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Vélemény Dr. Veszelka Szilvia “Vér-agy gat vizsgalatok sejttenyészetes modelleken:

gyogyszerdtjuttatds és betegségek mechanizmusa” cimii MTA doktori értekezésérol

Az értekezés témaja a kozponti idegrendszer mikodése szempontjabol alapvetd vér-agy gat funkcionalis
vizsgéalata. A dolgozat kiemelt figyelmet fordit az in vitro vér-agy gat modellek alkalmazasanak korszerli
lehetdségeire, a barrier funkcidok valtozdsaira patologias koriilmények kozott és a hatékonyabb agyi

gyogyszerbejuttatas lehetdségeinek feltarasara.

A dolgozat formai szempontbol megfelel a doktori mivel kapcsolatos elvarasoknak, felépitése logikus,
nyelvezete érthet6. Az értekezés alapjat 18 megjelent eredeti kozlemény képezi és 4 tovabbi, 0sszefoglald
kozlemény anyaga is feldolgozasra keriilt, amelyekre a jelolt a dolgozat benyujtasaig 6sszesen 961 fliggetlen
idézetet kapott. Az eredeti kdzlemények kozott 3 elsd szerzds, és 6sszesen 6 utolsd- megosztott utolsd / levelezd

szerz6s munka talalhato.

A bevezetés jol felépitett, olvasmanyos Osszefoglalot ad a vér-agy gat szerkezetér6l és miikodésérol. A jelolt
elsoként targyalja a vér-agy gat sejtes felépitését, barrier funkcidit és transzport mechanizmusait, majd bemutatja
a vér-agy gat modellezésére hasznalt sejttenyészeteket, beleértve a kiilonb6z6 modellek elényeit és hatranyait.
Ezt kovetben keriil sor a vér-agy gat szerepének bemutatasara kiillonbozé betegségekben. Kiilon alfejezetet
szentel az agyl gyogyszerbejuttatds hatékonysaganak ndvelésére alkalmas modszerek és a nanorészecskék
segitégével kivitelezett agyi gyogyszerbejuttatas lehetségeinek bemutatasara. A fejezet gondolatmente jol
kovethetd, és a legtobb helyen a relevans irodalom attekintése megfeleld mélységii. Erdekes lett volna még a
vér-agy gat patologias folyamatait targyald alfejezet és a gyogyszerbejuttatds hatékonysaganak novelésére
alkalmas moédszerekrdl szolo alfejezet kozotti kapcesoldodasi pontok mélyebb kifejtése, hiszen alapjaban véve
Osszefiiggd, de eltéré problémakoroket érintenek. A bevezetés abraanyaga megfeleld modon tamogatja a
leirtakat és 6rommel lattam, hogy a kutatocsoport sajat dsszefoglald kozleményeinek abrait és ismeretanyagat is

jol hasznalta fel a jelolt a téma bemutatasara.

A célkitlizések megfogalmazasa vildgos. A jelolt harom nagyobb témara fokuszal a dolgozatban: a vér-agy gat
vizsgalatara alkalmas sejttenyészetes modellek jellemzésére, a vér-agy gat sériilésével kapcsolatos
mechanizmusok azonositasara €s a hatékonyabb agyi gyogyszerbejuttatas lehetdségeinek vizsgalatara. Jol
lathato, hogy a jeldlt vezetd szerzds cikkei zommel a gyogyszerbejuttatas témakorében sziilettek, amely
publikaciok egyrészt kijelolik az 6nalld kutatasi teriilet iranyat, masrészt eredményesen épitenek a kivalod hazai
vér-agy gat iskola eredményeire, beleértve a jelolt korabbi sajat eredményeit. Az épitkezés folyamata szintén jol
nyomon kovetketd a modszertani fejezetben, ahol az olvasonak egyértelmiivé valik a jelolt metodikai jartassdga
az alkalmazott ex vivo vér-agy gat modellek teriiletén és a vér-agy gat mikddést vizsgald modszertani repertoar
atfogd ismerete, beleértve a sejt- és molekularis biologiai metodikakat, mikroszkopos modszereket és a

nanorészecskék eldallitasanak lehetdségeit.

Az eredményeket bemutato fejezet nyelvezete preciz, érthetd, az egyes kutatasi projektek leirasa jol kovethetd. A
preklinikai kutatasokban és gyogyszeripari tesztelésekben leggyakrabban hasznalt 6sszesen kilenc, a vér-agy gat
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és vér-agy gatat helyettesitd modell morfolégiai és funkciondlis tulajdonsagainak bemutatdsa dnmagéaban is
hianyp6tld, hiszen mind az in vitro technikak terén, mind a modellek alapjat képezd sejtek eldallitasanak és
fenntartasanak modszertandban nagymértékii fejlédés tortént az elmult két évtizedben és kevés ilyen témaju,
modern Osszefoglalé munka elérhetd. Jol lathatd, hogy a jelolt ezekben a vizsgalatokban képes volt a sajat
modszertani tapasztalataira tdmaszkodni €s ezeket kiegésziti a relevans irodalom atfogd ismerete. Fontosnak
érzem a kisérletes bioldgiai tudas lehetséges ipari alkalmazasanak tobbszori emlitését is: ez a nézépont lathatéan
megalapozta a palyazoé késobbi, 6nalld kutatoként végzett vizsgalatait. A jeldlt munkassaganak fokuszat tekintve
taldn a masodik bemutatott témateriilet (Vér-agy gat karosodasok patolégids modellekben és védd anyagok
vizsgalata) jelentdsége a legkisebb. Mikozben nem kérdéses a palyazo jartassaga és érdemi munkaja ezen a
teriileten, a fejezet alapjaul szolgald cikkek egyikében sem vezetd szerzd, és a munkak tematikai szempontbdl is
heterogének, valamint tdvolabb esnek a sajat kutatasi irany f6 sodorvonalatol. Ezért lehetett volna tomorebbre
fogni a kisérleteket bemutatd abraanyagot, vagy a teljes fejezetet integralni mas fejezetek anyagaba. Ez a
megjegyzés ugyanakkor nem hivatott csokkenteni a leirtak tudomanyos értékét vagy a jelolt szakmai
munkéjanak szerepét az elvégzett vizsgalatok sordn. A harmadik témateriilet kiillonbdzd gyogyszerbeviteli
moédszerekre fokuszal, épitve az agyi endotélsejtek kozotti szoros sejtkapcsolatok megnyitdsanak, valamint a
vér-agy gatat célz6 nanoméretii hordozorendszerek alkalmazasanak lehetdségeire. Véleményem szerint a palyazo
0nallé6 munkassaganak szempontjabél nézve a nanorészecskék alkalmazasa révén megvalositott
gyogyszerbeviteli lehetdségek vizsgalata a legérdekesebb, elére mutato, ipari alkalmazasokat is igéré kutatasi
terlilet. Ebben részletesen vizsgalja az agyi endotélsejtek receptor-medialt transzcitozis titvonalat, adszorptiv-
medialt transzcitozis utvonalat és karrier-medialt transzcitozis utvonalat célzo modszerek alkalmazasat. Itt kerdilt
sor kollaboracidban megvalodsitott, multidiszciplinaris eszkoztarat felvonultatd vizsgalatokra is, mint példaul a
glutation (GSH) célzoligand €16 agyi endotélsejtek sejtfelszinéhez torténd kotddési erdsségének vizsgalata
optikai 1ézercsipesz technika segitségével, a nioszoma kezelések membranfluiditasra gyakorolt hatasainak
vizsgalata fluoreszcens anizotropia mérésekkel, vagy a nioszomak fluoreszcens szérum albumin tdltetének agyi
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adatokkal osszevetve, megfelelé mélységben diszkutalja a dolgozatban.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a dolgozat igényes leirast ad a jeldlt altal nagy figyelemmel végzett, sok
éves kutatomunka fobb allomasairdl, eredményeirdl, és ez a kutatomunka mind hazai, mind nemzetkdzi
Osszehasonlitasban értékes. A palyazo izgalmas megfigyelésekkel gazdagitotta a vér-agy gat in vitro és in vivo
vizsgalatanak tudomanyteriiletét, amely kiemelten fontos lehet 0j terapias modszerek kidolgozasa szempontjabol

az idegrendszeri betegségek terén. Részére sikeres védés esetén az MTA Doktora cim megitélését tamogatom.

Az értekezésben leirt legfontosabb tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa:

1. Elvégezte a szoros gatfunkciokért felel6s, valamint a gydgyszerek transzportjaban és
metabolizmusaban szerepet jatszo fehérjék kifejez6désének karakterizalasat
gyogyszerhatéanyag-permeabilitds  vizsgalatokkal kombindlva kilénb6z6 vér-agy gat
modellekben és megallapitotta a primer sejtalapti (endotélsejt, pericita és asztroglia harmas ko-

kultura) EPA modell relevanciajat.
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Kozremiikodott a vér-agy gat patolégids valtozasait kivalté mechanizmusok megértésében és 1j

molekularis mechanizmusok azonositasiban.

Uj médszereket azonositott gyégyszerek agyi bejutdsanak novelésére a vér-agy gat reverzibilis

moédon torténd megnyitasa révén.

Uj mobdszereket dolgozott ki a nanorészecskék alkalmazasaval megvaldsitott agyi
gyogyszerbevitel teriiletén. Ennek soran atfogdan vizsgalta az agyi endotélsejtek receptor-medialt
transzcitézis Utvonalat, adszorptiv-medialt transzcitdzis uUtvonalat és Kkarrier-medialt
transzcitozis utvonalat célzé6 modszerek alkalmazasanak lehetdségeit mind in vitro, mind in vivo
modellekben. Igazoltdk, hogy a nanorészecskék célzasa kulcsfontossagiu a sikeres agyi
gyogyszerbejuttatashoz, és a részecskék felszinének egynél tobbféle, a vér-agy gat
transzportereihez kotddni képes célzomolekulaval torténé jelolése szignifikdnsan megnoveli az
agyi célzas specificitasat, és erésebb dokkolast eredményez az agyi endotélsejtek felszinéhez,
elésegitve ezzel a nanorészecskék endocitézisat az agyi endotélsejtekbe, atjutasat a vér-agy gaton
valamint bejutasat a gliasejtekbe és neuronokba, melyek a gyogyszerhat6anyagok terapias

célpontjai.

Kidolgoztak egy uj, innovativ optikai 1ézercsipesz technikat amely képes a célzdligand kozvetlen
kotédési erdsségét mérni é16 agyi endotélsejtek sejtfelszinéhez és alkalmas 4j vér-agy gatat célzé

ligandok tesztelésére és kivalasztasara a kotédési er6k mérése alapjan.

Szamos, orvosbiolégiai szempontbdl is relevans 1j megfigyelést tettek a nanorészecskék
alkalmazasanak tekintetében. Tobbek kozott igazoltdk az altaluk szabadalmaztatott cARLA
molekulakombinacié hatasat a vér-agy gat specifikus fehérjék expresszidjanak novelésére és a
nanorészecskék felszinéhez kotott GSH molekula transzportjara, feltdrtdk a nanorészecskékhez
kotott alanin-GSH, mint célzéligand kombinacié jelenlétének fontossagat és azonositottak a
leucint, mint célzémolekulat nanorészecskék felszinéhez kotve a hatékonyabb vér-agy gaton vald

atjutas és agyi organoidokba vald bejutas tekintetében.

Kérdések, megjegyzések:

1.

A jelolt a bevezet6ben nagyon jo Osszefoglalot ad a vér-agy gaton keresztiil megvalosulod
anyagtranszport mechanizmusairdl és az ebben kulcsszerepet jatszo fehérjékrél. Ugyanakkor a
kutatasi téma hatterének bemutatasa szerintem igényelt volna picit tobb informaciét a barrier
funkcidk fiziol6giajarol, kilonds tekintettel arra, milyen szerepet jatszanak az asztrocitak,
pericitak, perivaszkuldris makrofagok, simaizom sejtek, fibroblasztok és egyéb sejttipusok a
barrier funkciék fenntartdsaban kismolekuldk és a keringésben taldlhaté immunsejtek

tekintetében. A téma nagy és szertedgazd, ezért kivancsi lennék a jel6lt véleményére a fenti
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cellularis interakcidok funkciondlis szerepét illetéen a kdzelmult irodalmi adatainak tiikrében.
Mely sejttipusok esetén varhato leginkabb, hogy célzott modulaci6juk segithet a sériilt vér-agy gat

funkcidk regeneralasaban?

A jelolt ir arrdl, hogy az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek lumindlis, vér fel6li felszinén a
membranban taldlhaté glikolipidek, glikoproteinek, illetve hepardnszulfat-proteoglikdnok
oldallancai negativ felszini to6ltési glikokalix réteget hoznak létre, amely, mint egy
elektrosztatikus gat, megakadalyozza az er6sen anionos molekuldk vér-agy gaton valo atjutasat. A
jelolt a dolgozatban sajat kisérleteket is bemutat, amelyek soran vizsgaltak, hogy a negativ toltési
glikokalix hogyan befolyasolja a kationos peptiddel célzott nanopartikulumok sejtfelvételét. Van
adatuk esetleg arra nézve, hogy az in vitro vér-agy gat modellkben kialakulé glikokalix mennyire
hasonl6 Osszetételében és komplexitasaban az in vivo, endothelium luminalis felszinén kialakul6
glikokalix-hoz képest? Vannak komolyabb kiillonbségek a glikokalix réteg elektrosztatikus gat
funkcidjaban? Szovetek preparalasakor mar a transzkardialis perfazio is nagymértékben karositja
a glikokalix szerkezetét, ezért vélhetGen ex vivo is szamos kiilonbséggel kell szamolni az in vivo

allapothoz képest.

A kozelmultban szamos tanulmany vizsgalta az agyi perivaszkularis transzportfolyamatokat,
gyakran a ,glimfatikus rendszer” kifejezés erny&je alatt. Mikdzben itt az endothelsejtek
abluminalis része és a neurovaszkularis egység szamos sejttipusa is érintett, jelenleg nem vilagos,
milyen dsszefliggés van az agyi parenchyma irdnyaba, az asztrocita AQP4 vizcsatornakon és egyéb
transzportereken at megvalésulé anyagtranszport szabalyozasa és az endothelsejtek barrier
funkci6i, valamint a transzcit6zis mértéke kozott. A kapillarisok szintjén az endothelialis és glialis
bazalis membranok 6sszesimulnak, ezért feltételezhetd, hogy itt az endothelialis barrier funkciok
és transzcitdzis is eltérék lehetnek a nagyobb erekhez képest, ahol jelent6s a perivaszkularis tér
mértéke. Van az in vitro vér-agy gat modellekben lehet6ség arra, hogy az asztrocita végtalpak
direkt kapcsolatainak hatasat el lehessen kiiloniteni a szolubilis mediatorok hatasaitél, végeztek

esetleg ilyen jellegli vizsgalatokat?

A vizsgalt vér-agy gat modellek esetén varhaté moédon a TEER értékek jol korrelalnak a sejtek
paracellularis gat funkciéival (forditott ardnyban az adott modell permebilitasi tulajdonsagaival).
Ugyanakkor az SLC transzporterek és efflux pumpdk expressziés szinjte a kétiranyu
anyagtranszportot szelektiven képes befolyasolni. Megallapithaték altaldnos, molekularis szintli
Osszefliggések a gat-funkcidkat alapvet6en meghatarozé TJ-fehérjék és a kiilonboz6 tipusu
transzportetek mRNS- és fehérje szintli expresszidjanak tekintetében? Vizsgaltdk, hogy a
patolégias kortilmények (pl. hipoxia, iszkémia) sordn kialakulé TJ-fehérjék degradaciéja milyen
specifikus transzporterek expressziéjanak valtozasaival jar egyiitt, és mennyiben koveti vér-agy
gat sériilés vagy regenerdcié soran a barrier funkcidk valtozasait adott SLC transzporterek és
efflux pumpak megvaltozott expresszidja? Ezek az informaciok nagyon hasznosak lennének annak

megértésében, miért iitkozik nehézségekbe gydgyszermolekuldk agyba torténdé hatékony
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bejuttatasa olyan patoldgias koriilmények kozott is, amikor akut vér-agy gat sériilés figyelhetd
meg. Magyardzhaté ez minden esetben az efflux pumpdk fennmaradé miikédésével, mint az

vizoldékony molekulak eltavolitaskor ismert?

A dolgozatban bemutatdsra keriilnek olyan, mechanisztikus szempontbdl rendkiviil érdekes
kisérletek, amelyek soran kiilonbdz6 hatényagok agyba térténd bejutasat a T]-k megnyitasa révén
probaljak elérni, amely a vér-agy gat atereszt6képességének atmeneti és reverzibilis novekedését
eredményezi. Hasonlé probalkozasok ismertek mechanikus médszerek terén is, mint a fokuszalt
ultrang impulzusok alkalmazasa a vér-agy gat funkcidk dtmeneti felfliggesztésére. Kivancsi lennék
a palyazo véleményére, milyen idegrendszeri betegségekben, vagy ezek in vivo experimentais
modelljeiben vannak arra nézve a leger6sebb bizonyitékok, hogy a gydgyszerbejuttatas pozitiv
hatdsai meghaladjak a varhaté mellékhatdsok kockazatat, amelyet a vér-agy gat megnyitdsa okoz.
Ismert példaul, hogy a vérplazmaban szamos olyan metabolit és fehérje taldlhato, amelyek az
intakt agyba bejutva neuronalis karosodast vagy gyulladast okozhatnak, mint a glutamat, vagy
egyes szérum fehérjék (albumin, fibrinogén, kiilonb6z6 proteazok, stb). Ebbdl a szempontbdl
biztonsagosabb moddszernek tlinik a vér-agy gat transzport funkcidéinak kihasznalasa
gyogyszermolekulak bejuttatasara. Ezen beliil valdban igéretes lehet a vér-agy gat transzcellularis

utvonalanak célzasa nanorészecskékkel a jel6lt adatai alapjan.

Az endothelsejteken atjuté anyagok el6tt az agyi parenchymaba térténd bejutdsig az asztroglia
végtalpak bazidlis membranja, szamos egyébb NVU sejt és a Kkapillarisok Kkivételével
perivaszkularis tér is all. Mik6zben a {6 barrier funkciét emlésokben az endothelium biztositja, a
pericitak, asztrocitdk szerepe a vér-agy gat integritasanak fenntartasaban jelentés. Van a
palyazéonak adata, megfigyelése arra nézve, hogy a nanorészecskékkel megvalositott
anyagbejuttatds esetén az endotheliumon tul szadmolni kell-e olyan barrierekkel, amelyek
korlatozhatjak a gy6gyszermolekulak hatékony bekeriilését az agyi parenchymaba? Léteznek erre
vonatkoz6 vizsgalatok komplex, tobbsejtes vér-agy gat modellekkel? Az 55. dbran bemutatnak
tobbsejtes modelleket, de a rovid leirasbdl nem vilagos, hogy vizsgaltdk-e, milyen mértéki a
pericitak, glia sejtek funkciondlis szerepe 0Osszehasonlitva az endothelidlis monolayer

permeabilitasi tulajdonsagaival.

A nanorészecskék felhasznalasaval megvalositott gydgyszerbeviteli lehet6ségek vizsgalata jol
lathatéan a palyazé o6nallé munkassdganak egyik f6 teriilete, amelyen beliil hangsulyosan
vizsgalta a Kkarrier-medialt transzcitézis utvonalak célzdsdnak lehet6ségeit egyszeresen,
kétszeresen és hdromszorosan jelélt nanorészecskékkel is. Osszegezve az eddigi tapasztalatokat,
milyen rutinszerien alkalmazhaté modszert javasolna vizoldékony gyogyszermolekulak
hatékony bejuttatasara az agyszovetbe in vivo koriilmények kézott anélkiil, hogy sziikséges lenne
a vér-agy gat permeabilitdsanak atmeneti névelése? Vannak adatok arra vonatkozoélag, hogy adott
hatéanyagok esetén hanyszoros koncentraci6 novekmény érhet6 el a parenchymaban
nanorészecskék alkalmazasaval? Kutatdsaik érthetd6 moédon els6sorban az  agyi
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gyogyszerbejutattas hatékonysagara fékuszaltak, de vizsgaltdk a nanorészecskék okozta esetleges
gyulladas kialakuldsat in vivo? Ennek karakterizdlasa alapvetd fontossagu lehet a technoldgia

alkalmazhatdsaga szempontjabodl idegrendszeri betegségek terapiaja soran.

Dr. Dénes Adam Budapest, 2025.12.10.



