Opponensi vélemény dr. Hortobagyi Tibor ,,Neuropatoldgiai vizsgalatok neurokognitiv

zavarral jaro betegségekben” c. MTA doktori disszertaciojarol

A neurodegenerativ korképek a leggyakoribb kozponti idegrendszeri betegségek amelyek
kutatdsa hazankban nemzetkozi hiri. Ezen kutatasok azonban dominaldéan alapkutatasok
voltak amelyekre nem ¢épiilt rda megfeleld szinvonalt alkalmazott kutatas. Ennek egyik oka
biztosan az hogy hazankban a neuropatologusok szama igen alacsony ¢és ha ,kifejlodik™ is
egy-egy nemzetkozi tekintély, az hamar egy hataron tuli Intézetben talalja magat vezetd
pozicidban. Hortobagyi doktor ellenkezd palyat futott be, mert bar neuropatologussa
Londonban a King’s College-ban valt, onnan hazatérve a Debreceni Egyetem Patologiai

Intézetében lett egyetemi tanar és egyik hajtdé motora lett a NAP programnak.

A disszertacio célkitlizései igen szadmosak (13) azonban ezek az alabbi kutatasi teriiletekre

csoportosithatok:

1. az amiotrofids laterdlszklerozis (ALS) kiilonféle genetikai alcsoportjanak
Osszehasonlitdsa

2. Alzheimer-korban a sejtciklus szabalyozas zavarainak, a szinaptikus diszfunkcionak, a
klaszterin szerepének ¢és az ,unfolded protein response-UPR” neuropatoldgiai
elemzése

3. Lewy-testes demencidkban a szinaptikus diszfunkcid elemzése valamint egyéb
0sszehasonlitd neuropatologiai vizsgalatok Alzheimer €és Parkinson korral

4. Neurodegenerativ €és vaszkularis demencidkban a neurotranszmitter és gyulladdsos
mediatorok elemzése

5. Traumas agykarosodasokban az axonalis karosodasok neuropatologiai elemzése €s a

PARP rendszer szerepének tisztazasa a neuronpusztulasban.

A disszertacio 135 oldalon fejti ki a kutatasok alapjait és azok eredményét. Az értekezéshez a
szerz6 70 publikaciojat hasznalta fel, melyekbdl 8 elsd/megosztott elsé szerzés és 10
utolsd/megosztott utolsd szerzds. Ebbdl a szempontbdl nehéz dolga volt a birdlonak mert a
megosztott elsd/utolsd szerzdsséget a jelolt nem jelezte egyértelmiien sem a szovegben sem a
Tézisekben. A publikaciok kozott egy Science és két Nature Neuroscience sok tarsszerzds
cikk is szerepel. Osszefoglalva a felhasznalt publikaciok 80%-a tarszerzds munka amelyekben
a neuropatologia vizsgalatok elvégzése kothetd a jelolthoz (klasszikus patoldgia és
immunhisztokémia, elektronmikroszkopia), a hasznalt egyéb moddszerek esetében a jeldlt

megjegyzi hogy azokat PhD hallgatok, genetikusok és sejtbiologusok végezték. Mindezek
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fényében értékelendod a jelolt altal 6sszegyiijtott sajat kutatdsainak ) eredményei, amelyekbol
40-et jegyez. Hasonloképpen nagy kihivas volt az hogy az Eredmények fejezet nem kiiloniil el
hanem 0Osszevontan szerepel a Diszkussziéval. Ez 6nmagaban nem lenne baj, ha az uj
originalis megfigyelésekhez az eredeti kozlemények referencidja szerepelne.... Fentiek alapjan
a birdlo az els6/utols6 szerzds dolgozatokban foglalt kutatdsokra és azok eredeti

megfigyeléseire fokuszalt ahol a jelolt vezetd/meghatarozé szerepe egyértelmiinek tlnik.
ALS kutatasok

Az ALS 10%-a familiaris amelyek egy részéért a TAR-DNS-kot6 fehérje mutacidja felel6s.
Egy 2009-es Science kozleménybe kimutattdk hogy orokletes ALS-t a FUS (egy masik
transzkripcid €s splicing szabdlyozd) mutacidja is okozhat, aminek eredményeként az
idegrendszerben FUS+ citoplazmatikus inklaziok keletkeznek. A FUS mutacidja
frontotemporalis lobaris degeneraciot is okozhat, ahol az inklizioban a FUS mellett
transportin-1 is jelen van. Ezért kiilonféle genetikaju ALS-ekben (FUS-, C9orf72-mutans és
sporadikus) elemezték a FUS ¢és transportin egyiittes szekvesztralodasat és azt talaltak hogy
szemben a FTLD-vel, a transportin-1 nem szekvesztralodik a FUS inkltziokba aminek oka az

hogy a FUS mutacigja a C-terminalis szakaszon van amely a nukledris transzportért felel.

TARBP-ALS-ck esetében azt elemezte hogy az ubiquitinalt inkliziokban a TDP-43 jelen
van-e. Megallapitotta hogy a sporadikus és Guam-ALS-ekben az ubiquitin- és p62-pozitiv
inklaziokban a TBP43 is kimutathat6 volt. Ugyan akkor a familiaris ALS-ekben, fdleg a
SOD1 mutans forméban, ritkdn lehetett ezt megfigyelni. A TBP43+ inkluziok negativak

voltak P-tau fehérjére.

Miutan optineurin (OPTN) mutaciokat észleltek sporadikus és familiaris ALS-ben, ezért
kiilonféle neurodegenerativ proteinopatidkban szisztematikusan elemezte a TDP43 protein és
az OPTN kifejezddését. A TDP43-kapcsolt ALSek és FTLD-ék harmadaban lehetett OPTN-t
is kimutatni az inklazidokban, ugyan akkor nem jelentek meg ilyenek a FUS-mutans
degeneraciokban. OPTN inkluzidk jelentek meg az Alzheimeres esetek egy kis részében,

Huntington betegségben, de hianyoztak a spinocerebellaris ataxia-3-ban.
Alzheimer betegség

Az AD biomarkere a clusterin. A jelolt azt vizsgalta hogy a szenilis plaquokban az amiloid
(AB) mellett jelen van-e a clusterin. Megallapitotta hogy AB40+ plakkokban clusterin van

jelen, mig a AP42+-0okbol hianyzik. Ugyan akkor a kontroll nem-AD agyakban az Ap42+
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plakkokban jelen volt a clusterin, amibdl arra kovetkeztetett hogy a clusterin hianya a Ab42+

plakkokban a neurodegeneraci6 és az idegsejt pusztulas jeleként értékelendo.

Lewy testes demenciat (LTD) és Parkinson betegségeket a-synuclein+ plakkok jellemzik,
azonban ezekben AD-patoldgiai elemek is kimutathatok a kognitiv funkciok karosodasa
mellett/hatterében. A két betegcsoportban az a-synuclein mellett a P-tau és AP fehérjéket
tartalmaz6 inklizidkat vizsgalt a neocortexben a mentalis funkcidval dsszehasonlitva. Bar a
csokkend kongnitiv funkcid az a-synuclein pozitivitassal korrelalt, azonban a betegekben
megjelentek a senilis palquok és a P-tau is. Megallapitotta hogy az LTD-ben a kognitiv

funkciok kieséséhez az A és P-tau felhalmozddasa is jelentdsen hozza jarul.

A familiaris Alzheimer (FAD) betegségben presenilin-1 mutaciéo mutathato ki. A presenilin a
NOTCH jelpalyaban érintett, mint a B-catenin degradaciés mechanizmus eleme. Nem-
vezet. Orokletes AD egérmodellben és PS-1 mutans human AD mintdkon elemezte a ciklin-
D1 és PB-catenin kifejezodést. Megallapitotta hogy a PS-1 mutacido az idegsejtekben
(egérmodellban és human anyagon) a ciklinD1 fehérje felhalmozodésdhoz vezet. In vitro
koriilmények kozott ennek kovetkezménye a sejtciklusba vald belépés, de apoptotikus
sejthalal volt, amit si-RNS-ciklin-D1-el, sejtciklus blokkal (quercetin) meg lehetett
akadalyozni, azonban y-szekretaz gatloval nem. A PS1-mutans egerek hippocampusaban -

catenin akkumuléciot lehetett megfigyelni.

Felmeriil a biraloban hogy a BRDU porzitivitds S-fazisba valo belépést jelent (in vitro assay)
Az idegsejtek posztmitotikus dallapotbdl in vivo nem tudnak visszalépni a sejtciklusba, tehdt in
Vitro M-fazisba torténé tovahaladas is volt észlelheté? Valamint hogy S-fazisra vagy M-

fazisra utalo jelek in vivo is megfigyelhetok voltak?
Vaszkularis demencia

A kolin acetiltanszferaz (ChAT) aktivitasat elemezte vaszkularis demenciaban és AD-ben
posztmortalis mintakon. A kontroll csoporthoz képest a kombinalt vaszkularis és Alzheimeres
demenciaban csokkent ChAT aktivitast talalt két régioban is BA9 és 20/21, ugyan akkor az

infarktusos demencidban a BA9-ben még emelkedett értékeket is mért.

Ehhez kicsit hasonld anyagon elemezte a serotonin receptorok funkciojat (SHT1A,2A)

radioligand modszerrel.linfarktusos demenciaban ¢és stroke-ban a ligand-koté képesség



emelkedése volt tapasztalhaté mindkét receptor esetében a temporalis cortexben. Ugyan akkor
ez hianyzott szubcorticalis ischemids vaszkuladris demencidban vagy kevert AD+ vaszkuldris
demenciaban. Ezen megfigyelések alapjan a kiilonféle vaszkularis demenciak esetében eltérd

terapias stratégiak korvonalazodhatnak.
Agyi trauma

Korai kutatasai soran egérmodellt dolgozott ki a traumds agykarosodas mechanizmusanak
elemzésére melynek segitségével a dexametazon terapids hatdsat mutatta ki. A modell
felhasznalasaval a perilezionalis teriileteken taldlhato membrankarosodott sejtek kimutatasara
EwansBule-albumin fluoreszcens jeldlési modszert dolgozott ki amellyel ezen sejtek pontosan

lokalizalhatok és kvantitalhatok.

A korai traumatikus agykarosodas kimutatasanak igazsagiigyi jelentdsége van. Az axonok
karosodéasanak érzékeny jele lehet a B-APP megjelenése. IHC modszerrel ezt vizsgalta harom
betegcsoportban posztmortem ahol a haldl 30 percen beliil vagy 35-60 perc kozott kovetkezett
be a sériilés utan, illetve nem agytrauma miatt halalozas 45-109 perc kozott. A B-APP protein
megjelenését csak az agykarosodast kovetd 35-60 percben bekovetkezett halal esetében

lehetett kKimutatni.

Az altala kidolgozott traumas agykarosodasi egérmodellben az nNOS altal indukalt DNS
karosodas miatt aktivalodo PARP miikodését elemezte €s specifikus inhibitorok hatasat is
mérte. Megallapitotta hogy az aktivalodo nNOS miatt megemelkedik a PARP aktivitas amit
PAR fehérje mérésével végzett. Mind a NOS gatld eldkezelés mind a PARP gatlo eldkezelés

lecsokkentette a 1¢zi0s térfogatot.

Felmeriil a kérdés hogy ebben az esetben a PARP aktivalodas fiziologias sziikséges folyamat
amely a frissen keletkezett DNS-hibdk kikiiszobolését szolgalja, igy a PARP gatlis a

keletkezett mutdciok véglegesitését eredményezheti?

Masik kérdés hogy a BRCA-mutans daganatok esetében bevezetett PARP gatlo kezeléseknek
lehetséges olyan nem kivant mellékhatasa hogy a neuronokban vagy gliasejtekben mutdaciok
felhalmozodasat eredményezheti? NGS adatok alapjan az agydaganatok a legalacsonyabb
mutacios frekvenciaval jellemzett daganatok, igy egy ilyen hatas alapvetéen, nagysdagrendileg

valtoztathatja meg a mutacios frekvencidat....



A fentebb 0Osszefoglalt kollaboracids kutatasokbol a jeldlt személyéhez egyértelmiien

kothetdnek az alabbi origindlis megfigyeléseket tartom:

1.

Kimutatta hogy orokletes ALS-t a FUS (transzkripcio és splicing szabalyozo)
mutacidja is okozhat, aminek eredményeként az idegrendszerben FUS+
citoplazmatikus inkluziok keletkeznek.

A TDP43-kapcsolt ALSek és FTLD-ék harmadaban lehetett OPTN-t is kimutatni az
inkliziokban, ugyan akkor nem jelentek meg ilyenek a FUS-mutdns degeneraciokban.
OPTN inkluziok jelentek meg az Alzheimeres esetek egy kis részében, Huntington
betegségben, de hidnyoztak a spinocerebellaris ataxia-3-ban.

Megallapitotta hogy AD-ben az AB40+ plakkokban clusterin van jelen, mig a AB42+-
okbol hianyzik. Ugyan akkor a kontroll nem-AD agyakban az Ap42+ plakkokban
jelen volt a clusterin, amibdl arra kovetkeztetett hogy a clusterin hidnya az AB42+
plakkokban a neurodegeneraci6 és az idegsejt pusztulas jeleként értékelendd
Egérmodellt dolgozott ki a traumés agykéarosodds mechanizmusénak elemzésére
melynek segitségével a dexametazon terdpias hatdsat mutatta ki.

A B-APP protein megjelenését a traumas agykarosodast koveté 35-60 perchen
bekovetkezett halal esetében lehetett kimutatni, amit az igazsagiigyi orvosi
gyakorlatban lehet hasznositani.

A traumas agykarosodas mértékét az nNOS vagy az aktivalodo PARP gatlasaval

csokkenteni lehet kisérleti modellben.

Mindezek alapjan a birald elismeri hogy a jelolt disszertacidja mogott hossza évtizedek

kutatasai allnak amelyeket dontden kollaboracidban végzett azonban ezek egy részében

egyértelmiien meghatarozd szerepet jatszott, igy a keletkezett eredmények a neuropatologia

szempontjabol nemzetkozi jelentdségliek, ennek alapjan a disszertacié nyilvanos vitara

tlizését javaslom.

Budapest, 20217. aprilis 19.

dr. Timar Jozsef
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