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Biralat

Alpar Alan:
Funkcionalis anatomiai valtozasok az Alzheimer korban

cimii értekezésérol, amelyet a jelolt benyujtott MTA Doktori Tanacsahoz elbiralas céljabél.

Eldszor is koszondm szépen a megtiszteltetést, hogy elolvashattam és véleményt mondhatok Dr.
Alpar Alan nagydoktori disszertaciojarél, amely tobb mint 10 éves nagyon alapos kutatomunka
eredményét foglalja 6ssze. Biraloként sokat tanultam bel6le, mert rendkiviili alapossagal egy olyan
szakteriiletet mutat be, amelyet csak feliiletes olvasoként kovetek, elmélyiilt kisérleti munkat nem
végeztem a disszertdcid témakorében. Ezért kérdéseim ¢€s megjegyzéseim inkabb daltaldnos
neurobiologusi kivancsisagomat tiikkrozik és céljuk, hogy a jelolt kollégam figyelmét felhivjak olyan
szempontokra, amelyek késobbi munkajaban segithetik.

Témavalasztas:

Az Alzheimer-kor kutatasa sajnos elméleti és gyakorlati szempontbol egyarant kiemelkedd
fontossagu oregedd tarsadalmunkban, ezért a témavalasztas idészer(, nagy jelentéségi €s altalanos
orvostudomanyi problémakra kiterjeszthetd. Az idGskori dementiaval jard betegségek, mint pl. az
Alzheimer kor az érintettek életmindségének gyors romlasaval jarnak, ami természetesen fokozott
terheket r6 nemcsak a kdzvetlen kornyezetiikre, hanem a szocialis és orvosi ellatorendszerek fokozott
terhelésén keresztiil a tdrsadalomra is. Az atlagéletkor folyamatos novekedésével ezek a betegségek
egyre nagyobb teret hoditanak igy a potencidlis gyogyitassal, illetve a tiineti kezelések javuldsaval
kecsegtetd eljarasok kidolgozasa egyre égetdbbé valik.

A tudomanyos probléma nehézségét mutatja, hogy az 1950-es évek oOta tobb mint 100,000!
kozlemény kertilt publikalasra ebben a témaban a PubMed szerint, ennek ellenére az Alzheimer kor
pontos korélettani mechanizmusa maig nem tisztdzott. Szamos versengd hipotézis probalja a
betegség egyes aspektusait megmagyarazni, azonban ezekre a hipotézisekre alapozott
gyogyszerfejlesztések sorra kudarcot vallottak az elmult évtizedekben.

A Bevezetésben részletesen bemutatja a jelolt a témavalasztas jelent6ségét. Ezen beliil kiilon
targyalja az altala megvaldsitott projektek elméleti hatterét, ami segiti ennek a rendkiviil szertedgazo
kutatasi iranyok megértését. A hatalmas szakirodalomban valé tajékozodast nagyszami kozlemény
hivatkozasa segiti, az azonban nem szerencsés, hogy az idézett cikkek tobb mint 90%-a még 2010
elott megjelent eredményt mutat be, mikdzben a kutatési teriilet felfedezései jelenleg is a vezetd
idegtudomanyi folyoiratokban jelennek meg, nagyon népszerti és fontos témarol 1évén szo.

A jelolt a Célkitilizéseket egymashoz csak lazan kapcsolodo 6 f6 téma koré csoportositotta, amelyek
a kovetkezok:
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A kérgi principalis neuronok morfologiai valtozasainak nyomon kdvetése Alzheimer-kor

kutatasban altalanosan hasznalt transzgénikus egértorzsekben.

2. A téli dlom (hibernacid) soran fellépd, az Alzheimer kor egyik {6 tiinetére emlékeztetd, de
azzal szemben reverzibilis tau hiperfoszforilaciot kisérd szinaptikus elvaltozasok detektalasa
¢s tanuldsra gyakorolt hatésa.

3. Az Alzheimer-kor korai, még tiinetmentes fazisara jellemz6 p21H-ras fehérje megemelkedett
szintjének neuro-és szinaptomorfologiai hatasvizsgalata overexpresszios, transzgénikus
egérmodellben.

4. Az endokannabinoid jelatviteli Gtvonal enzimeinek és f6 receptoranak tanulmanyozasa

human Alzheimer-kéros betegekbdl szarmazo szovettani mintakon.

Egy, 14j differencialatlan, a human szaglorendszerben eléfordulé sejtcsoport jellemzése.

6. Az extracellularis matrix 3 kdzponti elemének, két chondroitin-szulfat tartalmi molekulanak

(aggrecan, brevican), illetve egy fontos strukturalis kapcsolofehérjének (Ctrll)-nek jellemzése

az Alzheimer-korban, illetve lehetséges szinaptoprotektiv hatasuk bizonyitasa.

o

A Moédszerek fejezet részletesen targyalja a felhasznalt kisérleti eljarasokat, amelyek sziikségesek a
kitizott célok eléréséhez. A jelolt az alabbi f6 modszerekkel dolgozott:

Allati, illetve human agymintak kezelése

Fixalasi és metszési eljarasok

Hisztokémiai és immunhisztokémiai modszerek

Egyéb antitesteken alapuld eljarasok (Western-, dot-blot, ELISA)
Morfometriai, sztereologiai és statisztikai modszerek

Eredmények és Kovetkeztetések:

A fejezet a célkitiizések éltal eldrevetitett tematika szerint tagolodik. Altalaban a fejezet adatai
rendkiviil preciz anatomiai felkésziiltségrol és pontos munkdrol tesznek tantibizonysagot. Az
abraanyag jol illusztralja a szOvegben megfogalmazott eredményeket. Ilyen hatalmas
anyagmennyiségnél elkeriilhetetlen néhany aprobb hiba is példaul néhany esetben az abrak tal
sotétek, ami a kiértékelést neheziti (pl. 10. és 24. abrak, az elébbinél a loading kontroll és a
molstlymarkerek jelolése is hianyzik). Mindent GOsszevetve azonban a disszertacido kiemelkedd
erOssége a minden részletre kiterjedd klasszikus anatomiai hagyomanyokat modern morfometriai
modszerekkel kombinalo eredmény fejezet. Ami a jovoben azonban megfontoland6 az a mintavétel
pontosabb megtervezése, foleg annak tiikkrében, hogy az elmult években az agykérgi principalis sejtek
heterogenitasardl rengeteget tanultunk (1asd Mizuseki et al., 2011, Nature Neuroscience vagy Tasic et
al., 2016 Nature Neuroscience, amely csak a latokéregben 19 principalis sejttipust kiilonit el!). Egyes
kérdések vizsgalatara néha neokortikalis, néha hippokampalis, mig ritkdbban mindkét teriileten
megtalalhatdé piramissejtek leirasat végzi el Gsszevontan a szerzd, és valtozatos mintavétel miatt a
megfigyelések nem feltétleniil kiterjeszthetéek minden esetben.

A szerzd els6 nagyobb alfejezetben leirta a mutans (plakképzésre hajlamositdo) amiloid prekurzor
morfometriai valtozasok az apikalis dendritfa szerkezetében torténtek (enyhe degenerdcio) a
bazalisban nem, viszont a dendrittiiske stirtiség mindkét szegmensben jelentésen lecsokken. Ezzel
szemben az eredeti (nem plakkképz6) amiloid prekurzor fehérje tulexpresszaltatasa mindkét
dendritfelszin novekedéséhez vezetett.

A kovetkez6 kisérletek véleményem szerint logikailag nehezen illeszkednek a dolgozat
gondolatmenetébe. A szerzd egy kiilonbozo deprivacios modszert alkalmazott ezekben a szelektiv



interneuron-eliminacios kisérletekben (bajuszszor-eltavolitas). Az érintett teriiletek interneuron-
afferentaciojat vizsgalva megallapitotta, hogy a vGluT1+ illetve a VGAT+ képletek szama csak az
amiloidplakk képzésére hajlamositd mutins torzs agykérgében csokkent. Ezutan az afferens-
deprivacios kisérletekben megmutatta, hogy a plakképzd mutdnsban a dendritfelszin fokozott
csOkkenését figyelték meg a vadtipustthoz képest. A kovetkezd kisérletsorozatban az Onkéntes
mozgésaktivitds morfologiai hatasat vizsgdltdk egy olyan human APP-t expresszald torzs
hippokampusaban, ami csak késon hajlamos plakképzddésre. A fizikai aktivitds koztudomasulag
jotékony hatdsa a neurondlis strukturdk plaszticitdsara itt is beigazolddott, az apikalis
dendritszakaszok hossza, atmérdje és a dendrittiiskék szama is szignifikansan megndvekedett mind a

kontroll egerek, mint a mutans egértorzs esetében.

A masodik alfejezet nagyon érdekes modellt hasznal. A sziriai aranyhorcsoggel végzett hibernacios
kisérletben, amelyben az Alzheimerhez hasonlito tau foszforilacios jelenség tapasztalhato, a szerzo a
tau foszforilacido hatdsat tanulmanyozta a tanuldsi képességekre. Mivel a hibernacids élettani
folyamatok értelemszertien reverzibilisek, ezért nem meglepd médon a hibernalt, illetve kontroll
allatok nem mutattak jelentds kiilonbségeket a tanulasi, illetve Gjratanuldsi fazis hosszaban, bar a
hibarata szignifikansan magasabb volt az jratanulas soran.

cypey

neuromorfologiai hatasait mutatja be egy p2lH-ras-t taltermeld egértorzsben. A fehérje
megemelkedett szintje a szomatoszenzoros kortex térfogatanak novekedését eredményezte, ami
feltehetdleg a dendritfak jelent6s méretbeli novekedésére vezethetd vissza. Ezen kivil a
dendrittiiskék stirtisége is jelentésen megnovekedett, morfoldgiai megoszlasa nem valtozott. A
neokortikalis afferensek immunhisztokémiai vizsgéalata a vGluT2+ képletek stirliségének szignifikans
novekedését, és a vGluT1+ képletek slirliségének csokkenését mutatta. Meglepd modon ezek nem a
klasszikus thalamocortikalis célpontnak szamito tiiskesejtekkel voltak kapcsolatban, hanem a II-1
réteg IV. rétegbe beterjed6 dendritfajaval asszocialtan helyezkedtek el. A hippokampusz hasonl6
méretndvekedésen megy at a transzgén expresszidjanak hatasara elsésorban a piramissejtek bazalis
dendritfa névekedésének koszonhetéen. Afferensdeprivaciot (bajusz-szorirtas) kovetden a barrelek
mérete nem valtozott se a wt, se a transzgénikus 4llat cortexében. A dendritszegmensek hossza
csokken a deprivacio hatasdra, de a transzgénikus allatokban kisebb mértékben. A dendrittiiskék
stirlisége viszont nem valtozott egyik csoportban sem. Onkéntes fizikai aktivitis és a p21H-Ras
expresszio pozitiv hatasa Osszeadodik a dendritfdk Osszesitett felilletndvekedés és a dendrittiiske
stiriségre nézve is.

A negyedik alfejezetben a szerz6 az endokannabinoid rendszer receptorainak, illetve metabolikus
enzimjeinek mennyiségi valtozasat kovette nyomon Western blot, illetve immunhisztokémiai
eljarasokkal. A western-blot analizis szerint a CB1 receptor és a 2-AG lebontd enzimének (Abhdo)
szintje nem valtozott, mig a 2-AG szintetizalo enzimeinek (Dagla, Daglp) és masik f6 lebontd
enzimének (Magl) mennyisége emelkedett. Immunhisztokémiai festéssel viszont jo lathatd, hogy az
Abhd6 szintje a neuronokban csokken, majd teljesen eltlinik, ez a valtozas azonban szoveti szinten
kompenzalodik a megemelkedett mikrogliasejtbeli expresszidval. Ez a nagyon szép eredmény is jol
mutatja a sejttipus-specifikus mérések erejét a klasszikus populacidszintli vizsgalatokkal szemben.
Hasonl6 valtozas az Magl esetében is megfigyelhetd, bar ez az enzim teljesen nem tiinik el még az
ATS8+ sejtekbdl sem. Ugyanakkor nem lehet teljesen kizarni, hogy a fehérje jelenléte a mikroglidkban
sajat expresszid vagy a fagocitalt neuronokbdl szarmazik (lasd Kérdések). Az anandamid
metabolizmus 6 szintetizald enzimének tartott NAPE-PLD, f6 lebontd enzimének tartott FAAH,
illetve lehetséges alternativ receptoranak (TRPV1) a mennyisége nem mutatott valtozast az
Alzheimer-koros szovetekben. Ez nagyon érdekes megfigyelés. Mivel a 2 f6 endokannabinoid



metabolikus rendszere szamos ponton Osszefiigghet (lasd pl Tanimura et al 2011, Neuron), ezért
izgalmas lenne megtudni, ezeknek a lipideknek a mennyisége hogy valtozik a koros
szovetmintakban.

Az 6todik alfejezetben a szerzé a human amiloid prekurzor proteinnek a sejtproliferaciora gyakorolt
hatasat vizsgalta és leirt egy 0j differencidlatlan sejtcsoportot a human szaglorendszerben. Az
alfejezet els6 részében kozolt kis siintanrekkel végzett kisérletek mogott allo szakmai racionalitas és
a kisérletek jelent6sége szamomra nem teljesen vilagos. Kozismert, hogy torzsfejlodéstanilag minél
6sibb egy faj, annal tobb a felnéttkorban IS megmaradd neurogenezisre képes progenitorsejt az
agyban. Ezért ezek a kisérletek az alaptétel megerdsitésén kiviil nem szolgalnak 1ényegesen 1j
informacioval és figyelembe véve, hogy a siintanrek nem szokvanyos kisérleti allatmodell
izgalmasabb lett volna olyan szempontok szerint vizsgalni, amelyek 0j koncepciok kialakitasara
alkalmasak. Az is szerencsésebb lett volna, ha a human mintakban leirt sejtcsoport targyalasa
kozvetleniil ezutan a rész utan keriilt volna és csak azutan kezdte volna meg a szerz6 a hAPP
proliferaciora gyakorolt hatasanak ismertetését. Ez utobbi alfejezetrész azt mutatja be, hogy a hAPP
expresszidja a postnatalis kortexben kismértékben csokkenti az osztodd sejtek szamat normal és
ingergazdag kornyezetben is. Jelentds a kiilonbség a talélésben viszont, akkor amikor a
kontrollkornyezetben tartott egerek BrdU+ sejtjeinek a talélését nem befolyasolta a hAPP
expresszidja, az ingergazdag kornyezetben tartott egerek esetében viszont majdnem 50% talélési
csokkenést okozott. A hosszutava tulélés esetében viszont okkal meriil fel a kérdés, hogy a BrdU-
jelolt sejtek elvandorlasa figyelembe lett-e véve, ez a modszerek fejezetbdl nem deriil ki. Ez azért
fontos, mert elképzelhetd hogy az APP expresszid valdjaban csak migracié 6sztonzé hatasa. Erdekes
a megfigyelés, hogy a hAPP expresszioja akadélyozta az ingergazdag kornyezet hatdsara neuronalis
iranyba eltolt differenciacié mainfesztalodasat. Az alfejezet utolsd részében keriil leirdsra egy a
szaglorendszerben felfedezett secretagogint taralmazoé 10j nagyon érdekes sejtcsoport. Meglepd
modon e sejtek szama nem valtozik az életkorral és nem tartalmaztak AT8+ profilokat még
elérehaladott betegségi stddiumban sem. Ehhez kapcsoldddan a massziv plakkképzddést mutatod
APde9 egértorzsben szintén nem valtozott a secretagogin+ sejtek szama a bulbus olfactoriusban.

Végiil az utolso alfejezetben a szerz6 megvizsgalta az extracellularis matrix szerkezetét kiilonb6z6
agyteriileteken és neurontipusokban emberi mintakon. Ez a munka szakmailag az egyik
legértékesebb €s a szerzd utolsd szerzoként vezette a kutatasokat, amelyek egy nagyon rangos
folyoiratban jelentek meg. A kutatdsok soran a szomatodendritikus kompartmentet koriilvevo halokat
¢€s a periszinaptikus matrixhiivelyeket vizsgaltak. Leirtak az extracellularis matrix két chondroitin-
eloszlasat a kontroll (thalamusz-CGL, hippokampusz) és Alzheimer koéros szdvetekben, valamint
plakklerakodéast mutatd transzgénikus egértorzsben. Fény és elektronmikroszkopos kisérletekkel
megallapitottak, hogy a aggrecan-tartalmu periaxonalis halok gatldo és serkentd végzddéseket is
korbevehetnek a CGL-ben, a gatlo végzddéseket joval nagyobb aranyban. A hippokampuszban
pontos térképet készitettek ezeknek a molekulaknak a perineuralis halokban és periaxonalis
hiivelyekben valé eldfordulasarol. Aggrekan tartalm haldkat csak interneuronok koriil
azonositottak, de megtalalhatok a posztszinaptikus struktirak koril is. A halok elsésorban a CA1-3
régidban csoportosultak, DG-ban kisebb a szdmuk. A Ctrll fehérje eloszlas alapjan készitett térkép
hasonl6 eloszlast mutat, mig a brevican-tartalmu halok csak elvétve fordulnak eld mindkét helyen.
Ezzel szemben a periaxonalis hiivelyek nagy szamban fordultak el a human hippokampusz minden
tertiletén, mig Ctrll-eloszlds a DG-ra korlatozodott. Alzheimer-koros szovetmintakban a brevican és
a Ctrll fehérje mennyisége el6szor csokkent, majd mgnétt. Sejtszinten a periaxonalis hiivelyek
mennyisége €s eléfordulasa nem valtozott még az AT8+ sejtek koriil se, mig a halok soha nem
fordultak eld6 ATS8+sejttestek koriil. Sulyos plakklerakodast mutatd transzgénikus egértorzsben a



brevican és Ctrll mennyiség valtozasa nagyon hasonlitott a human mintdkéhoz (eldszor csokkent
aztan nott), ezzel szemben az aggrecan szint folyamatosan emelkedett. Hasonloképpen a human
mintakhoz periaxonalis hiivelyek jelen vannak valtozatlan mennyiségben akar a plakkok kdzelében.

Megbeszélés:

A dolgozat egyik gyengesége, hogy a Megbeszélés fejezet meglehetdsen rovid, tematikdjaban az
Eredményeket koveti, hianyoznak az eredményekre alapozott uj koncepciok, kisérleti kérdések.
Sajnos a fejezet jelentds része inkabb az eredmények megismétlésébdl all. Néhany kivételes esetben
IS tobbnyire csak a disszertacié morfologiai megfigyeléseinek a korabbi anatomiai megfigyelésekkel
torténd Osszevetése torténik. Erdemes lenne a szerzé kovetkezé munkaiban, példaul majd az
eldadasdban hangsulyosabban torekedni a relevans funciondlis, esetleg korélettani vonatkozasok
részletesebb bemutatdsara, az egyébként értékes anatdmiai eredmények szélesebb kontextusba
helyezésére.

Kritikai megjegyzéseim dsszefoglalasa:

e A szerzd helyenként az eredmények sorabol kilogd publikacidinak az adatait is belefoglalta
dolgozatba kitekintés megjegyzéssel, de ezek logikailag inkabb megtorik az olvasast,
nehezitik a kovetkezo fejezet megértését.

e Hasznos lenne ennek a rendkiviil szerteagaz6 teriileten folyd munkanak az ismertetését egy
két 0sszefoglald abraval segiteni a Bevezetésben €s a Diszkusszidban, példaul majd a védés
eléadasaban.

e A disszertacio kisebb hianyossaganak tartom, hogy roviditésjegyzéket nem tartalmaz. Habar a
roviditések magyarazata az alkalmazas els6 helyén altalaban szerepelt, de néha tal tavoli
szovegrészekben felhasznalt azonos betliszavak esetében segitene.

e A felhasznalt antitestek bemutaté tablazatban viszonylag sok antitest adatai hianyzonak (CBy,
TRPV1, MAGL, DAGL, FAAH, NAPE-PLD) adatai hianyoznak.

e A Megbeszélés fejezetnek sokkal széleskoriibben attekintdnek kell lennie, {6 célja az
eredmények kontextusba helyezése, az eredményeken alapuld 10j tesztelhetd hipotézisek
felvetése a szakteriilet szamara.

Specifikus kérdéseim a kovetkezok:

e A Tg2576-0s egérvonalban a szerzO megfigyelései alapjan komoly valtozasok vannak a
VGIuT1, VGAT és cholinerg markerek szintjében. Van-e adat arra vonatkozolag, hogy
hogyan befolyasolja a serkentés-gatlas altalanos egyensulyi allapotat (excitatory-inhibitory
balance) a transzgén expresszioja?

e Megvaltoztatja-e a plakképzOdés intenzitasat az 6nkéntes fizikai aktivitas a kiilonb6zé APP-t
tulexpresszald transzgénikus egérvonalakban, illetve az Alzheimer korban szenveddkben
(esetleges ikervizsgalatok eredményei)?

e Van-e bizonyiték az Alzheimer koros mintakban a mikrogliasejtekben felhalmozodo 2-AG
lebontd enzimeknek a valodi mikroglialis expresszidjara és funkciondlis jelentOségére vagy
ezek esetleg csak a fagocitozis passziv termékei? Hogyan vizsgalna ezt a kérdést a szerz6?



Osszefoglalasul megéllapithatom, hogy a disszerticio egy kiemelkedden részletes, a leir6 magyar
neuroanatomiai hagyomanyokat kovetd preciz munka, amely kiegésziilve fontos funkcionalis
megfigyelésekkel szamos nagy jelentdségli eredeti tudomanyos eredményhez vezetett.

A jeldlt nemzetkozi folydiratokban megjelent nagyszamu (48) kozleménye, magas impakt faktora,
(kb.200), jelenleg atlagos (400 feletti), de az elmult években folyamatosan emelkedd fliggetlen
idézettsége azt tiikrozi, hogy felfelé iveld palyan 1évé kutatordl van szo. Ezt mutatja néhany
kiemelked6 elismertséggel rendelkezé nemzetkozi folyodiratban (P1.:PNAS, EMBO Journal, Nature
Communications) kozolt cikk is, amelyek szinte mind a koézelmultban késziiltek nemzetkozi
kollaboraciokban. Bizom benne, hogy a jeloltben megvan a belsé szandék, valamint lesz lehetdsége
¢s palyazati tdmogatasa, hogy legujabb eredményeire alapozva itthoni kutatdocsoportjaban hasonl6
nemzetkozi élvonalba tartozd szinten folytassa kutatésait.

Fontos értékként hangsulyozni kell azt is, hogy a szerzd az utdbbi években tobb fiatal kutatd
témavezetését is vallalta, és az iskolateremtd tevékenység alapvetd elvarads azoktdl a vezetd
kutatoktol, akik az MTA doktori cimre palyaznak.

Osszegezve Alpar Alan munkassagat, amellyel hozzijarult az Alzheimer-kér hétterének
megértéséhez és a szélesebb értelemben vett szakteriilet fejlédéséhez rendkiviil nagyra értékelem. A

tudomanyos eredmények alapjan az értekezést védésre alkalmasnak tartom, annak kitlizését
javaslom, és az MTA doktora cim adomanyozasat maximalisan timogatom.

Budapest, 2016 januar 20.
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Katona Istvan



