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Valasz Dr. Laczka Csilla biralatara

Halasan kdszondém Dr. Laczka Csillanak, hogy elfogadta az értekezésem biralatat és véleményét,
amellyel munkam nyilvanos vitara bocsatasat javasolta. Nagyra értékelem faradsdgos munkajat,
kritikai észrevételeit és részletes opponensi véleményét. Kdszoném a dolgozatommal kapcsolatos
megjegyzéseit és kérdéseit, amelyekre az alabbiakban szeretnek valaszolni:

Véalaszok a kritikai észrevételekre:

» A SLC Karrierek efflux pumpak kozé sorolasaval kapcsolatban valdban a 19. dbran az efflux
pumpak kozott mutatom az SLC1A1L, -1A2, -1A3 excitatorikus amindsav transzportereket,
holott ezek nem els6dlegesen aktiv, az ATP hidrolizis energidjat hasznalé tipikus efflux
pumpak, mint a P-glikoprotein. Ezek a transzporterek masodlagos aktiv transzporterek, és az
agyi kapillaris endotélsejtek abluminalis, vagyis az agyszovet felé néz6 membranjaban Ulnek.
Feladatuk, hogy Na/K iongradiens segitsegével felvegyék a glutamatot az agyi intersticialis
folyadékbol, és egy védelmi, méregtelenité rendszerként mitkodve, eltavolitsak az agybol a
felesleges, potencialisan excitotoxikus glutamatot, kipumpalva azt a vérbe (Helms és mtsai.,
2012). A transzport iranya miatt szerepeltek ezert ezek az SLC transzporterek az efflux pumpak
kozott az értekezés 19. abrajan.

Forrés:

Helms, H.C., Madelung, R., Waagepetersen, H.S., Nielsen, C.U. and Brodin, B. (2012), In vitro evidence for the brain
glutamate efflux hypothesis: Brain endothelial cells cocultured with astrocytes display a polarized brain-to-blood transport of
glutamate. Glia, 60: 882-893. https://doi.org/10.1002/glia.22321

« A Kkisérleteinkben alkalmazott magas, akdr 100 pM-os kezelési koncentraciokkal és azok
fiziologias/patoldgias relevanciajaval kapcsolatban tett észrevételére valaszolva szeretném
megemliteni, hogy a kezeléseink szérumos tapfolyadékban és tébbnyire hosszu, 24 Oras
idOtartamig tartottak, ezért a szérumfehérjékhez vald kikotodés okozta hatascsokkenéssel is
szamolnunk kellett. A kisérleteinkben vizsgalt fontos vér-agy gat védo vegyiilet, az edaravon
esetében példaul ismert, hogy bar a kezelési dbézisa 105 mg (per os), a Kklinikai
szérumkoncentracioja csak 50-100 pM-0s, mert tébb mint 90%-ban koétédik a
plazmafehérjekhez (Li és mtsai.,, 2012). A sejttenyészetes vizsgalatainkban alkalmazott
szérumos kezelési kortilmények miatt ezért magas kezelési koncentracidkat valasztottunk,
melyek megéllapitasakor természetesen minden esetben végeztiink toxicitasi vizsgélatokat is.
A metilglioxal esetében a plazmakoncentracio cukorbetegekben 400 puM-os, vagy e folotti is
lehet (Kong és mtsai., 2014), a mi kisérleteinkben ennél magasabb 600 uM-os koncentraciokat
hasznaltunk, mert a 400 uM-os kezelés csak enyhe karosodast okozott az agyi
endotélsejtekben. A valproat kezelések esetében 300 pM-os kezelést alkalmaztunk, mert
epilepsziaban kezelt betegek esetében a valproat szérumkoncentracidja a 350-700 puM-0s
tartoméanyba esik (Nasreddine és mtsai., 2018).
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Forras:

Kong X, Ma MZ, Huang K, Qin L, Zhang HM, Yang Z, Li XY, Su Q. Increased plasma levels of the methylglyoxal in patients
with newly diagnosed type 2 diabetes 2. J Diabetes. 2014 Nov;6(6):535-40. doi: 10.1111/1753-0407.12160.

Li H, Xu K, Wang Y, Zhang H, Li T, Meng L, Gong X, Zhang H, Ou N, Ruan J. Phase I clinical study of edaravone in healthy
Chinese volunteers: safety and pharmacokinetics of single or multiple intravenous infusions. Drugs R D. 2012 Jun 1;12(2):65-
70.

Nasreddine W, Dirani M, Atweh S, Makki A, Beydoun A. Determinants of free serum valproate concentration: A prospective
study in patients on divalproex sodium monotherapy. Seizure. 2018 Jul;59:24-27. doi: 10.1016/j.seizure.2018.04.012.

crer

kapcsolatban valéban nem emlitettem a 3.4. Sejttenyeszetek kezelése c. alfejezetben, hogy a
kisérleteinkben alkalmazott do6zisoknal minden alkalommal toxicitasi tesztek elézték meg a
kezelési koncentraciok kivalasztasat. Az epitél- és endotélsejtes modell 6sszehasonlitasi
munkakban MTT tesztet hasznéltunk a tesztanyagok biztonsagos koncentracioinak
meghatarozasahoz. A metilglioxal, a TJ modulator peptidek, a tesmilifen és a nanorészecske
kezeléseknél pedig a végpontos MTT kolorimetrias tesztek mellett minden alkalommal
impedancia alapu kinetikai vizsgalatokat is elvégeztiink, amely jelz6anyag nélkiili, folyamatos
¢letképesség kovetést tesz lehetdve.

Az értekezés 46-0s abrajan bemutatott efflux pumpa aktivitas méréssel kapcsolatban kszénom
Biralom javitasat, miszerint a rhodamine 123 a vad tipusi BCRP fehérjének nem szubsztratja,
ezert az ott kapott eredményeink valoban csak a P-gp aktivitasara vonatkozhatnak a BCRP-ére
nem.

Az értekezes 11. abrajan a Caco-2 sejtek P-gp mennyiségével kapcsolatban az
immunfluoreszcens festések alapjan tett szubjektiv megfigyelés és a hianyz6 Western blottal
kapcsolatos észrevételre a kovetkezd vélaszt szeretném adni. Az eredeti Hellinger Eva és
mtsai., 2012-es kdzos publikécid 5. abrajan szerepel az a Western blott, amely egyértelmiien
mutatja, hogy a VB-Caco-2 sejtekben tébb P-gp van, mint a Caco-2 sejtekben. A koz0s
publikacionak ezt az eredményét azért nem tettem bele az értekezésbe, mert ezt a Westernt
Hellinger Eva végezte Budapesten, mig a tobbi, az értekezésben bemutatott kisérletet Evaval
egyltt csinaltuk itt a szegedi laborunkban, melyekbdl szarmazd eredmények valoban ezt
kovetden Eva PhD értekezésébe is bekeriiltek.

Forréas:

Hellinger E, Veszelka S, Toth AE, Walter F, Kittel A, Bakk ML, Tihanyi K, Hada V, Nakagawa S, Duy TD, Niwa M, Deli
MA, Vastag M. Comparison of brain capillary endothelial cell-based and epithelial (MDCK-MDR1, Caco-2, and VB-Caco-
2) cell-based surrogate blood-brain barrier penetration models. Eur J Pharm Biopharm. 2012 Oct;82(2):340-51.

Kdsz6ndm Biralom kritikai észrevételét, hogy az értekezés 16-0s és 17-es abrainak abraalairasaban
valoban pontatlan az SLC transzporterek megnevezés. Ezeken az abrakon a vér-agy gat fobb
tdpanyagszallitd transzportereinek génexpresszios kulonbségeit szerettem volna megmutatni az
epitél- és az endotélsejtes modellekben. Az abrakon Gsszesen 25 kiilonb6z6 transzporter adatai
szerepelnek, melyek kozul 23 az SLC csalad tagja, ketté pedig valéban az ABCA transzporter
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csaladhoz tartozik, melyek a koleszterin és lipid szallitasaban jatszanak szerepet, és emiatt kertltek
a tobbi tpanyagszallité fehérje mellé. Valoban szerencsésebb lett volna ezért az abraalairasban az
SLC helyett inkabb a tapanyagszallitd transzporterek megnevezest hasznalni.

Birdlomnak az SLCO1C1 gén expresziojara vonatkozd megjegyzésere valaszolva, ez a gen valdban
jelentés mértékben expresszalodik a choroid plexus sejtjeiben, de irodalmi adatok igazoljak, hogy
az agyi endotélsejtekben is kifejezddik (Schafer és mtsai., 2021;
https://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html), ezért tiintettik fel az abrainkon. Az
SLCO1A2 génexpresszios eredmények hianyara vonatkozd kérdésével kapcsolatban pedig a
valaszom, hogy a Veszelka és mtsai., 2018-as kdzlemény(ink kiegészité informaciokat tartalmazo
dokumentumanak S1 tablazatiban szerepel az SLCO1A2 gén expresszidja is, ezt is megvizsgaltuk,
de mivel csak patkany TagMan proba volt elérhetd, human és kutya proba nem erre a génre
vonatkozoan, ezért a hidnyos adatok miatt ez a gén nem kerlt bele a cikk f6 abrajaba. A sztatinok
sejtbeli felvételét illetéen pedig valoban tévesen szerepelt az értekezésben az OATP1C1 fehérje,
helyesen OATP1A2-t kellett volna imom, kdszondm szépen Biralomnak a kritikai észrevételét és
javitasat. Az OATP1A2 fehérjét koddold SLCO1A2 gén kifejez6dését, ahogy fentebb emlitettem a
patkany primer EPA modellben sikertlt is kimutatnunk.

Forrés:

Schéafer AM, Meyer Zu Schwabedissen HE, Grube M. Expression and Function of Organic Anion Transporting Polypeptides
in the Human Brain: Physiological and Pharmacological Implications. Pharmaceutics. 2021 Jun 4;13(6):834. doi:
10.3390/pharmaceutics13060834.

A sziikszava abraalairasokkal kapcsolatos kritikai megjegyzésével egyetértek, sajnalom,
val6ban sokszor kimaradt az abraalairasok szovegébdl az alkalmazott ver-agy-gat modell és a
konkrét modszer megnevezése.

A Kisérleteinkben alkalmazott igen magas, nem fiziologids, 100 pM-os tezmilifen
koncentraciot érint6 kritikai megjegyzésre a kovetkezd valaszt szeretném adni. A tezmilifen
kezelések esetében, a 100 pM-os kezelés a klinikai fazis vizsgalatok szérumkoncentracios
adataival Kkorrelalt. Kemoterapiaban a rékos sejtek érzékenységének fokozasara hasznalt
Kisérletekben 3 uM - 350 uM tartomanyban hasznaltak korabbi vizsgalatokban (Brandes és
mtsai., 1995). Az értekezes 46. abrajan a tezmilifennek a multidrog transzporterek gatlasaval
kapcsolatban, pedig jogos Birdlom észrevétele, hogy bar a 100 puM-os tezmilifen val6ban
csokkentette az efflux pumpak miikodését, de csak 5-10%-ban, igy ink&bb csak aktivitas
csokkenésrol beszélhetiink, nem pedig igazi gatlasrol.

Forréas:

Brandes LJ, Bracken SP, Ramsey EW. N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]ethanamine in combination with
cyclophosphamide: an active, low-toxicity regimen for metastatic hormonally unresponsive prostate cancer. J Clin Oncol.
1995 Jun;13(6):1398-403. doi: 10.1200/JC0.1995.13.6.1398.

Biralom utols6 kritikai észrevétele a kovetkezd: ,,A szignifikdns sz6t nem mindig hasznalja
megfeleléen. A 78. C abran, a 105. oldalon a 3-asan célzd nioszémak filipin altali felvételének
gatlasa nem szignifikans, az erre hivatkozd szévegben mégis igy fogalmaz “Az inhibitorokkal
val6 el6kezelés hatasara az N-AGL nioszémak sejtfelvétele szignifikansan csokkent. “
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Egyetértek, valoban ezen az abran a négy kiilonb6z6 gatlas vizsgalata esetében, harom kezelés
hatasara a 4 °C, az azid és a citokalazin D kezelést koveten szignifikansan csokkent a
nanoreszecske felvétele a sejtekbe, de egy gatloszer, a filipin esetében a csokkenés mertéke
valéban nem volt szignifikans, és ezt nem emeltem ki kulon az értekezés szdvegében.
Kdszondm az észrevételt és a javitast.

Valaszok az aprdbb észrevételekre:

* A hCMEC/D3 sejtvonal eredetét illetéen valdban nem jeleztem a dolgozatban, hogy ezeket a
sejteket a kisérleteink elején francia egytittmiikodo partnereinkt6l, Prof. Pierre-Olivier Couraud
csoportjatol kaptuk, majd késébb a Merck Magyarorszag Kft. is forgalmazni kezdte ezt a
sejtvonalat (Blood-Brain Barrier hCMEC/D3 Cell Line, cat. no: SCC066), igy ezt kdvetden a
Mercktdl vasaroltuk meg.

« A Biralo altal kiemelt apr6 pontatlansdg, az alabbi mondatban ,,a vér-agy gaton nagy
mennyiségben fejezédnek ki a karrierek koziil az SLC-K”, illetve a ,,mihez képest fejezédnek ki
az SLC-k nagy mennyiségben” kérdéssel kapcsolatban egyetértek Biralommal, val6ban
helyesebb lett volna azt irni, a karrierek helyett, hogy a vér-agy gaton nagy mennyiségben
fejez6dnek ki a transzporter fehérjék koziil az SLC-K. A mennyiséget illetéen pedig arra
szerettem volna utalni, hogy az agyi kapillarisokat vizsgalé dsszehasonlité transzkriptomikai
irodalmai eredmények (Enerson and Drewes, 2006) alapjan a mikroerekben kifejez6d6é gének
funkcionalis klasztereit tekintve a transzporter fehérjék alkottak a masodik legnagyobb csoportot
(11%) a szignaltranszdukcids Gtvonalak fehérjéinek csoportja utan (17%). Mas, a human agyi
endotélsejtek teljes génkifejez6dési mintazatat vizsgald tanulmanyok is igazoltdk, hogy
a legdominansabb funkcionalis csoportok kdzé tartoznak az SLC-k, az ABC transzporterek
mellett (Geier és mtsai., 2013).

Forras:

Enerson BE, Drewes LR. The rat blood-brain barrier transcriptome. J Cereb Blood Flow Metab. 2006 Jul;26(7):959-73. doi:
10.1038/sj.jcbfm.9600249.

Geier EG, Chen EC, Webb A, Papp AC, Yee SW, Sadee W, Giacomini KM. Profiling solute carrier transporters in the human
blood-brain barrier. Clin Pharmacol Ther. 2013 Dec;94(6):636-9. doi: 10.1038/clpt.2013.175.

A ,gyenge farmakokinetika” megfogalmazas pontositasat illetden, értekezésemben arra
szerettem volna felhivni a figyelmet, hogy a kozponti idegrendszerre haté gyogyszerek
fejlesztése eés alkalmazasa soran az egyik legnagyobb Kkihivast a farmakokinetikai
problémaék jelentik. Ezek a hatéanyagok ugyanis gyakran alacsony hatékonyséaggal érik el a
célteriiletet az agyban, ami nem megfeleld terapids valaszhoz vagy mellékhatdsokhoz vezet.
Egyrészt a hatéanyagok fiziko-kémiai tulajdonsagai miatt, mint példaul az oldhat6sagi
problémak. Sok CNS-hatéanyag vizben rosszul oldddik, ami csokkenti a szisztémas
felszivodast. Illetve a vérben a magas plazmafehérje-kotédés miatt a hatdanyag nem tud bejutni
az agyba, csak a szabad frakci6. A maj gyorsan lebonthatja a hatdanyagot (first-pass
metabolism), még miel6tt az eljutna az agyba, igy csokkentve a biohasznosulast. Problémét
jelent az is, hogy az agyba bejutott hatéanyagok nem egyenletesen oszlanak el, vagy a nem-
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specifikus kotdédés az agyszovethez csokkenti a receptorokhoz jutd szabad hatéanyag
mennyiséget. Példaul a Parkinson-kor kezelésére hasznalt Levodopa bar képes atjutni a vér-agy
gaton, a per os beadott mennyiségnek minddssze 1-3%-a jut be a kdzponti idegrendszerbe, a
tobbi a periférian lebomlik. Méasrészrél pedig probléma természetesen maga a vér-agy gat, amely
megvédi az agyat a karos anyagoktol, de egyben a gyogyszerek tobb mint 98%-anak a bejutasat
is megakadalyozza az agyba.

A nehézkes megfogalmazéasokkal kapcsolatban valoban célszeriibb lett volna az alabbi Gsszetett
mondatot inkabb két kiilén mondat formajaban megfogalmazni:

Az eredeti mondat igy hangzott: ,,Mig a vér-agy gat karosodasa régota ismert az idegrendszeri
degenerativ betegségek kialakulaséban, a stresszel 6sszefliggésbe hozhat6 vér-agy gat mitkodési
zavarok neuropszichiétriai betegségek esetében Ujabban felfedezett teriilet”.

Ehelyett talan szerencsésebb lett volna gy fogalmazni, hogy “Az idegrendszeri degenerativ
betegségek kialakuldséban régota ismert tény a vér-agy gat mikodésének karosodasa. A
neuropszichiatriai betegségek, illetve a stressz hatdsainak kutatési tertletén azonban késébb
azonositottak a vér-agy gat sériilésenek fontos szerepét.”

A “passzaltuk kisérleti felszinekre” kifejezés helyett pedig talan helyesebb lett volna a “sejteket
a kisérleti felszinre sz¢lesztettiik” megfogalmazas.

A 3. abra cimeével kapcsolatban - ,,A vér-agy gat modellezésére hasznalt harom f6 sejttipus” -
azért hasznaltam a sejttipus szot a modell helyett, mert az irodalomban leirt kiillonb6z6 vér-agy
gat modellekben szdmos esetben hasznalnak példaul dssejt eredetii agyi endotélsejteket primer
pericita sejtekkel ko-kultiradban tartva, vagy primer endotélsejteket tenyésztenek egyiitt
sejtvonal eredetii asztoglia sejtekkel stb. Igy a vér-agy gat modellek nem tisztan immortalizalt
sejtes, primer sejtes, vagy Ossejtes modellek, hanem a legvaltozatosabb kombinéacidban,
kiilonboz6 sejttipusokbol épiilhetnek fol. Igy pontosabbnak éreztem a 3. 6sszefoglald abra
cimeében a sejttipus sz6t hasznalni a modell szd helyett.

Az értekezés 36. oldalan a hivatkozott cikkben Keserti helyett Kesserii szerepel. K6szondm szépen
az észrevételt, sajnalatos modon valdban véletleniil elirtam Keserti Gyorgy nevét a hivatkozasban.
Illetve az értekezésben talalhatd tébbi gépelési hiba miatt is elnézést kerek.

Egyetértek Birdlom észrevételével, hogy a transzportfehérje sz6 helyett a 13. oldalon pontosabb lett
volna a transzporter fehérje kifejezés hasznalata.

A 40. és 41. abra oszlopainak jelolése valoban nem teljesen egyértelmii, koszondom az észrevételt.
Az abraalairasban jelzett fehér és sziirke oszlopok magyardzata mellett azt is fel kellett volna
tlintetnem, hogy a mintazatok az egyedi peptid kezelésekre vonatkoztak.

Az abrék feliratainak egységesitésével kapcsolatban igyekeztem mindenhol magyarositani, illetve a
magyar feliratokat megszerkeszteni az eredeti dbrakon, ahol ez mégis angol maradt, az a régi abrak
atjavitasanak minéségi romlasa miatt tortént. A néhol el6forduld angol feliratok miatt ezért elnézést
kérek.
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» Az értekezés 71. oldalan talalhatd YFP konstrukcio leirasa valoban nem szerepel a metodikaban, igy
valdéban nem deriilt ki, hogy ezt a molekulat az egyiittmiikod6 partnereink Prof. Ingolf Blasig és
munkatarsai készitettek a résziinkre a mi kifejezett kéréstinkre a kisérleteink Kivitelezéséhez. Ez a
konstrukcié tehat nem az én sajat munkambdl sziletett, ezért nem tlintettem fel ezt a metodikai
részben.

Valaszok a feltett kérdésekre:

» A primer patkany agyi endotélsejtek szelektalasahoz hasznalt puromycin kezeléssel kapcsolatos
kérdésére, hogy az okozhat-e fokozott P-gp expresszidt a tenyészeteinkben, a kovetkezd valaszt
szeretném adni.  Kutatécsoportunk a puromicines kezelést Prof. Pierre-Olivier
Couraud laborjaval egyiittmiikdésben Nicolas Perierre-rel kdzosen dolgozta ki. Az eljaras soran
a patkany agybol enzimes homogenizalasi, szeparalasi és centrifugalasi folyamat végén kapott
sejtes pelletet sejttenyészté médiumban szélesztjik, amely 3 pg/ml (5,5 uM) puromycint is
tartalmaz (Perriére és mtsai., 2005). Ebben a médiumban csak 3 napig tartjuk a sejteket, mely
id6 alatt a P-gp-t nem expresszalé pericita sejtek és mas kontaminald sejtek elpusztulnak, igy
tiszta agyi endotélsejt tenyészeteket kapunk. Ahhoz, hogy az agyi endotélsejtek kozil fokozott
P-gp expresszioju sejtpopulaciokat szelektaljunk ki joval hosszabb, hetekig tarté puromicines
kezelés és sokkal tobb passzalas sziikséges, ami a primer agyi endotélsejtek esetében nem
lehetséges, mert elveszitik osztddoképességiiket (Fujimoto és mtsai., 2020). Sejtvonalak
esetében azonban ilyen szelektélasra van lehet6ség, mint ahogyan azt az értekezésemben is
szereplé epitélsejtes modell, a VB-Caco-2 modell leirdsanal alkalmaztak egyiittmiik6do
partnereink (Hellinger és mtsai., 2010). A VB-Caco-2 modellt a Caco-2 epitélsejtes modellbol
Ugy hoztak létre, hogy a Caco-2 sejteket 10 nM vinblasztinnal kezelték 70 passzalason keresztil,
ami hetekig tartott, igy kaptak a P-gp-t tartdsan magasan expresszalo VB-Caco-2
sejttenyészeteket, melyek sokkal nagyobb hatékonysaggal azonositottak a P-gp szubsztrat
molekulakat, mint az eredeti Caco-2 sejtek (Hellinger és mtsai., 2010).

Forras:

Perriere N, Demeuse P, Garcia E, Regina A, Debray M, Andreux JP, Couvreur P, Scherrmann JM, Temsamani J, Couraud PO,
Deli MA, Roux F. Puromycin-based purification of rat brain capillary endothelial cell cultures. Effect on the expression of blood-
brain barrier-specific properties. J Neurochem. 2005 Apr;93(2):279-89. doi: 10.1111/j.1471-4159.2004.03020.x.

Fujimoto T, Morofuji Y, Nakagawa S, Kovac A, Horie N, Izumo T, Niwa M, Matsuo T, Banks WA. Comparison of the rate of
dedifferentiation with increasing passages among cell sources for an in vitro model of the blood-brain barrier. J Neural Transm
(Vienna). 2020 Aug;127(8):1117-1124. doi: 10.1007/s00702-020-02202-1. .

Hellinger E, Bakk ML, P6cza P, Tihanyi K, Vastag M. Drug penetration model of vinblastine-treated Caco-2 cultures. Eur J
Pharm Sci. 2010 Sep 11;41(1):96-106. doi: 10.1016/j.ejps.2010.05.015. Epub 2010 Jun 8.

+ Arra a kérdésére, hogy az primer sejtek izolalasat lehetett volna-e FACS mddszerrel végezni azt
a valaszt tudom adni, hogy a FACS méréshez egysejt-szuszpenzidkra van szilkség, azonban az
agyi endotélsejtek ilyen koriilmények kozott nagyon nehezen, vagy egyaltaldn nem ndnek.
Amikor primer agyi endotélsejteket izolalunk agybdl, a sejtlizatumbdl akkor kapunk szép
tenyészetek, ha a sejtek kis kapillaris fragmentumként egyben maradnak. Vigyaznunk kell ezért
az izolalasi folyamat soran, hogy példaul a szévet enzimes emésztése ne legyen tul hosszu, és ne
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eredményezzen egysejtes szuszpenzidt, ami rontja a tenyészet mindségét. A FACS modszerét
ezért nem alkalmazzuk primer agyi endotélsejtek izolalasara.

A toxicitasi vizsgalatainkban alkalmazott impedancia mérési technika elényét és a klasszikus
modszerekkel torténd Osszehasonlitasat érintd kérdést illetden a valaszom az, hogy igen,
vegeztink ilyen 6sszehasonlitd vizsgalatokat. A Cremophor EL és az RH40, hatdéanyagok
formulélasahoz hasznalt segédanyagok toxicitasanak tesztelésekor agyi endotélsejteken és Caco-
2 epitélsejteken Osszehasonlitottuk az impedancia mérésen alapu, a tetrazolium bromid (MTT)
festékkonverzios, a laktdt dehidrogenaz enzim felszabaduldson alapulé (LDH) és a kettds
sejtmagfestéses morfologiai modszereket (Kiss és mtsai., 2013). Az impedancia alapu
mérésekkel jol korrelalt a tobbi klasszikus toxicitasi modszer, és igazolta, hogy a 0.1 mg/mL és
az ennél magasabb koncentracidk az endotélsejtekre karosak voltak, mig az epitélsejtekre csak
5 mg/mL folott voltak karosak az anyagok. Valamint az is konzekvensen igazolddott mindegyik
toxicitdsi modszerrel, hogy a Cremophor EL az RH40-hez képest karosabb volt mindkét
sejttipusra (Kiss és mtsai., 2013). Az impedancia alapti mérés nagy eldnye azonban a tobbi
klasszikus toxicitasi teszttel szemben, hogy idében folyamatos monitorozast tesz lehetévé, és ezt
jelzbanyag mentesen, mig a kolorimetrias toxicitasi tesztek csak elére meghatarozott
végpontokban adnak eredményt.

Forras:

Kiss L, Walter FR, Bocsik A, Veszelka S, Ozsvari B, Puskas LG, Szab6-Révész P, Deli MA. Kinetic analysis of the toxicity of
pharmaceutical excipients Cremophor EL and RH40 on endothelial and epithelial cells. J Pharm Sci. 2013 Apr;102(4):1173-81.

A Caco-2 sejtvonal valtozo P-gp expressziojara vonatkozo kérdesét illetéen a kovetkez6 valaszt
szeretném adni. A Caco-2 sejtek morfoldgidja tenyészetben nagyon heterogén, nagy
vakudlumokkal telt sejtek és kis kuboid sejtszigetek valtakoznak, amelyek aranya az eltér6
passzazsszamokkal is valtozik. A sejtek P-gp expreszidja alacsony, a heterogén tenyészetnek
koszonhetden pedig eltérd. Eppen ezért hoztak létre egyiittmiikodd partnereink, Dr. Vastag
Monika és csoportja a Richter Gedeon Gyogyszergyarban a VVB-Caco-2 sejtvonalat vinblasztinos
szelekcidval a Caco-2 sejtekbdl (Hellinger és mtsai., 2010). A szelekcid eredményeként a VB-
Caco-2 sejteknek nemcsak a P-gp expresszioja lett magasabb és egyenletesebb, hanem a sejtek
morfologidja is kisméretii kuboid sejtek formajaban sokkal egységesebb lett (Hellinger és mtsai.,
2010).

Forras:

Hellinger E, Bakk ML, P6cza P, Tihanyi K, Vastag M. Drug penetration model of vinblastine-treated Caco-2 cultures. Eur J
Pharm Sci. 2010 Sep 11;41(1):96-106. doi: 10.1016/j.ejps.2010.05.015. Epub 2010 Jun 8.

Azzal kapcsolatban, hogy az apikalis villusok a Caco-2 és MDCK sejteken mennyiben
befolyasoltak a permeabilitasi méréseinket, arra nem tudok pontos valaszt adni, ezt kiilén nem
vizsgaltuk. A modellek megfeleld gattulajdonsagat illetden viszont elmondhatom, hogy a
transzport vizsgalatok el6tt minden esetben rezisztenciaméréssel és paracellularis, valamint
transzcellularis marker molekulak atjutdsanak mérésével ellenériztiik az epitélsejtes és az
endotélsejtes modelljeink megbizhatd szorossagat. Vizsgélati eredményeink alapjan ezek az
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epitelidlis modellek eltéréd morfoldgiai tulajdonsagaik ellenére is a paracellularis permebilitas
mérésere alkalmasak, és hasonlo eredményeket adnak e tekintetben, mint a primer sejtes EPA
vér-agy gat modell. A kiilonb6z6 transzporterekhez kotheté anyagok permeabilitasat tekintve
viszont mar az epitélsejtes modellek sok esetben, mint példaul a sztatinok mérésénél is a vér-agy
gaton mért eredményektdl nagyon eltéré eredményeket adtak (Veszelka és mtsai., 2018). A
kiilonb6z6 epitélsejtes és vér-agy gat modellek 6sszehasonlitasa alapjan, valamint az EPA
modell in vivo adatokkal kapott j6 korrelacidja alapjan valéban elmondhatjuk, hogy a
legmegfelelobben az EPA modellezi a vér-agy gatat. A primer modellek azonban alacsony
ateresztOképességli tesztrendszerek, ezért az ipari gyogyszerhatbanyag tesztelésben van
Iétjogosultsaga az epitélsejtes modelleknek is, de minden esetben mérlegelni kell a megfeleld
modell kivélasztasat, és lehet6ség szerint a leghatékonyabb vagy legfontosabbnak itélt
anyagokat endotélsejtes vér-agy gat modellen is tesztelni.

Az értekezés 24. abrajan a metilglioxal kezelésnél a sejtindex korai csokkenésének a kovetkez6
a magyarazata. Az impedancia mérés soran a 96 lyuku aranyelektrodas lemezekben tenyésztett
agyi endotélsejtek végig az inkubdtorban vannak, kivéve amikor megkezeljik Oket. A
kezelésekhez a lemezeket néhany percre ki kell vennink a 37 °C-os inkubatorbol, ami
homérséklet esést okoz és tapfolyadék cserével is jar. Az agyi endotélsejtek nagyon érzékeny
sejtek, kis zavard tényezore, mint amilyen egy médiumcsere is mar rezisztencia csokkenést
mutatnak. A tenyésztélemez visszahelyezésekor a sejtindex csokkenése is ezt a folyamatos
mérésben bekovetkezd, a kezelések miatti rovid idejii megszakitast jelzi.

A APOB100 transzgén allatokban kapott hippokampusz permeabilitds ndévekedésével
kapcsolatos kérdésre a valaszaim az alabbiak. Ebben a kisérletben a kéregallomany és a
hippokampusz permeabilitasat hasonlitottuk 6ssze a transzgén és a vad tipust allatokban. A
vizsgalataink alapjan a hippokampuszban lattunk megnovekedett permeabilitast, ami ennek az
agyi tertlletnek a magasabb sériilékenységét mutatja. Eredményeink dsszhangban allnak més
tanulmanyokkal, ahol példaul Alzheimer betegsegben, 6regedésben vagy hypoxia esetén is a
tobbi agyi terulettel szemben a hippokampusz teriiletét talaltak a legérzékenyebbnek, ahol a vér-
agy gat sérllése és az agyi erek permebilitasanak fokozddasa a betegségek vagy az 6regedés
korai jelekeént igazolodtak (Davidson és mtsai., 2024; Mrdjen és mtsai., 2019; Montagne és
mtsai., 2015).

Forras:

Davidson TL, Stevenson RJ. Vulnerability of the Hippocampus to Insults: Links to Blood-Brain Barrier Dysfunction. Int J Mol
Sci. 2024 Feb 6;25(4):1991. doi: 10.3390/ijms25041991.

Mrdjen D, Fox EJ, Bukhari SA, Montine KS, Bendall SC, Montine TJ. The basis of cellular and regional vulnerability in
Alzheimer's disease. Acta Neuropathol. 2019 Nov;138(5):729-749. doi: 10.1007/s00401-019-02054-4.

Montagne A, Barnes SR, Sweeney MD, Halliday MR, Sagare AP, Zhao Z, Toga AW, Jacobs RE, Liu CY, et al., Blood-brain
barrier breakdown in the aging human hippocampus. Neuron. 2015 Jan 21;85(2):296-302.

APOB-100 transzgén egerekben a P-gp-t kédold Abcbla gén szintje csokkent az Abcblb-é pedig
emelkedett, ahogy ez az értekezés 36.C abrajan lathatd. Biralom kérdése az volt, hogy mennyire
tudja ez a két gén atvenni egymas szerepét, €s ha igen, akkor milyen nett6 hatas varhato.
Egerekben a vér-agy gat agyi endotélsejtjein az Abcbla a dominans (Zang és mtsai., 2023),
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amely magasan expresszalodik, szintje tobb mint szazszorosa az Abcblb-nek. Emiatt azt
gondoljuk, hogy az Abcblb nem veszi at a szerepét az Abcbla-nak az APOB100 egerekben,
annak ellenére sem, hogy a szintje kissé megemelkedik ezekben az allatokban. Eredményeink
dsszhangban allnak mas irodalmi adatokkal, mely szerint a P-gp Abcbla gén szintje csokken
hiperlipidémiéaban és a hiperlipidémiaval gyakran 6sszefiiggé Alzheimer-kor egér modelljében
(Toth és mtsai., 2020; Sweeney es mtsai., 2018; Cirrito és mtsai., 2005).

Forrés:

Cirrito JR, Deane R, Fagan AM, Spinner ML, Parsadanian M, Finn MB, Jiang H, Prior JL, Sagare A, Bales KR, Paul SM,
Zlokovic BV, Piwnica-Worms D, Holtzman DM. P-glycoprotein deficiency at the blood-brain barrier increases amyloid-beta
deposition in an Alzheimer disease mouse model. J Clin Invest. 2005 Nov;115(11):3285-90. doi: 10.1172/JC125247.

Sweeney MD, Sagare AP, Zlokovic BV. Blood-brain barrier breakdown in Alzheimer disease and other neurodegenerative
disorders. Nat Rev Neurol. 2018 Mar;14(3):133-150. doi: 10.1038/nrneurol.2017.188.

Toth ME, Dukay B, Hoyk Z, Santha M. Cerebrovascular Changes and Neurodegeneration Related to Hyperlipidemia:
Characteristics of the Human ApoB-100 Transgenic Mice. Curr Pharm Des. 2020;26(13):1486-1494. doi:
10.2174/1381612826666200218101818.

Zhang W, Liu QY, Haqgani AS, Liu Z, Sodja C, Leclerc S, Baumann E, Delaney CE, Brunette E, Stanimirovic DB. Differential
Expression of ABC Transporter Genes in Brain Vessels vs. Peripheral Tissues and Vessels from Human, Mouse and Rat.
Pharmaceutics. 2023 May 22;15(5):1563. doi: 10.3390/pharmaceutics15051563.

A tezmilifen vér-agy gat permeabilitas valtozasra vonatkozo kérdésére a valaszom, hogy val6ban
a tezmilifen kis koncentracidoban (1uM) fokozza az agyi endotélsejtek permeabilitasat, mig nagy
koncentracioban (50 és 100 uM) ndveli. Ennek oka, hogy a tezmilifen alacsony koncentracidban
cAMP novel6 hatassal bir, ahogy ezt az értekezés 45.D abraja is mutatja, ami pedig noveli a vér-
agy gat szorossagat, vagyis peremabilitds csokkenést okoz. A tezmilifen egy antihisztamin
hatast tamoxifen, melynek hatékonysagat kemoterapias adjuvansként a periférias daganatok
szamos tipusaban, mint példaul mellrék és prosztata rak is igazoltak (Brandes, 2008; Reyno és
mtsai.,2004). Ezek a vizsgalatok is kimutattdk a tezmilifen bifazisos hatasat, vagyis kis
koncentracidban hatasa ellenkez6, mint nagy koncentracidban. Kis koncentraciéban DNS
szintézis stimulalé és nem citotoxikus, mig nagy koncentraciokban DNS szintézis gatlo,
gyulladasfokozo és citotoxikus hatassal bir (Brandes, 2008). A tezmilifen hatasat egyébkent in
vivo mi is teszteltilk ugyanabban a munkaban (Walter és mtsai., 2015), amibdl szarmazo in vitro
eredményeket az értekezésben is bemutattam, és kimutattuk, hogy a tezmilifen patkanyok
agyaban a glioma terlletén képes volt fokozni a vér-agy gat permeabilitasat (Walter és mtsai.,
2015).

Forras:

Brandes LJ. N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl) phenoxy] ethanamine (DPPE; tesmilifene), a chemopotentiating agent with
hormetic effects on DNA synthesis in vitro, may improve survival in patients with metastatic breast cancer. Hum Exp Toxicol.
2008 Feb;27(2):143-7. doi: 10.1177/0960327108090751.

Reyno L, Seymour L, Tu D, Dent S, Gelmon K, Walley B, Pluzanska A, Gorbunova V, Garin A, Jassem J, Pienkowski T, Dancey
J, Pearce L, MacNeil M, Marlin S, Lebwohl D, Voi M, Pritchard K; National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group
Study MA.19. Phase Il study of N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl) phenoxy]ethanamine (BMS-217380-01) combined with
doxorubicin versus doxorubicin alone in metastatic/recurrent breast cancer: National Cancer Institute of Canada Clinical Trials
Group Study MA.19. J Clin Oncol. 2004 Jan 15;22(2):269-76.
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Walter FR, Veszelka S, Pasztdi M, Péterfi ZA, Toth A, Rakhely G, Cervenak L, Abrahdm CS, Deli MA. Tesmilifene modifies
brain endothelial functions and opens the blood-brain/blood-glioma barrier. J Neurochem. 2015 Sep;134(6):1040-54. doi:
10.1111/jnc.13207. Epub 2015 Jul 23.

 Arra a kérdésre, hogy mennyire skélazhatdak a kiilonb6z6 vér-agy gat modellek, és alkalmasak
lennének-e kozepes esetleg nagy ateresztéképességl tesztelésekre, azt a valaszt tudom adni,
hogy a primer sejten alapulé modellek érzékenységiik és nem passzalhatd voltuk miatt nem
alkalmasak nagy ateresztoképességli tesztelésekre. Ezzel szemben az 6ssejt eredetli modellek
mar alkalmasak kozepes ateresztOképességli teszteleésekre, éppen ezért vannak ezek a modellek
a vér-agy gat kutatasok fokuszaban jelenleg.
Az automatizacio lehetéségével kapcesolatban, l1éteznek méar 384 lyukd lemezek, Ugynevezett
organ-on-a chip mikrofluidikai modellek, ahol extracellularis matrixban 3D sejtkultirak
tarthatoak teljesen robotizalt modon, de igen magas koltséggel (MIMETAS, OrganoPlate®
platform). Az organoidok reprodukalhatésagaval kapcsolatban, megoszlanak a vélemények.
Altalanossagban elmondhat6, hogy reprodukalhatonak tekintheték a transzkripcios eredmények
tekintetében (Valesco és mtsai., 2019), azonban nagy Kkihivast jelent a morfoldgiai
inkonzisztencia, az eltéré érettségi szintek hasznalata, a batch-r6l batch-re kiilonb6z6éség és a
laboratériumok kozotti nagyfoku variabilitas a felhasznalt anyagok tekintetében (Sandoval és
mtsai., 2024).

Forras:
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Velasco S, Kedaigle AJ, Simmons SK, Nash A, Rocha M, Quadrato G, Paulsen B, Nguyen L, Adiconis X, Regev A, Levin JZ,
Arlotta P. Individual brain organoids reproducibly form cell diversity of the human cerebral cortex. Nature. 2019
Jun;570(7762):523-527. doi: 10.1038/s41586-019-1289-X.

Sandoval SO, Cappuccio G, Kruth K, Osenberg S, Khalil SM, Méndez-Albelo NM, Padmanabhan K, Wang D, Niciu MJ,
Bhattacharyya A, Stein JL, Sousa AMM, Waxman EA, Buttermore ED, Whye D, Sirois CL; Cross-IDDRC Human Stem Cell
Consortium; Williams A, Maletic-Savatic M, Zhao X. Rigor and reproducibility in human brain organoid research: Where we
are and where we need to go. Stem Cell Reports. 2024 Jun 11;19(6):796-816. doi: 10.1016/j.stemcr.2024.04.008.

Végezetil még egyszer halasan kdszondm Dr. Laczka Csillanak biralatat, megjegyzéseit, és
kérdéseit, és azt, hogy az értekezést alapos, és atgondolt munkénak tartotta, eredmenyeimet hiteles
és 0j eredményeknek ismerte el, és az értekezésem nyilvanos vitara bocsatasat tdmogatta.
Tisztelettel kérem, hogy opponensi véleményére és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék
elfogadni.
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