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Opponensi vélemény
Dr. Veszelka Szilvia ,,Vér-agy gat vizsgalatok sejttenyészetes modelleken:
gyogyszeratjuttatas és betegségek mechanizmusa” cimen benyujtott MTA doktori

értekezésérol

Dr. Veszelka Szilvia MTA doktori értekezése a vér-agy-gat alaposabb
megértésére iranyuld kutatdomunkdjat foglalja dssze.
A téma abszolut idészerli, a vér-agy-gat védo funkcidja elengedhetetlen a kdzponti
idegrendszer védelmében, sériilése pedig neurodegenerativ betegségekhez vezethet.
Ugyanakkor a vér-agy-gat akadalyt jelent a kdzponti idegrendszert célzd gyogyszerek
célba juttatasaban, igy intenziven kutatott teriilet a vér-agy-giat kiaknazasa a
gyogyszerek célzott agyi bejuttatasaban. Mindezek vizsgalatanak pedig fontos eleme a
gyogyszerek vér-agy-gaton torténd atjutasanak in vitro modellezése és a vér-agy-gat

épségének, intaktsaganak vizsgalata.

A Jelolt kutatomunkaja soran

1. Kilenc, kiilonbdzé a vér-agy-gat modellezésére alkalmazott in vitro sejtes
rendszert jellemzett és hasonlitott 6ssze.

2. Harom betegségtipusban: diabetes, kronikus stressz és atherosclerozis, vizsgalta
a vér-agy-gat sériilését, utobbi két betegségmodellben in vivo modelleket (is)
hasznalt.

3. Vizsgalta egy klinikailag is alkalmazott antioxidans vér-agy-gatat védd hatasat.

4. A vér-agy-gat szoros sejtkapcsolatait (tight junction) potencidlisan megbontd
peptideket és egy kismolekulat vizsgalt annak érdekében, hogy jellemezze ezek
hatékonysagat a vér-agy-gaton keresztiil torténd gyogyszerpermeabilitas

fokozasaban.

5. Valtozatos, egy-, két- ¢&és haromszoros célzomolekuldkkal ellatott

nanopartikulumokat jellemzett annak érdekében, hogy a vér—agy gat specifikus



sejtfelszini fehérjéinek kihasznalasaval a gydgyszerek agyi célba juttatasa

hatékonyabba valjon.

A kutatomunka a Deli Maria professzor altal vezetett iskola magas szinvonala
hagyomanyait folytatja. Kiemelendd a Jelolt altal alkalmazott modszertani sokszinliség,
amely az in vitro rendszerektdl az organoidokon at az in vivo modellekig, valamint
biofizikai mérésekig terjed.

Mindezen eredményeket tizenkilenc eredeti és négy Osszefoglald kozleményben
publikaltak, amelyek koziil tizet jegyez a Jelolt elsé vagy utolso szerzoként (két esetben

megosztott levelezd szerzoként).

Az értekezéssel kapcsolatos formai és tartalmi észrevételeim:

Az értekezés a ,klasszikus” felépitést koveti. Az Irodalmi attekintés/Bevezetés
tizennégy oldal terjedelmii, amely megfeleld attekintést ad a rendelkezésre 4llo hattér
ismeretekrdl, jol bevezeti a megoldandd problémékat, mint a megfelelé var-agy-gat
modellek, a vér-agy-gat sériilésének Osszefliggéseit betegségekkel és a gyogyszerek
agyba torténd bejuttatisanak modjait. A kutatasi célok ismertetése 1ényegre tord. A
Modszerek fejezet kelld részletességgel ismerteti az alkalmazott modszereket. A
kisérleti eredmények taglalasa kissé terjedelmes, 77 oldalt tesz ki, de ezt indokolja az
adott problémakor rendkiviill sokrétli korbejarasa. A dolgozat Osszesen 81 abrat
tartalmaz, a magyarazo6 abrak kiemelkedden szinvonalasak.

A Kutatasi eredmények 0Osszefoglaldsa fejezet alapos attekintése a Jelolt sokrétii
tudomanyos eredményének, azok jelentdségének ¢és masok eredményeivel valod
osszevetésének. A Kitekintés fejezet 0y, igéretes kutatasi iranyokat vetit eldre. Egy
Osszefoglalo fejezetet ugyanakkor hianyoltam.

A dolgozatot alapos, atgondolt munkanak tartom, a fogalmazéas azonban nem sikeriilt
mindeniitt gordilékenyre, 1illetve a transzporterek elnevezésében talaltam
pontatlansagokat. Ilyen pontatlansag, hogy az SLC karriereket néha efflux pumpék koz¢
sorolja (példaul a 19. dbranal), holott ezek nem elsddlegesen aktiv transzporterek, mint
példaul a tipikus efflux pumpa, ATP hidrolizis energidjat hasznalé P-glikoprotein,

amellyel a Jelolt is részletesen foglalkozott kutatdmunkéja soran.

A Jelolt tizennyolc 1j célkitlizést targyal, amelyek hiarom nagy témakorhoz

kapcsolodnak:



1) Sejttenyészetes vér-agy-gat modellek 0Osszehasonlitasa, 2) Vér-agy-gat

karosodéasok patologias modellekben torténd és azt védo anyagok vizsgalata, €s

3) A hatékonyabb agyi gyogyszerbejuttatas lehetdségeinek vizsgalata

A Jelolt dolgozatdban felsorolt eredményeket itt nem részletezem, azokat 1

eredményként elfogadom.

Fobb kritikai észrevételeim:

A 3.2. fejezetben leirja, hogy milyen koncentraciokban tesztelték a
vegyliletek/gyogyszerek toxicitasat. Az alkalmazott koncentraciok igen
magasak: sok esetben tobb 100 mikro molosak. A birdloban felmertil, hogy ilyen
magas koncentracioknak van-e fiziologids/patologias relevanciaja? Hasznos lett
volna tovabb4 azt is megemliteni, hogy a toxicitast és a vegyiiletek ,,biztonsagos”
A rhodamine 123 festéket hasznaltdk a P-gp és a Berp fehérje aktivitasanak
méréséhez. A rhodamine 123 viszont csak a muténs, nem a vad tipusra jellemzd
482-es Arg-t tartalmaz6 ABCG2 fehérje szubsztratja. Ez alapjan a 46. abran
bemutatott mérésben “csak’ a P-gp aktivitas érhetd tetten.

Az Eredmények fejezetben, amikor a kiillonb6z6 sejtes modelleket hasonlitja
kovetd konfokalis mikroszkopia segitségével, és megallapitja, hogy az eredeti,
nem modositott Caco2 sejtben alacsonyabb a P-gp expresszid. A hivatkozott 11-
es abran viszont nem lathatd kiilon a P-gp festés és ugyanolyan szinezést
alkalmaz, mint a klaudinokra. R4adasul kvantitativ adattal, esetleg Western
blottal nem szamszeriisiti a P-gp expresszidt, igy a megfigyelés véleményem
szerint szubjektiv. A 4.1.1. fejezet abrainak egy része azonos Hellinger Eva PhD
dolgozatanak abraival, ezért célszerli lett volna kiemelni, a k6zos publikaciobol
szarmazd mely eredmények a Jelolt sajatjai.

A génexpresszios vizsgalatokban, pl. 17. dbra és 47. oldal, ABCA fehérjéket is
az SLC-k kozott sorol fel, holott az ABC csalad, szerkezetét és miikodését
tekintve, teljesen elkiiloniil az SLC fehérjéktdl.

A vér-agy-gat modell sejtek dsszehasonlitasanal meghatarozta az SLCO1C1 gén
expressziojat, amely azonban inkabb a choroid plexus sejtjeire jellemzo.

Ugyanakkor nem vizsgalta a vér-agy-gatra jellemz6 SLCO1A2 gén



expressziojat, amely raadasul egy multipsecifikus, gyogyszereket is szallito
karrier fehérjét, OATP1A2 kodol, szemben az SLCO1C1 altal kédolt, sziikebb
szubsztrat felismerésti tiroid hormon transzporterrel. A sztatinok sejtbeli
felvételében az OATP1A2 és OATP1B1/3 és OATP2B1 fehérjék jellemzoek,
tudomasom szerint az OATPIC1 fehérjénél még nem irtak le sztatin

transzportot.

A 4.3.1. ,,A hatékonyabb agyi gyogyszerbejuttatas lehetdségeinek vizsgalata” c.
fejezeteben és az azt kovetdekben (egészen a célzott nanopartikulumokrol sz616
fejezetig) hianyoltam az alkalmazott vér-agy-gat modell megnevezését, amely a
vonatkozo abrakbol sokszor nem deriil ki. S6t, altalanos észrevételem, hogy az
abrak leirasai elég sziikszavura sikeredtek. Nagyban megkonnyitette volna az
olvaso dolgat, ha az abrakon az alkalmazott mddszer, sejt modell, egyéb relevans
informdci6 rajta van.

A tesmilifent a kisérletekben igen magas, 1-100 uM-os koncentracidoban
alkalmazza. Nem tartom valdszinlinek, hogy fiziol6gidsan ilyen magas
koncentraciok eléfordulnak, raadasul azt a megallapitast teszi, hogy a multidrog
transzportereket gatolta, holott csak a 100 pM-os koncentracio okozott 5-10%-
os gatlast a proba szubsztrat felvételében.

A szignifikans szo6t nem mindig hasznélja megfelelden, pl. a 78. C abran, a 105.
oldalon a 3-asan célzd nioszomak filipin altali felvételének gatlasa nem
szignifikans, az erre hivatkoz6 szovegben mégis igy fogalmaz “Az
inhibitorokkal valé eldkezelés hatdsara az N-AGL nioszomdk sejtfelvétele
szignifikansan csokkent. A filipin kezelés utdn 89%, mig a citokalazin D kezelést

kovetden 78% volt sejtfelvétel a kontroll csoporthoz képest (78. C dbra)”

Aprobb észrevételeim:

A hCMEC/D3 sejtvonal eredetét nem tiintette fel a dolgozatban.

Apr6 pontatlansag: a Bevezetd, 8. oldalan azt irja, hogy a vér-agy gaton nagy
mennyiségben fejezddnek ki a karrierek koziil az SLC-k. Szerintem minden
karrier SLC fehérje, illetve mihez képest fejezddnek ki nagy mennyiségben?
,ayenge farmakokinetika” szerepel a 9. oldalon, amely megfogalmazas

pontositasra szorul.



Fogalmazasa néhol nehézkes, pl. ,,Mig a vér-agy gat kadrosodéasa régdta ismert az
idegrendszeri degenerativ betegségek kialakulasaban, a stresszel osszefliggésbe
hozhat6 vér-agy gat miikddési zavarok neuropszichiatriai betegségek esetében
ujabban felfedezett teriilet” 14. oldal, “passzaltuk kisérleti felszinekre.” 23.
oldal.

3.4bra cimében én inkabb modellt hasznaltam volna a sejtek helyett.

36.0ldalon a hivatkozott cikkben Keserti helyett Kesserti szerepel.

A dolgozat szamos eliitést tartalmaz.

Transzportfehérje helyett transzporter fehérje lett volna szerencsésebb kifejezés
a transzporter fehérjék leirasara.

A 40 és 41. éabra oszlopainak jeldlése nem teljesen egyértelmi, mivel az
abraalairasban jelzett fehér és sziirke szinen kivill a legvaltozatosabb mintazatok
szerepelnek az abrakon.

Tudom, nagy és nem feltétleniil szeretem munka, de az abrék feliratait lehetett
volna egységesiteni, azok véltakozva vannak magyarul és angolul.

YFP konstrukcio6 (71. oldal) leirasat nem talaltam a metodikaban, nem deriil ki

egyértelmiien, hogy az a Jeldlt sajat munkajabol sziiletett-e.

Szakmai kivancsisaghol eredé kérdéseim a Jelolthoz:

Az endotélsejtek izolalasdhoz puromycint hasznaltak, ami bevett gyakorlat. A
modszer elve, hogy a magas P-gp tartalmu endotélsejtek rezisztensek a
puromycinre, igy azok szelektiv elonyt élveznek a nem P-gp vagy alacsony P-gp
tartalmu sejtekkel szemben. Kérdésem, hogy okozhat-e ez a mesterséges
kortilmény fokozott P-gp expressziot, ezzel rontva az in vitro modell képességét,
hogy az a fiziologias allapotot tiikrozze.

A Modszerek fejezetben ismerteti a kiilonboz6 sejttipusok izolalasat, ami
patkany agybol tortént. Kérdésem, hogy lehetséges lenne-e valamilyen felszini
marker alapjan kivalogatni a sejteket pl. FACS-val?

A toxicitas mérésekhez impedancia mérést alkalmaztak. Kérdésem, hogy miért
erre esett a valasztasuk, 6ssze tudna foglalni e mddszer elényeit a ,.klasszikus”
modszerekkel Osszevetve, mint példdul ATP- vagy NADPH-szint mérés?
Végeztek-e  Osszehasonlito  vizsgalatokat a  kiilonb6z6  moddszerek

megbizhatdsagarol?



frja, hogy a Caco-2 sejtvonalakban a P-gp expresszidja valtozo. Ki tudna ezt
bovebben fejteni? Mi okozza ezt a valtozékonysdgot, passzazsszam,
konfluencia, egyebek?

A polarizéltatott Caco és MDCKII modellek apikalis felsziniikon villusokat
fejlesztenek, ami nem jellemzd a vér-agy gatra. Ez mennyiben befolydsolta
méréseiket? Szintén érdekelne, hogy a konfluencia allapotanak megfigyelésén
kiviil minden esetben mérték-e a sejtek sejtek kozotti permeabilitast, annak
érdekében, hogy megbizonyososdjanak arrdl, hogy a sejtek valoban a vér-agy
gathoz hasonld barriert hoztak-e 1étre. Ehhez kapcsolddik, hogy ,,Az in vitro
permeabilitasi értékeket korabbi in vivo adatokkal (Nakagawa és mtsai., 2009)
korrelaltatva, a legjobb korrelaciot (r2=0,7989) a patkany primer vér-agy gat
modell esetében kaptuk (12. 4bra).” Tovabbi kérdésem, hogy eredményeik
alapjan kimondhat6-e, hogy a (patkany) primer endotelsejtekbdl szarmazé var-
agy gat modell jobb, mint a bél vagy vese eredetiick?

A 24. 4braval kapcsolatos kérdésem: hogyan tortént a metilglioxal és a védd
anyagok adagolasa? Az impedancia mérés minden esetben a sejtindex korai
csOkkenését mutatja, majd ez utdn kezd ez emelkedni. A védd ,,anyag” adéasa
késleltetve tortént, vagy ez esetleg vissza tudja forditani a kezdeti
sejtkarosodast?

Az APOB-100 OE (overexpresszald) egerekben a hippocampusban mutattak ki
a fluoreszcein megndvekedett permeabilitasat (36. B abra). Kérdésem, hogy mi
az oka, hogy mas vizsgalt agyi régokban a vér-agy gat permebilitdsa nem
valtozott?

Az APOB-100 OE egerekben a P-gp-t kodolo Abcbla szintje csokkent az
Abcb1b-¢ pedig emelkedett. Kérdésem, hogy mennyire tudja ez a 2 gén atvenni
egymas szerepét, €s ha igen, akkor milyen nett6 hatast var?

Kimérték, hogy a tezmilifen (tamoxifen analdg) koncentraciofiiggdé modon
noveli a vér-agy-gat modell permeabilitasat, viszont alacsony koncentracioban
enyhe permeabilitds novekedést tapasztaltak. Mi ennek az in vivo jelentdsége,
lehet-e a gydgyszert ,,pontosan” kititralni, hogy a kivant hatast érjék el?
Viltozatos, igen komplex modelleket dolgoztak ki a vér-agy-gaton torténd
atjutds vizsgalatokhoz, beleértve agyi organoidok ,,novesztését” és vér-agy-gat

modellekkel torténd egyiitt tenyésztését. Kérdésem, hogy mennyire skaldzhaté a



rendszer, alkalmas lenne-e kozepes esetleg nagy ateresztoképességii
tesztelésekre? Automatizacié elképzelhet6-e? Az organoidok mennyire

reprodukalhatok, mekkora variancia van kozottiik?

Osszességében megallapitom, hogy a Jelolt MTA doktori értekezése hiteles és 0]
eredményeket tartalmaz. A doktori értekezés nyilvanos vitara bocsatasat

messzemenden tamogatom.

Budapest, 2025. december 1.

/ .
dr. Laczka Csilla



