Opponensi vélemény

Dr. Klivényi Péter (Szegedi Tudomanyegyetem Neurolégiai Klinika) ,,Ujabb adatok a
neurodegenerativ betegségek pathomechanizmusahoz: terapias perspektivak” c. MTA
doktori értekezésérol.

A jelolt a disszertdcioban a neurodegenerativ megbetegedések feltételezett alapjat képezo
oxidativ kdrosodas, illetve a mitokondriumokat érd toxikus karosodas, és a gyulladas szerepét
vizsgalja. Az értekezés Osszesen 112 oldal terjedelmii, 41 abrat és 7 tablazatot tartalmaz. A
disszertaciot 269 hivatkozast tartalmazo irodalom jegyzék zarja.

A disszertacid szerkezete aranyos, a 10 oldalnyi bevezetést a célkitlizések kovetik 1 oldalon
Osszefoglalva, majd az eredmények és megbeszélés fejezet dsszevontan 75 oldalt tesz ki. A
modszertani rész a disszertaciobdl hianyzik, a jelolt a megfeleld kozleményekre utal.

A disszertacid alapjat 42 teljes terjedelmii tudomanyos kozlemény képezi, ezek dontd
tobbsége a PhD fokozat megszerzését kovetden jelent meg. A kozlemények koziil Klivényi
doktor 18-ban elsé szerz6, 5-nél pedig utolsé szerz6. A kozlemények elsé kétharmadanak
alapja kilfoldon végzett kutatds, a legfrissebb 10 kozlemény viszont mar hazai munka
eredménye. A disszertaciot megalapoz6é tudomanyos munkak - 42 kozlemény - kivétel nélkiil
magas impakt faktort, nemzetkdzi tudomanyos folyodiratban jelentek meg.

Kérdéseim és megjegyzéseim a kovetkezok:

A./ TARTALMI MEGJEGYZESEK

1.) A bevezetésben az szerepel, hogy ,,a neurodegenerativ korképek fenotipusa sporadikus
esetekben sok esetben hasonlo a genetikus formakeéval, ezért kozos pathomechanizmus
feltételezhetd”.

Kérdésem: az azonos fenotipus mellett miért kell koézos pathomechanizmust
feltételezni? Ugyanilyen logikus allitas lenne az iS, hogy az azonos fenotipus
hatterében kiilonb6zé pathomechanizmus feltételezhetd a genetikai és a sporadikus
formaknal.

2.) A 6. oldalon az R6 csoporthoz a masodik sorban az ismétlédések szama 116 és 156
kozott valtozik, mig az egyik alcsoportja (R6/2) 141-157 CAG ismétlddést tartalmaz:
Kérdésem: az R6 csoportban az ismétlddések maximalis szama 156 vagy 1577

3.) A 12. oldalon a sclerosis multiplexet egyértelmiien autoimmun betegségnek definialja.
Véleményem szerint a kérdés nem ennyire egyszerll. Az autoimmunitds sclerosis
multiplexben egyrészt nem egyértelmten igazolt (pl. Wootla, 2012), masrészt a
gyulladasos folyamat mellett egyéb okok is felvetddtek.

4.) A 14. oldalon a moddszerek és statisztikai elemzés fejezetben mindossze két sor
szerepel a megjelent dolgozatokrol, amelyeket viszont nem taldltam az anyagban,
emiatt a disszertacid modszertani €s statisztikai részét az eredeti kozlemények alapjan
tudtam értékelni. A modszerek a kor szinvonaldnak megfeleloek, a statisztikai
moddszerek bemutatasa a frissebb kozleményeknél mar elég részletes, a régebbieknél
kevésbé. Az alkalmazott statisztikai modszerek Osszességében megfeleldek.
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5.) A 15. oldalon kezdédik az eredmények és a megbeszélés, ahol az 1. fejezet ,,A
mitokondrialis toxinok hatasa az agy aminosav szintjeire, ill. az antioxidans
rendszereire.” C. fejezetben az aminosavakrol kapunk informaciot, viszont az
antioxidans rendszerekr6l adat a fejezetben nem szerepel. A fejezettel kapcsolatos
kérdésem: mind a 3-NP, mind az MPTP adasat kovetden regionalis kiilonbségeket
talaltak egyes agyteriiletek kozott. Mi lehet az oka ennek a regiondlis variabilitasnak?
A cerebellumra vonatkozo Kiilon kérdésem, hogy a Purkijne sejtek — melyek
altalaban érzékenyek extrém kiilsé behatdsokra — hogyan valtoztak a MPTP
kezelés soran?

6.) Az aminosav szintek csokkenését ATP hiannyal magyaraztak. Kérdésem: mértek-e
ATP szinteket, vagy az ATP-hiany csak feltételezés.

7.) A kovetkez6 fejezetben a Leber-féle herediter opticus neuropathiaban az antioxidans
rendszereket a perifériads vérben vizsgaltak: Kérdésem: Mennyire tarthatd relevansnak
a vérszintek valtozasa a neuropathia vonatkozasaban?

8.) A 19. oldal aljan jelolt a Leber-féle herediter opticus neuropathai kezelésére E-vitamin
szubsztituciot javasol. Kérdésem: Mi alapjan fogalmaz meg a jeldlt terapias ajanlast,
hogyha nem végzett erre vonatkozoé kontrollalt klinikai vizsgalatot?

9.) A 20. oldalon szerepl6 tablazatban lathato, hogy az alfa tocopherol szintje a control a
hordozo6 és a betegcsoportokban gyakorlatilag teljesen egyforma. Kiilonbségeket akkor
talaltak a szerzk, hogy ha a tocopherol szint és a cholesterin + triglycerid szint
hanyadosat hasznaltak. Kérdésem: Milyen megfontolas alapjan normalizaltak a
vizsgalt 3 beteg csoportban a tocopherol szintet a cholesterin és triglicerid szintekre?
Tovabbi kérdésem, hogy a 4. dbran a 3 csoport Osszehasonlitisa soran ANOVA-t
kovetd post hoc tesztet, vagy pedig Bonferroni korrekciot alkalmaztak a tobbszords
Osszehasonlitas miatt.

10.) Sclerosis multiplexes betegek esetében is a periférids vérben torténtek mérések.
A vérben az antioxidansok szintjének csokkenését a jelolt a fokozott
felhasznalodasnak tulajdonitja. Kérdésem: Honnan tudja, hogy az alacsonyabb
szérumszintek oka fokozott felhasznalédas? Miért nem magyarazhatok az alacsonyabb
szintek a fokozott felhasznalodason kiviil az antioxidansok csokkent termelésével?

11) A jelolt azt allitja, hogy a B-interferon készitmények hatasosan csokkentik az
évenkénti allapotrosszabbodasok szdmat ¢és ezéltal a betegség progresszigjat.
Megjegyzésem: az ok-okozati kapcsolat nem sziikségszer(i. Az allapotrosszabbodasok
(shubok) szaménak csokkentése nem feltétleniil hat a betegség progressziojara. Ujabb
elemzések szerint a béta interferon kezelés nem befolyasolja a betegség hosszu tava
progressziojat. (,,Among patients with relapsing-remitting MS, administration of
interferon beta was not associated with a reduction in progression of disability.”
Shirani és mtsai, JAMA, 2012)

12)) A 22. oldalon szereplé 5-0s dbra b. részében a relapsusok soran a vér GSSG
szintjében jelentds emelkedést figyeltek meg. Kérdésem: ez a jelenség nem lehet-e az
akut shubban alkalmazott nagy dozist szteroid terapia kovetkezménye?

13) Az 5. abra c. részénél az interferon terapia melletti Tocopherol és NADPH
szintek valtozasa szerepel. A kontrollokban egy vizsgalat, a sclerosis multiplexes
betegcsoportban 3 vizsgalat (0, 1, €s 6 honap) tortént. Mivel az antioxidans szintek, pl.
a taplalkozassal valtozhatnak, €és a 6 honapos id6tartam mindenképpen évszakvaltozast
is magaban foglal, szerencsésebb lett volna a kontroll csoportban is 0, 1 és 6 honapnal
méréseket végezni, és a két csoportot ismételt méréses variancia analizissel
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Osszehasonlitani. Kérdésem: A kontroll csoport és a sclerosis multiplexes csoportok
Osszehasonlitasa a tocopherol szint méréseknél illetve az NADPH méréseknél milyen
modszerrel tortént, milyen korrekcio tortént a tobbszords 6sszehasonlitasokra?

14.)) A 24, oldalon a Huntington-kér transzgenikus modelljében az elsé
bekezdésben érdemes lett volna megemliteni, hogy az R/2 és a N171-82Q milyen
allatokra utal — a kovetkezé oldalon olvashatjuk, hogy egerekkel torténtek a
vizsgalatok.

15.) A 25. oldalon szerepel, hogy a beteg allatok altal 5 perc alatt megtett ut 12
hetes kortdl kezdddden csokken, azonban a mozgas sebessége mar 8 hetes korban
lassubb, mint a kontroll egereké. Kérdésem: Hogyan értékelhetd a 8-12 hetes kor
kozotti idészak? Az elézoek alapjan az feltételezhetd, hogy ekkor a beteg egerek, ha
lassabban mozognak, akkor idében tobbet kell mozogjanak, mint a kontrollok, igy
képzelheté el a 8 és 12 hét kozotti azonos Osszes megtett ut. Mi errdl a jelolt
véleménye?

16.) A 28. oldalon azt allitja a jelolt, hogy a neurodegenerativ betegségek fokozott
szabadgyok képzddéssel jarnak. Kérdésem: Mi a bizonyiték arra, hogy a vérben mért
magasabb szabadgyok szintek hatterében valoban fokozott képzddés, és nem csokkent
felhasznalodas, vagy akar a taplalékbol torténd fokozottabb felszivodas all?

17.) A 30. oldalon az szerepel, hogy ,,csak az alfa-synuclein ill. a tau protein génje
hozhat6 0Osszefliggésbe Parkinson-korral”. Mi a jeldlt véleménye az egyéb gének
szerepérdl (ATP13A2, GBA, LRRK2, PARK2, PARK7, PINK1, UCHLI1, VPS35)?

18.) A 11. 4bra c. részén a malonat okozta sejtpusztulas Nissl festéssel vizsgalva a
stridtumban mm®-ben szerepel. Kérdésem: Ez a térfogati mértékegység hogyan
értelmezheté? Tortént-e sejtdenzitas mérés (pl sejt/mm?) ugyanebben a modellben?

19.) A 34. oldal masodik soraban az szerepel, hogy ,,az agyban csak a GSHPx
bontja a hidrogén peroxidot”, mig az utolsé bekezdésben az szerepel, hogy ,,az agy
katalaz aktivitasa alacsony”. Kérdésem: Ezek szerint tehat az agyban a katalaz hidba
van ott - nem bontja a hidrogén peroxidot?

20.) A 37. oldalon az SOD2 deficiencia hatasa a neurotoxicitasra c. abran az
abrafeliratban a c. elemben a Nissl fest6désii sejtek szama szerepel. Kérdésem: Itt a
szamok valoban a sejtek szamadra, és nem a sejtek stirliségére utalnak?

21.) A 46-47. oldalon olyan betegségekre utal a jelolt, melyekben ,,az akut szak
elmultaval az NAA szint normalizalodik”. Ezen betegségek kozott sorolja fel az
amyotrophias leteralsclerosist is. Kérdésem: Mit ért az amyotrophias leteralsclerosis
akut szakan?

22)) A 61. oldalon a kreatin szupplementacié Parkinson modellben torténd
alkalmazasakor, a kreatinnel kapcsolatban a szerzé azt irja, hogy a kreatin ,,Gauss
gorbe-szertien csokkentette az MPTP indukalta substantia nigra sejtpusztulast”.
Kérdésem: Pontosan mit ért azon, hogy Gauss gorbe-szertien csokkent az MPTP
indukalta sejtpusztulas?

23.) A neurodegenerativ megbetegedések soran alkalmazott kisérletes terapiakban a
szerz0 a kisérletes modellben szinte mindig statisztikailag szignifikansan jo eredményt
talalt, ezeket azonban a klinikai vizsgalatok nem erdsitették meg. Kérdésem: Mit
gondol a jeldlt, mi az oka annak, hogy a kisérletes modellekben tapasztalt pozitiv
terapias eredmény a klinikai vizsgalatok sordn nem igazolhat6?



B. FORMAI MEGJEGYZESEK

24)) A dolgozatban szamos esetben a mondatok szerkezete nem a magyar, hanem az
angol nyelvtani szabalyoknak felel meg. Pl: a 6. oldalon ,,Ez a toxin irreverzibilis
inhibitora a szukcinat dehidrogendz enzimnek...:” magyarul: ,,Ez a toxin a szukcinat
dehidrogenaz enzim irreverzibilis inhibitora...”, vagy ugyanezen az oldalon, néhany
sorral lejjebb: ,,A malonsav reverzibilis gatloja a komplex II-nek....” Magyarul: ,,A
malonsav a II. kompex reverzibilis gatloja...”

25.) Szintén forditasi bonyodalom lehet a kdvetkez6 mondat (11. oldal): ,,Mivel a
primer mutacidk mind a komplex 1. aktivitas csokkenés eredményezhetnek...”

26.) A sclerosis multiplexrél szol6 fejezetben a 21. oldalon nem érthetd vilagosan,
hogy a B-interferon kezelés mellett hogyan alakul a szabadgyok-képzddés és az
antioxidans felhaszndlds. Nem vildgos, hogy melyik mondat utal a kezeletlen és
melyik a kezelt allapotra

217.) Gépelési hiba a 15. oldal 8. sordban: ,,energia deficitet oknak™.

28.) 16. oldalon II. abra felirat: ,,a aminosav”.

29.) 23. oldal: ,,remmisszioban”

30.) a 12. dbra ,,b” paneljében az lires oszlopok jelentése nincs definidlva

31) 37. oldal: ,,deficincia”

32)) 46.0ldal ,,Huntington kor” (helyesen: Huntington kérban)

33) 47. oldal: ,,megfelel annak az arany” (helyesen: megfelel annak az aranynak)
34)) 53. oldal: ,,igaz mar régiokban”

A jelolt legfontosabb megallapitasai a kovetkezok:

1.) Kimutatta, hogy a mitokondrialis toxinoknak az idegrendszer kiilonboz6 teriileteiben

eltérd hatasuk van az agyi aminosav-, ill. E vitamin szintekre.
2.) Indirekt modon igazolta, hogy az a-synucleinnek fontos szerepe van a
neuronpusztuldsban.

3.) Kiilonb6z6 hatasmechanizmusu szerekK neuroprotektiv hatast igazolta in Vvivo
(antioxidans hatasi molekulak, mitokondridlis tamadaspontti szerek, kinurénsav
analog, HDAC inhibitorok, nNOS gatlo, pirimidin szarmaz¢k).

4.) Kimutatta, hogy az antioxidans védekezésben részt vevo enzimek hianya (MnSOD,
GSHPx) fokozottan érzékennyé teszi a sejteket az exogén toxikus agenssekkel
szemben, ezzel szemben bizonyos enzimrendszerek (PLA,, kaszpaz 1) genetikai
kiiktatdsa neuroprotektiv hatasu.

5.) lgazolta, hogy a human betegséget okozd gének mutacioi (HD, ALS) fokozott
szabadgyok szintekkel jarnak in vivo egerekben.

6.) Demonstralta, hogy megfelelé technikdaval dopaminerg iranyba differencialtatott
embrionalis Ossejtek képesek integralodni és miikddni in vivo egérmodellben.

7.) lgazolta a kinurenin utvonal részvételét és a fokozott szabadgyok szinteket tobb
neurologiai korképben (sclerosis multiplex, Parkinson-kor, Dystonia, Leber betegség).



8.) Kimutatta in vivo, hogy Huntington kér modelljében a neuronalis markerként ismert
NAA szintje sejtpusztulas nélkiil is csokken.

A szerz6 tudomanyos eredményeit rangos nemzetkozi folyodiratokban publikalta, kidllva a
»peer review” probajat. Az Ossejtekkel végzett kezelés kiilonosen figyelemreméltod, és
mindenképpen megjegyzendd a szerzonek az az eredménye, hogy a differencialatlan
alakokbol utobb daganat képzddik, legtobbszor teratoma. Az Ossejt kezeléssel kapcsolatos
klinikai vizsgalatok szamara nagyon fontos informacid ez, hiszen ez egy olyan stlyos
mellékhatas, amely a kezelés alkalmazhatdsagat a jovoben mindenképpen befolydsolja majd.
A fentiek alapjan a disszertacioban kozolt eredményeket hitelesnek, és 1j tudomanyos
eredményeknek tartom, és az MTA doktora fokozat odaitélését javaslom.

Budapest, 2012. szeptember 20.



