,4.8 Mérések kiértékelése, statisztikai modszerek” cim( fejezeteben adtam
meg, ami p<0,05 volt. Valészinlleg célszerlibb lett volna minden érintett abra mellett
megadni a szignifikancia-szintet.

A biralé altal feltett kérdéseket a kovetkez6k szerint valaszolom meg.

1. Az APP szekretazok altali lebomlasa és a keletkezd fragmensek keletkezése igen jol
dokumentalt. Viszont nagyon érdekesnek talaltam, az altalam eddig nem ismert az ABS3-
42 fragmens keletkezését, amely Glu-t tartalmaz az N-terminalison, ami
piroglutaminsavva alakul, és ez a fragmens megnoévekedett aggregacios hajlammal
rendelkezik. Tudoméasom szerint az N-terminalis szabad Glu ciklizacios képessége a Gln-
nal és védett (pl. Bzl-védett) Glu-nal ellentétben viszonylag csekély. Mit lehet tudni ennek
az atalakulasnak a kinetikajarol? Mi hasitja le az N-terminalis dipeptidet az AB1-42-r6l, és
vannak-e olyan terapias kutatasok, amelyek ezt a hasadast és/vagy a piroglutamisav
képzbdését gatoljak?

Valasz:

Az AB1-42 peptid enzimatikus hasitasaval keletkezik az AB3-42 csonkolt szekvencia,
melyet mar 1992-ben sikerllt izolalnia Mori és csoportjdnak emberi agybél 2D-
gélelektroforézissel, majd tomegét azonositani az akkoriban alkalmazott
tomegspektrometrids eljarasok segitségével [1]. Mar 6k leirtdk, hogy az enzimes
emésztéssel kapott 3-16-o0s fragmens N-terminalisan a glutamat helyett valdszin(ileg
piroglutamat all, 6k azonban nem zartak még ki annak a lehetdségét, hogy ez a mddositas
a feldolgozas kovetkezménye. 1995-ben Saido csoportja specifikus antitest
alkalmazasaval immunhisztokémiai moddszerekkel is igazolta az amiloid plakkban a
piroglutamat-végl csonkolt AB jelenlétét [2]. Shirotani 2002-ben publikalta azon in vitro
kisérleteit, melyek soran primer kortikalis neuronokban termeltetett olyan mutans,
csonkolt AB szekvencidkat, amikben a 3-as poziciéban glutaminsav illetve glutamin allt.
Az 6 modellrendszeriikben csak a spontan és enzimatikus ciklizaciéra egyarant hajlamos
AB(*Q-42)-nél tudtak igazolni a ciklizalt termék képzédését, a AB(*E-42) formanal nem [3].
2008-ban egy osztrak kutatécsoport, mellyel mi is egyuttmikodtunk, igazolta 2 féle
transzgén egérmodellen, hogy az AB(°pE-42) forma a glutaminil-cikldz enzim hatasara
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keletkezik, inhibitor alkalmazasaval a képzddése visszaszorithatd [4], illetve arra is
bizonyitékot talaltak, hogy human AK-ban az enzim szintje megemelkedett. Az aggregacio
kinetikajat tekintve feltételezték, hogy a piroglutamat forma az AB1-42 peptiddel k6zésen
olyan LMW oligomert képez, amelynek toxicitdsa meghaladja a nem csonkolt
szekvenciakbol allé oligomerekét [5], illetve hogy kialakulasukat a tau protein katalizalja.

Az AB(®pE-42) hatadsat az AB42 konvencionalis aggregacidjara, illetve a glutaminil-ciklaz
gatlasanak hatasat az alabbi abra foglalja 6ssze [6].
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A human glutaminil-ciklaz inhibitorok (QCI) tervezése és AK-ban valé alkalmazhatésaguk
vizsgalata az elmult évtizedben legalabb olyan kedvelt alternativ kutatasi irannya valt,
mint a gyulladascsokkentdk, vagy aggregacids inhibitorok témaja. Klinikai vizsgalatig
azonban csak néhany vegyulet jutott el, a mar emlitett kutatécsoport altal fejlesztett
PQ912 (Varoglutamstat) vegyulettel pedig klinikai vizsgalatok is indultak. Sajnos 2024
aprilisdban a tulajdonos cég bejelentette, hogy az eredmények negativak, a vegyllet
fazis2 vizsgalaton nagy létszamu csoporton nem bizonyult hatékonynak. A hGC
inhibitorok fejlesztésével parhuzamosan az Eli Lilly kifejlesztett két specifikus antitestet
az AB(®’pE-42) ellen, a Donanemabot és a Remternetugot. A Donanemab a dolgozat irdsa
6ta letelt id6ben megkapta az alkalmazasi engedélyt az Egyesiilt Alamokban az FDA-t4l,
2024. juliusa 6ta Kisunla néven kereskedelmi forgalomban kaphaté. A dézisa 700 mg/ho
egyszeri inflzids bejuttatassal, majd 1400 mg/hd, ameddig szukséges. A Remternetuggal
jelenleg is folyamatban vannak F3 vizsgalatok, és tervezik a Varoglutamstattal valé
kombinacids terapiara iranyuld klinikai vizsgalatokat is.



2. Kérdések az izoAB1-42-vel kapcsolatban:

a) A szintézis sordn (Boc-technika), a Ser észter beépitése utan, hogy végezték a
semlegesitési lépéseket (ez az Ertekezésbél nem dertiil ki)? Kellett-e in situ semlegesitést
végeznivagy a kiilén lépéses semlegesités soran sem lattak O-N acilvandorlast?

Valasz:

a) Az izopeptid szintézise esetén a savas korulmények kdzott is nagy stabilitasu 2-Cl-Z
védécsoportot alkalmaztuk a Ser a-aminocsoportjan. Feltételezéslink szerint ez a
védbécsoport nem hasad le a neutralizaciés lépésben, igy megakadalyozza az O-N
acilvandorlast szintézis kdézben. A semlegesitést konvencionalisan és in situ is tobb
esetben alkalmaztuk, nem tapasztaltunk lényegi klilonbséget a melléktermékeket, illetve
a szintézis eredményességétilletéen a két mddszer kozott.

b) Mennyire vélik el a HPLC-ben az AB1-42 és az izo-szarmazéka? Nyilvan a két termék
MS-ben nem kiilonbéztetheté meg, tehat egy O-N acilvadorlast ezzel nem mutathatd ki.
A csucs kicsit vallasnak tdnik 10.A abran. Az in vitro vizsgalatokban milyen gyorsan
torténik meg az acilvandorlas, és ez hogyan viszonyul az aggregacio sebességéhez?

Valasz:

b) Valéban, a kromatogrambdl nem lehet arra kdvetkeztetni, hogy van-e jelen az O-N
acilvandorlason atesett peptid a nyers termékben. A csucs valla az atvandorolt
mellékterméket, vagy akar kis mértékl aggregacio esetén oligomerképzddést is jelezhet.
Szerencsére az atvandorolt termék nem egy ,,nem kivant” melléktermék, az aggregacié
kinetikajat befolyasolhatja, de tekintetbe véve az AB1-42 peptid szintézisekor fellépd
problémakat, ezt a lehetéséget, hogy a peptid egy része a konvencionalis szekvenciaba
alakul at, nem gondolom problémasnak.

c) Ezt az acilvandorlast és az ezt kovetd aggregacios folyamatot Ca és Mg ionok segitik, ha
jolértem. Ez hogy valtoztatjia meg az atalakulas kinetikajat in vivo korilmények k6zott? Bar
ha jol kbvetkeztetek, akkor talan ez az oka annak, hogy inkabb az in vitro (pl. k6t6dési)
vizsgalatokban alkalmazhatd ez a szarmazék? Mennyire relevansak az ezzel az anyaggal
kapott eredmények a természetes folyamatokra, ha masféle aggregacios folyamat
jatszodik le az izoAB1-42 és az AB1-42 alkalmazasakor? A 62. oldalon ezzel
kapcsolatban azt irja a Jelolt, hogy ,,Ez azonban nem okoz olyan kikiiszobolhetetlen
problémat, ami az izo-AB alkalmazasat ellehetetlenitené. Kériltekintd kisérlettervezéssel
a peptid elbnybésen alkalmazhaté megfelelé toxicitasu AB aggregatumok nagy
mennyiségben és reprodukalhaté mddon torténd elballitasara. Ezt esetleg kifejtené
jobban, hogy ez alatt mit kell érteni?

Valasz:

c) Az O-N acilvandorlas sebessége pH-fluggt, és mivel maga az aggregacio is az, igy a
biralé kdvetkeztetései, miszerint a két folyamat egylittesen jatszédik le, helyénvald. igy
annak a lehet6sége is fennall, hogy az acilvandorlassal keletkez6 peptid konformacidja



nem azt az aggregacios utat jarja be, ami a bioldgiailag relevans, toxikus konformacidkat
eredményezné. Eredményeink szerint az alkalifoldfém-ionok nem a kivant irdnyba vitték
el az izopeptidbdl keletkez6 AP aggregacidjat, amit a peptidoldat toxikus hatasanak
csokkenéseként észleltlink. Mivel azonban ez a peptid csak in vitro kisérletekben, vagy in
vivo bejuttatdsos vizsgalatokban alkalmazhatd, szerencsére konnyen megoldhaté a
mintael6készitési protokoll atalakitasa. Ez jelenti a peptid el6kezelését kaotrép
oldészerrel az esetleges aggregatumok feloldasara, egy vizes elékezelést, mely soran a
viszonylag magas koncentracié a peptid-torzsoldatban a vandorlast és aggregaciot
kevésbé tamogatd, enyhén savas pH-n valdésul meg, majd az ezt kdvetd, higitassal egyutt
végzett atpufferelést a fiziolégias pH-ra, mely elegendd id6t ad az O-N acilvandorlasra a
lassu aggregacio mellett. A birald jol érti, az izopeptid ugy alkalmazhaté bioldgiai
vizsgalatokban (in vitro, vagy kezelést kovetd in vivo kisérletekben is), ha biztositjuk a
helyes konformacié kialakuldsat alkaliféldfém-ionok jelenléte NELKUL. Emiatt
dolgoztunk ki olyan protokollokat, amikben javasoltuk az izopeptid alkalifoldfém-mentes
pH=7.4-es pufferben torténd eléaggregaltatasat, majd a peptidoldat felhasznalas el6tt
kozvetlenul torténd kiegészitését a fizioldgias korlilményeket biztosité Ca?* és Mg?*
ionokkal. Azt gondolom, hogy az izopeptid alkalmazasa ezen protokollbeli médositasok
nélkil a természetes folyamatokkal nehezebben 0Osszeegyeztethetd eredményekhez
vezet.

3. Az Fmoc-kémiaval szintetizalt peptid-amidokat Rink-Amid gyantan készitette. Egyes
vélemények szerint ilyenkor C-terminalis N-alkilezett peptid amidok képz6dhetnek. Nem
tapasztaltak ilyeneket? Bar a Rink-Amid MBHA gyantarél nehezebb lehasitani a
peptideket, ami gond lehet az AB-peptidek esetén, de kevesebb mellékterméket
eredményez. Van-e 6sszehasonlitasuk és tapasztalatuk a két gyanta tipus alkalmazasa
esetén AB-peptidek esetén?

Valasz:

Rink-amid gyantan egyrészt nagy szamu aggregacid modosité (AM) peptidet és
peptidomimetikumot, valamint az AB1-40 és AB25-35 fragmenseket allitottam elé. A rovid
szekvenciak szintézise legtobbszor problémamentesen zajlott, jelentés melléktermeék-
képzbédést nem tapasztaltam, ha volt is, nem deritettem fel a szerkezetét. Az amiloid
fragmensek szintézise, kulonosen a 40-es fragmensé, szamos helyen problémas, igy
nyilvan kualonféle melléktermékek képzédésével kellett szamolnom. Ezek analizise és
azonositdsa sem volt minden esetben teljes, de legtobbszor aminosav-delécidk felléptét,
véddcsoportok elégtelen eltavolitasat detektaltam. Az N-alkilezett amidok képz&dését
kildn nem tapasztaltam, de nem zarom ki a lehetéségét, hogy volt ilyen melléktermék is
az elegyben. A Rink-Amid-MBHA gyantarél van tudomasom, magam azonban még
peptidszintézishez nem hasznaltam ezt a gyantatipust.



4. Az egyik mintael6készité protokollnal azt irja, hogy az AB25-35 peptidet 5 percig
ultrahangos kezelésnek veti ala. Nem tapasztalt aggregaciot? Igaz, hogy az AB1-42
esetében, de a mi tapasztalatunk az volt, hogy az ultrahangozas nem hogy segitett volna
a feloldasban, hanem kimondottan segitette az aggregalddast.

Valasz:

A biralé kisérleti tapasztalatait csak megerdsiteni tudom: az AB1-42 peptid aggregaciojat
az ultrahangozas, kilonosen 10 uM koncentracio felett elésegiti. Ugyanez nem teljesll a
rovidebb, aggregaciora kevésbé hajlamos AB25-35 fragmensre, ami ennél az értéknél
magasabb koncentraciéban is toleralta az ultrahangos elékezelést.

5. Az LPFFD-amid szintézise és alkalmazasa soran nem merlilt fel a szukcinimid gydirdn
keresztiili LPFFN képzédés lehetSsége? Altaldban keriilni szoktdk az Asp-amid C-
terminalisu peptidek szintézisét.

Valasz:

Igen, a szakirodalomban részletesen targyalt a C-termindlison Asp-t tartalmu,
karboxamid végl peptideket érinté mellékreakcid, a szukcinimid-képzédés, illetve a
szukcinimid felnyilasaval képz6dé izomerizacié, racemizacid, vagy az aszparagin
képzbédésének lehetbésége. Az LPFFD Claudio Soto munkatarsai altal kozolt, altaluk
legjobbnak tartott aggregacid-gatld molekula volt, melyet csoportunk LPYFD-re
modositott. A szekvenciara alapozva, tovabbi aggregacié moédosité (AM) vegylletek
azonositasa érdekében szamos szarmazékot eléallitottunk, a karboxamid végul
pentapeptideken kivul C-terminalison karboxilatot tartalmazo vegyuleteket, roviditett,
inverz és D-inverz szekvenciakat is. Toxikus AB-oligomerekkel végzet in vitro életképességi
tesztben neuroblasztéma sejtvonalon vizsgaltuk az anyagok AM, és feltételezetten ebbdl
kovetkez6 védbhatasat. Méréseink szerint a D aminosavnak nincs szerepe a véddhatas
kialakitasaban, valészinlsithetéen az LPYF szekvenciarészlet elégséges mar az AM
tulajdonsaghoz, a D és inverz, valamint D-inverz, aszpartatot, lancvégi karboxilatot nem
tartalmazo szekvenciak is hatékonynak bizonyultak. A szintézisek soran igyekeztink a
peptideket a melléktermékektdl elvalasztani, de természetesen nem lehet kizarni, hogy
akar a felhasznalas soran bekovetkezhet mellékreakcid. Mivel azonban ugy tinik, hogy a
bioldgiai hatas fuggetlen a peptid ezen szerkezeti elemeitél, igy azt gondolom, hogy ha
képzddtek is melléktermékek a bioldgiai reakciok soran, azok nem maoédositottak mérési
eredményeinket érdemben.



6.

a) A foldamer-dendrimerek hatasanak vizsgalatakor felmeril a kérdés, hogy a B-rétegek
kimutatasdara hasznalt ThT vagy ellenanyagok kot6dése nem gatolt-e a dendrimerek
kétédése altal, és nem ez okozhatja-e a kisebb aggregalddas detektalasat?

Valasz:

a) A kérdés abszolut jogos, munkak egy része éppen a ThT-mérések bizonytalansagat
tamasztotta ala a béta-réteges szerkezet mennyiségének meghatarozasat illetéen. Ezért
a ThT-mérést minden esetben kiegészit6 mérésként hasznaltuk, egyéb, kotddés
jellemzésére alkalmas metodikak mellett (NMR, ITC).

b) Tudunk valamit az egyes komponensek kotédési helyérél? Esetleg van mdd a
dendrimer- kotott szerkezetek rontgen diffrakcids vizsgalatara?

Valasz:

b) Az oligomereken talalhato kot6helyek feltérképezését illetéen nagyon gyerekcipbben
jarnak meég a kutatdsok, koszonhet6éen a szerkezeti sokféleségiiknek és a
flexibilitasuknak. Mig AB fibrillumok szerkezetének meghatarozasat mar tobbféle
technikaval is elvégezték (NMR, rontgendiffrakcid, cryo-EM), addig az oligomerek
szerkezetének pontos ismerete, kis molekulak kotéhelyeinek pontos feltérképezése még
mindig egy megoldatlan probléma. 2022-ben publikalta Gupta és csoportja azt a
technikat, amivel LMW oligomerek szerkezetérdl lehetséges informaciét nyerni [7]. Ez az
»X-ray footprinting with Mass spectrometry” nevet viseli, és a szerz6k szerint az
oligomerek gyors valtozékonysaga mellett is lehetdévé teszi a ThT kot6helyének
meghatarozasat az oligomeren. Konkrét mérést és beldle nyert eredményeket viszont
azéta sem publikalt a csoport. igy akar a ThT, akar barmely AM vegyiiletiink, vagy a
foldamerek pontos kotéhelyérél sajnos jelenleg nem lehet informaciot szerezni.

c) Van valamilyen tapasztalat az ilyen tipusu aggregaciot maodositd vegyliletek
sejtbejutasi, illetve vér-agy gaton térténé atjutasi képességérdl? Ha nem, akkor mit tudna
a Jelolt elképzelni ezen molekulak olyan mddositasara, amelyek ezt elésegithetik? Azért
is kérdezem ezt, mert a Jelolt az 6sszefoglaléban azt irja, hogy ,,A kismolekulas AM-ek
atjutasa a vér-agy gaton konnyebben megvalosulhat, mint az antitesteks,.......... a
kismolekulas AM-ek esetében ezérttérekedni kell a célhelyre térténé hatékonyabb eljutas
el6segitésére.”

Valasz:

c) Ami a vér-agy-gaton torténd atjutas és a sejtbe bejutas kérdésétilleti, ebben a témadban
az elmdult években tobbféle iranyban is végeztlink vizsgalatokat. Szabadalmaztatott
vegylleteink esetében Prof. Dr. Deli Maria kutatécsoportjaval egyuttmkodve vizsgaltuk
in vitro kisérletekben egér primer endothél kultura és human endothél sejtvonal
alkalmazasaval is a leghatékonyabb vegylletek atjutasi képességét. Megvizsgaltuk a
molekulak enzimatikus stabilitasat, és a kisérletek eredményeibdl azt is feltételeztik,
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hogy egy intraperitonealis beadast kovetéen at kellett jusson az anyag a vér-agy gaton az
élé allatban is, hiszen mértunk konkrét bioldgiai hatast. Emellett egyik, 2022-ben zarult
GINOP pélyazatunk (GINOP 2.3.2-15-2016-00036, Uj gyégyszer hatéanyagok és célba
juttatasuk Uj hordozérendszerekkel) témaja volt olyan sejtpenetralé peptideken alapuld
bejuttaté rendszer tervezése és vizsgalata, mellyel a potencialis gydgyszerjeloltek hatasa
novelhetd lehet. Ez utdbbi fejlesztés féleg a P53 vegyllet és tarsvegylileteinek
vizsgalatdahoz kapcsolédott, és az Alzheimer-kérral kapcsolatos gyodgyszerfejlesztés
eredménytelensége miatt gondoltunk arra, hogy a hatasossag azért marad el a vart
mértéktél, mert az intracellularis oligomereket megcélzé molekulaknak at kell jutni a
sejtmembranon. A kationos sejtpenetrald peptidek mellett természetesen egyéb
bejuttatasi formak, pl. lipid nanopartikulumok is széba johetnek alkalmas bejuttatd
rendszerként. A dendrimer-foldamer konjugatumok esetében ilyen iranyu fejlesztésen
nem gondolkoztunk. Bar az eredmények alapjan a konjugatumok alkalmasak LMW
oligomerek neutralizdlasara, a téma fejlesztése inkabb a diagnosztikai eszkoz iranyaban
tortént, els6sorban liquorban és egyéb bioldgiai eredetl folyadékmintakban torténd
meghatarozast terveztlnk, igy a bejutas problémajaval itt nem szembesultlnk.

7. A 31. abran ésszehasonlité vizsgalatot mutat be Dr. Filép Livia a multivalencia
(kulonféle foldamer-dendrimer szerkezetek) és a bioldgiai hatasossag dsszefliggésére. A
kilonbbz6 anyagok viselkedése, hatas mechanizmusa (értve ezalatt a toxikus oligomer
mennyiségének eltolasa a kisebb oligomerek illetve a nagyobb aggregatumok iranyaba)
mennyire egységes, és ha nem, akkor mennyire 6sszehasonlithaték ezek az adatok? Vagy
ez annyira nem is relevans, mert csak a kialakult hatas (viabilitas érték) a fontos?

Valasz:

A 31. abran két viabilitds-mérés dsszehasonlitasa lathatd. A mérések kdzds eleme az
alkalmazott AB kezelboldat Osszetétele, ezek a standardizalt oligomerkészitési protokoll
szerint izopeptidb6l eléallitott oligomerek voltak. Elézetes eredményeink alapjan
feltételeztiik, hogy a foldamer-dendrimer konjugatumok ugy fejtik ki véd6hatasukat a
toxikus AB oligomerek ellen, hogy a kisebb méret, LMW oligomereket ,,becsomagoljak”,
a HMW frakciot pedig precipitaljak. Feltételezésliink szerint a kulénb6z6 méretd,
geometridju és multivalencidju (azaz eltér6é mennyiség( felismerd foldamer-szekvenciat
tartalmazo) konjugatumok hatasara nem tolédik el az LMW és HMW frakcié, valamint
egyéb aggregaciés formak (pl. protofibrillumok) mennyiségi ardnya, hanem a
neutralizaciéjuk hatasfoka fog megvaltozni a konjugatum szerkezete fliggvényében. igy
azt gondolom, a konjugatumok kozotti kulonbségek egységes hatasmechanizmus
eérvényesllése mellett értelmezhetdék. A két viabilitasi tesztben az eltérdé felépitésl
konjugdtumok nem azonosan bizonyultak hatasosnak vagy kevésbé hatdsosnak, ennek
azonban oka lehet a kisérleti rendszerek eltérésége. A tUlélé agyszeleten teljes szoveti
kornyezetben teszteltink rovid tavu hatast, mert a megfelelé reaktivitas és allapot
biztositasa 4 ora id6tartamig lehetséges. A rovid idé és a szovetbe torténd diffuzio



korlatoltsaga miatt feltételezhetéen az LMW oligomerek altal kivaltott toxikus hatassal
szemben vizsgalhatéak az anyagok. A sejttenyészeten egyrészt nagyobb fellleten,
kozvetlenul érintkezhetnek a sejtek az oligomerekkel, masrészt az idéablak is hosszabb
(24-48 6ra mulva detektaltunk), igy ott az LMW oligomerek mellett a HMW-oligomerekre
gyakorolt hatas is hozzajarul a biolégiai végeredményhez. A két mérést nem feleltetném
meg egymasnak, az eltéré korilmények miatt az eredmények inkabb kiegészitik egymast.

8. A 91.oldalon Dr. Filédp Livia azt irja, hogy ,,Az AB oligomerek detektalasara kifejlesztett
ELISA eredményei is csak akkor megbizhatoak, ha az oligomerek és a foldamer kézott
fellépb kolcsbnhatas specifikus, az adott biolégiai matrixban jelen levé egyéb fehérjék a
meghatarozast nem zavarjak.” Majd vizsgalva az AB oligomerek és a szérum fehérjék
kélcsbnhatasat arra a koévetkeztetésre jut, hogy nagy mennyiségben jelen levé
szérumfehérjék és detergens sem zavarja az oligomerek specifikus detektalasat. A
kérdésem az lenne, hogy vizsgaltak-e, hogy a foldamer-dendrimerek hogyan hatnak
kdlcson ezekkel a fehérjékkel, és ez befolyasolhatja-e az aggregacio modosité hatasukat
(pl. koncentracio fliggést)?

Valasz:

A biralé altal idézett megallapitast alatdmaszté mérés eredményei a 34.A abran
lathatdak. A bioldgiai mintdk modellezésére 1% FBS-t tartalmazé DMEM sejtnoveszt6
tapoldatot alkalmaztunk, mert az FBS-t megfelel6en Osszetett rendszernek gondoltuk
ehhez a modellkisérlethez. A gyartdi leiras szerint ez az FBS kb 38 mg/ml fehérjetartalmd,
ami a kész oldatunkban 380 mg/dm® tomegkoncentraciét eredményezett. A
fehérjetartalom féleg BSA-bdl, ndvekedési, illetve adhézids faktorokbdl tevddik 6ssze az
egyéb komponensek mellett. Eredményeink szerint a foldamer-dendrimer konjugatum
oligomerkoté képessége ebben az oldatban nem kiilonb6z6tt a PBS-ben mért értékektol.
Ezt a kisérletet csak egyféle FBS-koncentraciéval végeztik el, és nem vizsgaltuk a
foldamerek specifikus plazmafehérjékkel torténé egyedi kdlcsonhatasat sem. Talan az
»adott biolégiai matrix” kifejezés valéban tul altalanos, hiszen a forrastél fuggéen egészen
nagy koncentraciotartomanyban mozoghat ezeknek az oldatoknak a fehérjetartalma.
Irodalmi adatok szerint a vérszérum total fehérjetartalma az altalunk alkalmazottnal tobb
nagysagrenddel nagyobb, 60-80 g/dm?®. Ellenben a human cerebrospindlis folyadék
fehérjetartalma mar joéval kisebb, kb. 500 mg/ dm?® kozépértékre tehetd [8]. Valdban
célszerlbb lett volna tdbb koncentracié mellett is megvizsgalni az altalunk fejlesztett
ELISA-rendszer oligomerkotd képességét, de azt gondolom, hogy a kivalasztott
koncentracid jol megkozeliti a CSF-ben talalhaté allapotokat, ami szadmunkra azért volt
elégséges, mert az ELISA-rendszerrel els6sorban a CSF-mintakban szerettik volna
meghatarozni az AB oligomerek mennyiségét.



9. A 44. abran mivel magyarazhatdk, hogy kicsit random moédon nének és csékkennek az
értékek a honapok elére haladtaval. Van ennek valami bioldgiai magyarazata, vagy mérési
hibabdl adddnak? Ha esetleg ez utdbbi, akkor a szignifikancia értékek mennyire
tekintheték pontosnak? Altalédban hény pdrhuzamos mérés alapjdn szémolték ki a
szdrasokat?

Valasz:

A 44. abraimmunhisztolégiai eredményeket mutat be az APPxPS1-es transzgén allatok és
avad tipusu C57BL/6 egerek agyaban detektalhato glia-aktivaciot jelz6 markerek (Iba1 és
GFAP) mennyiségi jellemzésére. A kisérlet célja els6sorban nem az egyes egértorzsek
egyedeinek kor szerinti 6sszehasonlitdsa volt, ami valéban mutat random valtozasokat,
hanem minden életkorban a transzgén és vad tipusu allatok kozotti kilonbségek
felfedése, azzal a céllal, hogy megallapitsuk, melyik életkortdl lehet az AP tultermelése
kovetkeztében a gyulladasos folyamatok feler6s6dését detektalni ebben a transzgén
egértorzsben. A kisérlet 6sszesen 208 allattal zajlott, ami egy igen nagy allatmennyiség,
de figyelembe kell vennuink, hogy a kisérletsorozat tobb hdnapig folyt, és minden
hénapban elegendd® mennyiségl Aallattal kellett dolgoznunk a szignifikancia elérése
érdekében. Csoportonként 5 allatunk volt, minden allatb6l 12 agyszelet analizisét
végeztik el a gyrus dentatus és a hippocampus teruletén, igy egy-egy érték dsszesen 5
bioldgiai parhuzamosbdl nyert 12 technikai parhuzamos mérés, azaz 60 adatpont atlagat
és szorasat reprezentalja. Ezek statisztikai 0sszehasonlitdsa ANOVA utani fuggetlen
mintakra alkalmazhaté Student-féle t-préobaval tortént, a szignifikanciat p<0,05 szinten
allapitottuk meg. Ezek alapjan azt gondolom, hogy a kapott szignifikanciak a két allattorzs
kozott egy adott életkorban mindenképpen er6sen megalapozottak statisztikai
szempontbol. Egy torzson belll a longitudinalis valtozast nem értékeltuk statisztikai
szempontbdl, a randomitasra nem tudok magyarazatot adni, a bioldgiai rendszerek
valtozékonysagat tudom egyediili okként felhozni a jelenségre.

10. A 94. oldalon azt olvashatjuk, hogy ,,Egy hatarkoncentracion tul a keletkez6 AB1-42
ezekben az allatokban plakkokat képezhet, melyeket 4G8 antitesttel detektaltunk (45.C
abra).” Ez az ellenanyag a 18-23-as szekvencia részt ismeri fel az irodalom alapjan.
Lehetséges, hogy akkor az esetlegesen keletkez6 AB3-42 peptidet és esetleg mas
fragmenseket is kimutatja? Tehat lehet, hogy ilyen szempontbdl nem szelektiv az AB1-42
peptidre? Persze lehet, hogy ennek megint nincs igazan jelentésége a vizsgalat
szempontjabol.

Valasz:

A 4G8 antitest az egyik legrégebbi és leggyakrabban alkalmazott monoklonalis antitest,
mely a legljabb eredmények szerint valdban nem a korabban évtizedekig feltételezett 17-
24-es epitopot, hanem a 18-23-as epitépot ismeri fel szelektiven. Ez azonban nem
befolyasolja lényegében az antitesttel kimutathaté azon AR szekvenciak készletét, melyek
a C- vagy az N-terminalison térnek el egymastdl. igy egyetértek a biraléval, ez az antitest
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a 3-42, 1-40 és egyéb szekvenciaju, 18-23-as epitdpot tartalmazd AP peptideket is
felismeri. Ennek azonban a mi vizsgalatunk szempontjabdl valéban nincs jelentésége,
mert a fragmensek emberben kimutatott mennyiségi aranyai ebben az egértérzsben nem
érvényesek. Ilyen jellegli vizsgalatot 5xFAD egerekre irtak le az irodalomban, APPxPS1-es
egerekre nem talaltam ilyen iranyu adatot. Szamunkra az amiloid-aggregatum teljes
mennyiségének valtozasa volt érdekes az életkor fliggvényében, az aggregatum peptid-
Osszetételét az egyes szekvenciakra nem gondoltuk elemezni.

11. A 94. oldalon bemutatott tablazat az életkorral 6sszefliggé neurogenezist és AfB-
patoldgiat érinté valtozasok felderitését mutatia be APPxPS1-es transzgén
egérmodellben. A tablazat tartalmaz irodalmi adatokat is, amelyek t6bbszor eltérnek a
sajatmérésektoél. Dr. Fulbp Livia ezt azzal magyarazza, hogy ,,Az ellentmondasok oka nagy
valdszinliséggel a detektalasi metodikak kiilébnbozésége”. Ezekben az esetekben nem
vetédott fel, hogy érdemes lenne ezeket a vizsgalatokat azonos mddszerekkel
O0sszehasonlitani az irodalmi adatokkal, hogy ezt a kbvetkeztetést igazolni lehessen?

Valasz:

A kisérlet tervezése soran sajat, nem AK-t érintd egérkisérletes tanulmanyok alapjan
beallitott mérési protokolljainkat alkalmaztuk a reprodukalhatdésag és a statisztikai
értékelhet6ség biztositasa érdekében. Mindenképpen olyan longitudinalis kisérletet
akartunk elvégezni, amelyben minél tobbféle paraméter valtozasat folyamatosan,
hénaprol-hdnapra kisérve tudtuk elvégezni, mert az elézetes irodalmazas alapjan
latszott, hogy a fellelheté adatok csak néhany korcsoportra voltak érvényesek, és
ennyiféle paramétert sem vizsgaltak az adott tanulmanyok végzéi. A metodikak
O0sszehasonlitasa azt is felfedte, hogy egymashoz hasonlitva is ezek a tanulmanyok béven
tartalmaznak diszkrepancidkat. Néhany metodika pontos adaptalasaval is
megprobalkoztunk az idézett publikacidkbdl, azonban nem kaptunk értékelhetd
eredményt. Emiatt ,,arany-standardként” alkalmazhatd, konszenzusos metodikat nem
tudtunk azonositani az irodalomban minden mérésre, igy dontottink a sajat mdédszerek
fejlesztése mellett. Eredményeink 0Osszehasonlitasat az irodalmi adatokkal
természetesen meg kellett tenni, de Ugy gondolom, azok rendszerezése és a mi
eredményeinkkel torténé o6sszehasonlitasa, majd az esetleges kllonbozésége inkabb
elénye ennek a munkanak, mint hatranya, mivel véleményem szerint a mi adataink
»hianyzé lancszemeket” potolnak, és az egy, nagyszamu populacion honapokig végzett
megfigyelések erdsitik az altalunk levont kovetkeztetések hitelességét.
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12. A 96.aldalon bemutatott in vivo dozirozast (,,3-9 hdnapos koruk kézott, heti 5
alkalommal, 5 mg-kg-1 ddzisban”) hogy valasztottak ki? Nem sok ez? Nem lehetne
kevesebb? Hogy birtak ezt az egerek 6 hénapon keresztiil?

Valasz:

A sziikséges dozirozas megallapitasakor két tényezét vettunk figyelembe. Az egyik a
human vizsgalatok dozirozasanak leképezése egérre, a masik pedig a biraldé altal mar
kérdezett vér-agy-gaton torténd atjutas, illetve intracellularis hasznosulas problémaja. Az
elsé kérdést megvizsgalva az 5 mg/ttkg dézis egy atlag 30 grammos egeret és benne
kering6 1,5 ml vért alapnak tekintve 0,1 mg/ml koncentraciét eredményez. Ezzel analég
azemberben 5 L vértérfogatban 500 mg hatdanyagot feltételezne, ami jéval nagyobb, mint
pl. a peptid-tipusi szemaglutidé (jelenleg 24 mg a legmagasabb fenntarté dozisa
naponta). igy azt mondhatjuk, hogy egy tényleges terapias szerhez képest ez valéban egy
magas dozis volt. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy az anyag biodisztriblciéjanak
vizsgalata egy kovetkezd lépése a hatdsvizsgalatnak, a kutatdsok kezdetén még jelentds
rabiztositassal juttatjuk be a hatéanyagot a modellallat szervezetébe. Toxicitast ennél az
anyagnal nem tapasztaltunk in vitro korilmeények kdzott, az elhullas ebben a kisérletben
is a szokasos havi 1-2 allat korul mozgott. Ezek tobbnyire a transzgén csoportbdl kerlltek
ki, ezek az allatok ugyanis fenotipusosan sokkal érzékenyebbek, mint a vad tipusuak. Az
elhullast belekalkulalva ugy terveztik meg a kisérleteket, hogy minden allatcsoportban
meglegyen a statisztikai érvényesség biztositasahoz szikséges allatszam (min. 5
vizsgalhatd allat). Az allatok intraperitonealisan kaptak az anyagot, kollégaim nagy
biztonsaggal és rutinnal hajtottak végre a mindennapi oltas muiveletét, az allatoknak a
legkisebb terhelést okozva. Biztosan lehetett volna kisebb koncentraciot is alkalmazni, de
hosszu éveken at folytatott allatkisérletes tapasztalataink ezekkel a nem toxikus peptid-
tipusu vegyuletekkel azt mutatta, hogy ez a doézis alkalmazhatdé az egérmodelles
allatkisérletekben.

13.Az eredmények alapjan megallapitja a Jelélt, hogy igazoltak ezzel a hipotézisiiket, hogy
az amiloid-patoldgia ellen lehetbleg minél korabbiidépontban elkezdett kezelés célszerd.

a) Ez az emberre levetitve mit jelenthet? Hisz az egereknél a 3 honapos kornal térténd
kezelés még béven nerogenezis mutatok jelentés csdkkenése eldtt van.

Valasz:

a) Egerek esetében a transzgén csoport kifejezetten rovid életd, élettartama kb. 50-70 %-
a az egészséges egerekének. Ezek az allatok koran ivarérettek lesznek, ezért 6regedésiik
nem vethetd linearisan 6ssze az emberrel. Emberre levetitve a korai diagndzis a familiaris
esetek miatt mar kb. 30 éves kortdl jelenthetné a rendszeres id6k6zonként végzett
szlréseket egyes biomarkerekre, eltérés esetén pedig mélyebb analiziseket.

b) Késébb az 6sszefoglalasban ezzel kapcsolatban a kbvetkezbket irja Dr. Fllop Livia ,,A
korai fazisra jellemz6 biomarkerek azonositasaval és szlrévizsgalat-szer( bevezetésével,
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illetve az AK-hoz rendelheté genetikai mintazatok definidlasaval el lehetne kiloniteni
azokat a csoportokat, amelyeknek korai kezelése &ltal szignifikansan csokkentheté lenne
a sulyos AK-ra jellemzé tiinetek kifejlédése.” Vannak erre iranyulo kisérletek és tudunk mar
ilyen jol diagnosztizalhaté markerekrél, amelyek nagy bizonyossaggal el6revetitik a
betegség varhato kialakulasat?

Valasz:

b) Az AK korai diagnosztikajaval foglalkozé kutatasok régota vezetnek arra a kozos
allaspontra, hogy el kell kiloniteni a familiaris és sporadikus AK-t egymastol abban a
tekintetben, hogy mig az elébbihez nagy biztonsaggal hozzarendelhet6k azok a genetikai
mutacidk, melyek a kialakulast valdszin(sitik (APP, PSEN1 és PSEN2), addig a sporadikus
esetben eddig egyetlen olyan gént. az ApoE-t tudtak azonositani, ami noveli az AK
kialakulasi valészinlségét, de ez sem szlkségszerli. A sporadikus esetek genetikai
analizise egy allanddan bévilé mutacios génkészletet tart fel, azonban ezek tényleges
korrelacidja az AK fellépésével nagy er6forrasigényl 6sszehasonlité vizsgalatokat igényel.
A genetikai feltérképezés mellett a korai fazist jelezni képes biomarkerek felfedezése is
jelenleg erésen kutatott terlilet. Er6feszitések folynak olyan biomarkerek azonositasara,
melyek a CSF helyett kevésbé invaziv modszerekkel nyerheté mintabol, plazmabdl,
vizeletbdl, nyalbdl, konnybdbl azonosithatd, megbizhatd prediktorként szolgalhatnanak.
Az Alzforum.org oldalon a biomarkereket 6sszefoglalé adatbazist Henrik Zetterberg, Kaj
Blennow, és kollégai (University of Gothenburg) allitottak 6ssze, ennek 2021-es valtozata
érhetd el jelenleg. Ebben az adatbazisban kikereshet6k azok a biomarkerek, amik mind
az egészséges kontrollokhoz képest, mind mas demencia-allapotokhoz, illetve az MCI-
hezviszonyitvais jellemz8&nek bizonyultak eddig az AK-ra a publikalt tanulmanyok alapjan.
Jellemz6en a kognitiv tunetek megjelenése el6tt is mar detektadlhatd bizonyos
biomarkerek szintjének szignifikdns emelkedése. Ezek a tau p181 (a kognitiv tliinetek
megjelenése elétt mar emelkedett a szintje), a tau p217 (szintje jellemzéen a preklinikai
fazisban mutat emelkedést). Ezenkivil AK-specifikus, nem APP-hez vagy tauhoz
kapcsolédd biomarker még a neuroinflammaciot jelzé ,glial fibrillar acidic protein”
(GFAP) és YKL-40, a neurogranin, mely egy szinaptikus fehérje, a ,neurofilament light
chain” (NFL), mely egy axonalis citoszkeleton-fehérje, a ,brain-derived neurotrophic
factor” (BDNF), mely a neuronok éréséért felelés molekula, és az AK kezdeti fazisaban
jelentésen emelkedett a szintje, illetve a visinin-like protein 1 (VLP1), mely egy kalcium-
jelz6 molekula a neuronokban, a neuronalis karosodas jelzdje [9]. Ezek kozul a GFAP, a
tau(p181) és a tau (p217), valamint az NFL vérplazmaban is p<0,0001 konfidenciaszinten
detektalhaté emelkedett mértékben az egészséges emberekhez képest (Alzforum.org).
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c) Ha vannak is ilyenek, azok mennyire adnak informaciot az alkalmazandd terapiaval
kapcsolatban? Ezek mennyire befolyasolhatjak a tovabbi kutatasi iranyokat?

Valasz:

c) Hogy mennyire képesek ezek a markerek elérevetiteni a betegség kialakuldsat, az
jelenleg még kevésbé kutatott. Szamos orszag egészségugyi ellaté rendszere jelenleg még
a diagnosztikai moédszerek és a terapias lehetd6ségek elérhetésége terén is komoly
korlatozasokkal mukodik, a betegség fellépése elbtt akar tobb évvel megkezdett
szlrdvizsgalatokra, az emlitett markerek szintjének nagyszamud mintan torténd
longitudinalis mérésére, illetve ezzel parhuzamosan a kognitiv zavarok felderitésére
jelenleg az ellatérendszerekbdl hianyzik az anyagi forras. igy amit dolgozatomban irtam,
sajnos leginkabb egy vagyott allapot, nem pedig a realitas.

A fent emlitett biomarkerek a korai szinaptikus karosodast, a neuroinflammacié
megjelenését és vele a glidlis aktivalddast, illetve a sejtek mikrostrukturajanak sérilését
(mikrotubulus-rendszer sérulése, axonalis tamasztorendszer sérilése) jelzik az AK
tlineteinek fellépése elbtti fazisban. Azt gondolom, a gyégyszerkutatds mar elmozdult
ezekbe az iranyokba, terapias fejlesztések jelenleg is folyamatban vannak ezeknek a
folyamatoknak a megakadalyozasara. Ezért lehet jelent6sége pl. az altalunk fejlesztett
S1R modulatoroknak, vagy az Fe65 muikodését befolydsold P33 vegyliletnek is az AK
megel6z6, vagy korai terapidjaban.

14. Az STR miikédésére alapozott gydgyszerfejlesztés eredményei résszel kapcsolatban
ugy érzem, hogy ezek még igen kezdetleges eredmények, tobb feltételezett hatas
mechanizmus még igazolasra szorul, de ezt Dr. Fildp Livia is megfeleléen érzékelteti a
leirasokban. Azonban a 102. oldalon a haloperidol > cutamesin k6zé nem tennék kisebb-
nagyobb jelet, mivel a szorasok mértéke (10. tablazat) ezt a hatasbeli megklilbnboztetést
nem indokolja. Ezen az oldalon talalhaté DTG révidités feloldasat nem talaltam a
dolgozatban (sem a roviditésjegyzékben, sem a kisérleti részben).

Valasz:

Koszondm az észrevételt. A kérdéses mondat valéjaban részemrdl tartalmaz egy
pontatlan fogalmazast, az eredeti publikaciéban ugyanis a K; értékek nagysagrendje
szerinti sorba allitas szerepel. Valéban, a szérasok alapjan ez a kiilonbség a haloperidol
és cutamesin altalunk mért kisérleti K értékei, igy nagysagrendjei kozott sem szignifikans,
igy helyesebb lett volna a ,kdzelitéen azonos =” jelet rakni a kért mért érték kozé. A
tendencia azonban igy is jol koveti az irodalomban kozolt értékek 6sszehasonlitdsaval
kaphato tendenciat.

A DTG rovidités feloldasanak hianyaért elnézést kérek, tobbszori szisztematikus
ellendrzésen ,,csuszott at” ez a rovidités, melynek feloldasa: : 1,3-di-o-toluilguanidin, a
magyar IUPAC-nevezéktan szerint N,N'-bisz(2-metilfenil)guanidin.
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