Valaszok Prof. Dr. Pongracz Judit Erzsébet opponensi véleményére

Koszonom Professzor Asszony munkajat és méltatd szavait. Neki is, és masik két
opponensemnek is halas vagyok, hogy mindannyian felismerték kutatécsoportunk
munkajanak értékét, és pozitivan értékelték er6feszitéseinket, amiket az Alzheimer-korral
kapcsolatos gyégyszerkutatas eddig sikerekben egyaltalan nem bdévelkedé terlletén
tettlink. Kérdéseire a kovetkezd valaszokat adom.

Kérdések

Mivel az értekezés igen jol dokumentalt és dttekinthetd, a kérdéseim is néhdny, a dolgozat f6 témakéreit
lefedé tertletre koncentralnak és elsésorban érdeklédé jellegiek:

1. A sejttenyészetekben és agyszeleteken végzett in vitro eletrofizioldgiai vizsgalatokban sejtvonalakat
és vad tipust egerekbdl szarmazé agyszeleteket alkalmaztak aggregatumokkal torténd kozvetlen

kezelést kdvetéen, az elektrofiziolégiai gerjeszthetdség vizsgalatdra.

1/1 A modellezés kapcsan meriilt fel az a kérdés, hogy nem volna-e hasznosithaté emberi sejtekkel
osszedllitott agyszdvet aggregatumokon térténd vizsgdlatok bedllitasa?

1/2 Mostaniban megjelent kutatasokban mikrofluidikai rendszerek alkalmazdasat helyezték elGtérbe,
mivel a mikrofluidikai rendszerek 6konomikusak, kevés sejtet igényelnek, mikdzben a betegség
patolégidja nyomon kévethetd, a multicelluldris sejt-sejt kozotti kommunikacid kivitelezhetd és
alacsony a befert6z6dés kockazata, mikézben a rendszer hossza tévon fenntarthat6. Esetleg tovabbi

kutatésaiban gondolt-e mikrofluidikai rendszerek alkalmazasara?

Valasz:

A kérdésre az irodalomban talalhatd kutatasok egyértelm( pozitiv valaszt adank. Az
utébbi évtizedben komoly kutatdsi irannya fejlédott az organoidokon és mikrofluidikai
rendszerek alkalmazasan alapuld kisérleti modellfejlesztés. Az eddigi eredmények
rendkivul biztatéak, am felfedték ezeknek a modelleknek a nyilvanvald hatranyaitis.

Az agyi organoidok eldallitasa etikai okok miatt féleg indukalt pluripontens &ssejtek
felhasznalasaval torténik. Ezek szarmazhatnak az AK-ra jellemz8 genetikai mutacidkkal
rendelkez6 emberi alanyok sejtjeibdl (fibroblasztokbdl), de van mar olyan modell is, mely
egészséges alanyok sejtjeit hasznalja, amiken kulsé indukcioval érheté el az AK-ra
jellemz6 sejtszintl( valtozasok megjelenése. Ezért elképzelhetd, hogy egy megfeleld
organoidon ki tudnank fejleszteni olyan modellt, melyben kiilonféle aggregacids allapotu
AB peptidet alkalmaznank a vizsgalatokhoz. 2013-2016 kdzott egylttmuikodtink eurdpai
€s magyar kutatéocsoportokkal (Prof. Paul Hyttel csoportja a Koppenhagai Egyetemen és
Prof. Dinnyés Andras csoportja a Szent Istvan Egyetemen) a betegekbdl nyert sejtekbél
fejlesztett iPSC-k fejlesztésében, és elektrofiziolégiai vizsgalataban. A projekt soran
szerzett tapasztalataimat megerdsiti egy egészen friss, 2025-0s 6sszefoglaldé munka [1],



amely kritikai szempontbdl elemzi az eddig az AK kutatasaban alkalmazott organoidok és
mikrofluidikai rendszerek alkalmazasaval kapott eredményeket. Eszerint a kovetkez6
problémak jelentik jelenleg a korlatjat a modszer széles kord elterjedésének:

1. Az alap organoid modellek egyik f6 problémaja az egységes struktura hianya. A
sejtek Onszervez6dése spontan modon torténik, ami korlatozza a modellek
reprodukalhatésagat és a specifikus agyterlletek vizsgalhatdésagat. Ezt a
problémat a kutatok iranyitott differencialtatas alkalmazasaval, illetve polimer
vazszerkezetek alkalmazasaval prébaljak kikliszobaolni.

2. Masik komoly korlat a belsé sejtrétegek oxigén- és tapanyagellatasanak hianya,
mivel az organoid modell nem tartalmaz véredényeket. Ez a sejtek elhalasahoz és
az organoid élettartamanak csdkkenéséhez vezet. Erre megoldast jelenthet a
mikrofluidikus rendszerek alkalmazasa, amellyel a kontrollalt folyadékaramlas
révén biztosithatd lehet a sejtek zavartalan anyagcseréje, illetve olyan
vaszkularizalt organoidok létrehozasa, amik esetében az organoidokba
endotélsejteket integralnak, melyek el6ésegithetik kapillaris strukturak
kialakulasat.

3. Az AK esetén kulon problémaként jelentkezik, hogy az organoid szervezettsége
mindenképpen egy kezdeti, fejléd6é stadiumnak felel meg, az dregedéssel jard
neurobiolégiai elvaltozasokat a modell nem tudja biztositani. Ezen kivul a
neuroinflammacioé és az immunrendszer aktivaciéja is helyet kell kapjon a
modellben, mely kombinalt, mikrogliat és asztrocitakat is tartalmazd organoid
kifejlesztését teszi szlikségessé.

A fentiekbél latszik tehat, hogy bar az emlés modell szamos hatrannyal jar
(transzlalhatésaga kérdéses), mégis rendelkezik elényokkel is a human sejtalapu
organoidokhoz képest. Az olyan organoidok reprodukalhatd eléallitasa, melyek
mutatjak az AK-patolégiat jellemz®d szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagokat,
jelenleg még mindig koltség- és idbigényes feladat. Azonban a terileten mar
eredményeket elért, kidolgozott rendszerrel rendelkezd kutatécsoporttal vald
kooperacid6 révén valészinldleg alkalmazni tudnank egy ilyen modellt
gyogyszervizsgalati platformként. Ebben az esetben az emlitett problémak miatt
mindenképpen mikrofluidikai rendszerrel kombinalt organoidot részesitenék
elényben.



2. Az aggregatumok biolégiai modellrendszerekben tdrtént vizsgalata soran in vivo teszteket is végeztek,
ahol az sllatok tanuldsi képessége az oligomerek injektalasat kovet6 4-5 napon jelentGsen leromlott. Itt
jegyzi meg a szerz6, hogy az injektalasos modellek kialakitasandl kulcsfontossaga a bejuttatas médjanak
gondos megtervezése, mert mar a 4,5 kDa-os AB1-42 monomer diffizioja az injektalas helyétél a
célsejtek felszinére is problémas lehet, ami hatvanyozottan jelentkezik a nagyobb méret( oligomerek és
fibrilldris aggregatumok esetében.

2/1 Lehetséges lenne-e a hasonld kisérletek elvégzéséhez lipid nanopartikulumok alkalmazasa,

melyek hatékonysdgadnak elGtesztelése akdr a fent emlitett mikrofluidikai rendszerekben is lehetséges

lenne?

2/2 ElképzelhetS-e célzott lipid nanopartikulumok bejuttatdsa, ahol a lipid nanopartikulumok
felszinére a target sejtekhez kapcsolédd, akar jelzett és nyomon kdvethetd molekulak biztositandk az

oligomerek és fibrilldris aggregatumok célba jutdsanak tényét?
Valasz:

Lipid nanopartikulumokkal AR aggregatumok célzott bejuttatdsara nem talaltam még
publikalt eredményeket. Ennek ellenére nem elképzelhetetlen egy ilyen kisérleti rendszer
Osszeallitasa. A feladat azonos az AK kezelésére alkalmazhaté terapias szerek célzott
bejuttatasaval, melyre szamos kisérlet megoldas talalhaté az irodalomban. Egy ilyen
rendszer feladata kett6s: egyrészt az adminisztracié helyétél figgden at kell jutnia a vér-
agy-gaton. Ezt az LNP feluletén elhelyezett specifikus BBB-atjutast segité molekulakkal
oldhatjuk meg, mely témaban kutatécsoportunk Prof. Dr. Deli Maria csoportjaval
kooperalva is végzett kutatdsokat. A glutationnal, illetve SLC- (,solute carrier”)
ligandumként funkcionalé alaninnal és glukopirandézzal moddositott nioszémak
eredményeink szerint jo hatasfokkal jutottak at a BBB-n [2]. Masik lehetséges
adminisztraciés Ut az orrnyalkahartyan keresztul torténé bejuttatas, mellyel kikerlilhet a
BBB. llyen iranyban is végeztunk kutatdsokat, igaz, nem nanopartikulumos formulalassal,
hanem egy, az intranazalis bejutast el0segité matrix alkalmazasaval [3].

A BBB-n valé atjutast kovetéen megoldanddé a megfeleld agyi targetalas kérdése. Ez
ugyben az AK diagnosztikajaval, illetve a hatéanyagok célzott bejuttatasaval kapcsolatos
eredményekre tamaszkodhatunk. MRI-diagnosztikumként alkalmazott ferromagneses
részecskéket pl. szialinsavval, AB antitest-kurkumin kombinacioju feliletmddositassal,
vagy egy ET6-21 jel( AB-targetald ligandummal tudtak célzottan az AB aggregatumokhoz
eljuttatni [4-6]. A BBB-n torténé atjutast kovetd hatékony neuronalis targetalast nemrég
sikerrel oldottak meg egy fuzids stratégiaval [7], melyben egy BBB-atjutast elésegitd
peptidet (TGN) kapcsoltak 6ssze egy tetraglicin-linkeren keresztul egy neuron-targetalé
peptiddel (Tet1). Az eredmények alapjan ez a stratégia alkalmas lehet akar LNP-be
csomagolt AB oligomerek célzott bejuttatdsarais.



3. Kétségtelen, hogy viselkedésvizsgélatok kivitelezése csak €16 allaton lehetségesek, és az eredmények
humén AK-ra torténd transzlaciéja korlatozott. Viszont a célteriiletre torténé biztos bejuttatds emberi
agyra hasonlité szoveti dsszetétell mini-szoveti rendszerekben lehetséges.

3/1 Terveznek-e, avagy lehetségesnek tartja-e, hogy a terapidra tervezett monoklonalis ellenanyagok
hatasat elsé Iépésben emberi agysejt tipusok szoveti halézatabol elGallitott mikrofluidikai kisérleti
rendszerekben végezzék el, amely esetleg a patkany agysejtekben végbemend véltozasok »mimikrije”

alanisn felevorsithatna az igéretesnek t(iné gyogyszerek engedélyeztetési eljarasait?

Specialisan makromolekulas terapia, antitest, nanobody, vagy a foldamer-dendrimer
konjugatumok hatasanak vizsgalata is természetesen lehetséges mikrofluidikai
rendszerben létrehozott organoidokon. Azt gondolom, hogy ebben az esetben
mindenképpen az endothéllel kombinalt agyi organoid modellt kellene alkalmazni.
Mikrofluidikai chipen Nashimoto és csoportja hozott létre human koldokvénas endothél
sejtek és human fibroblasztok egyutt-tenyésztésével vaszkularizaciot mutaté organoidot
[8], ezt tovabb fejlesztve megfeleld neuronadlis iranyu differencialtatassal létrehozhaté
lenne a kivant rendszer. Azt gondolom, preklinikai kutatasi fazisban mindenképpen
hasznos lehet egy ilyen modell, ha nem is feltétlentlidényereség céljabol, hanem inkabb
az eredmények transzlalhatésaga érdekében.

4. Az agyban fellépé gyulladasok, stresszfolyamatok hatasara az S1R miikodése megvaltozik.
Emellett megfigyelhetd a receptor mennyiségének valtozdsa is. Kifejti, hogy kivanatos lenne nagyobb
czelektivitassal rendelkezd molekulik azonositdsa, és az eddigi S1R agonistdk és antagonistak

elkiilénitése, mely jelenleg még pontosan nem definialt, és a vegyiletek karaktere sem egyértelm( a

terdpids hatds kifejtésénél. Vizsgalataiban a 12 legjobb in silico affinitassal rendelkezé molekula
szerkezetét azonositotta.

4/1 Az eddigi vizsgdlatai alapjan mely molekulaszerkezetek terdpids hatékonysagaban bizik a
leginkdbb, melyeket 1atnd legvalészin(ibbnek klinikai alkalmazasban a kdzeljévében?

Koszonom a kérdést, amire nem egyszer( a jelenlegi kutatasi kdrnyezetben valaszolni. Az
elmult évek soran kiderult, hogy az AK terdpiajaban leginkabb a passzivimmunizalason
alapuldé eljarasok nyertek teret. Emiatt azt gondolom, hogy a kismolekulas
gyogyszerfejlesztési torekvések nehezitett palyan mozognak, nehéz gydgyszeripari
partnert talalni ezen vegyuletek klinikai vizsgalatainak meginditasahoz. Ezért kilon kell
valasztani a hatasossagon alapuld sikerességet a tényleges gydgyszerré fejlesztés
sikerességétél; utdbbira sajnos egyik altalunk leirt vegyulet esetében sincs tul nagy esély.
Az STR-modulatorok kozul tovabbi kutatasokat végeztiink és végzink az L1, L2, L4 és L5
vegylletekkel, ezekbdl viszont szabadalmi okok miatt nem lehetséges a tovabbi
gyogyszerfejlesztés. Az in silico szlrést és a kotésvizsgalatokat a dolgozatban kozolt
molekulakonyvtaron tul tovabbi konyvtarakra is kiterjesztettlik, az eredmények alapjan

4



jelenleg még egy igéretes vegylletlink van, amelynek 4 sztereoizomerét vizsgaljuk
hatésossag, illetve gyulladascsokkentd hatds szempontjabél, ezek reményeink szerint
szabadalmaztathatoak lesznek gyégyszerjelolt vegyuletekként.

Ezen kivll a P33 vegylilet esetében érzek még potencialt a tovabbi gydgyszerfejlesztésre,
mert az a vegyullet biologiai vizsgalatokban minden esetben nagyon eredményes volt,
hatasmechanizmusat tekintve pedig a dolgozatomban emlitett AICD-Fe65 kdlcsdnhatéas
modulalasa mellett egy masik folyamat is szerepet jatszhat. Az utdbbi években
feler6s6dott az AK-ban tapasztalhatd szinaptikus karosodas visszaforditasan alapuld
terapiak kutatésa. A szinaptikus mikodés javitdsaban fontos szerepe van egy fehérjének,
a KIBRA-nak (,,kindey and brain protein”). Az eddigi kutatasi eredmények szerint a KIBRA
gatolja az AB altal kivaltott neurondlis apoptozist az Akt-Utvonal aktivéldsaval [8], javitja a
szinaptikus  plaszticitast, ecllenstlyozza a taupatia kévetkeztében fellépd
memoriavesztést [9], illetve részt vesz az AB szekrécidjanak és az APP sejten belili
transzportjanak szabdlyozasaban is azaltal, hogy befolydsolia az extracellularis
vezikulumok képzédését a lizoszomalis fehérjerendszer egyes elemein keresztiil. A KIBRA
szamunkra azért kerllt elétérbe, mert egy ll-es tipusti WW-domainnel rendelkezik, mely
szintén alkalmas arra, hogy az Fe65-h6z hasonléan kélesénhatést tudjon kialakitania P33
molekulaval, illetve tarsvegylleteivel. Jelenleg ebben a témaban is szeretnénk tovabbi
kutatasokat végezni.
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