Valasz Engelhardt Jézsef professzornak a
»Neuropatolodgiai vizsgalatok neurokognitiv zavarral jaré betegségekben”

cim{ MTA Doktori Ertekezésem biralatara

Megtisztelve kdszonoém, hogy elvallalta a Magyar Tudomanyos Akadémia Doktori Tandcsa
felkérését doktori értekezésem opponensi feladatainak ellatasara.

K6szonom alapos és konstruktiv kritikai megjegyzéseit, kérdéseit, az értekezést és az annak
alapjaul szolgalé munkakat illet6 elismerd szavait.

Valaszaimat a biralatban megfogalmazott (és a valaszaim el6tt délt betlvel szedve szerepld)
kérdések, megjegyzések sorrendjében adom meg.

Rendkiviil nagy munkdt probdl bemutatni a szerzé. A disszertdcio alapjdul szolgdlo munka értékes.
A post-mortdlis szévetet igyekszik olyan szempontok szerint vizsgdlni, melyekbdl kévetkeztetni
lehet az élében lezajlott toérténésekre. Abban az esetben, ha ez nem lehetséges, transgenikus
dllatmodellek, szévet kulturdk vizsgdlatdt vontdk be, melyekbdl probdltak kévetkeztetni a humadn
toérténésekre. A nagyszamu kooperdcio biztositia az interdisciplindris megkézelitést, az
eredményesebb kutato munkdt. A jeléltet a vildg élvonaldban lévé kutatdk alkalmas partnernek
gondoljdk és igénybe veszik a szakértelmét. Ez a koperdcio tette lehetévé azt a magas szinvonalu
munkdt, melyek a scientometriai indexek alapjdn is kiemelkedé minéségliek és mennyiségliek. A
nemzetkdézi folydiratokban tdrsszerzékkel megjelent 118 dolgozat 6sszesitett impact factora 480.
A dolgozat alapjdul szolgdld, dltala megadott nemzetkézi folydiratban megjelent 3 kézleményben
elsé szerzd6, egy magyar nyelvii Ideggydgydszati Szemle k6zleményben utolsé szerz6. Ez azonban
az inclusids testes miozitiszrél szol, igy nem is értem miért kerlilt a disszertdcioba.

A zarvanytestes miozitisz (IBM) a neurodegenerativ proteinopatiakra jellemzd koros
fehérjék kozil tobbet is tartalmaz, ezért kiilénleges és sajatos a kapcsolata a demenciaval jard
korképekkel. Tovabbi fontos adat, hogy az IBM tarsulhat frontotemporalis demencidval és
Paget korral ('Inclusion body myopathy with Paget disease of the bone and frontotemporal
dementia — IBMPFD’), tehat a fentebb emlitett dsszefliggés nemcsak a morfoldgiai, hanem a
klinikai fenotipus, s6t, esetenként a genotipus vonatkozasaban is fenndll. Tovabbi
kozleményeim is foglalkoznak a témaval, melyeket azonban nem szerepeltettem az értekezés
alapjaul szolgalod kdzlemények kozott, ezzel is keriilve a nagyobb sulyozast.

A disszertdcio alapjdul szolgdld kézlemények kézott van egy 20 szerzds, egy 26 szerzds, egy 33
szerz8s BrainNet Europe Consortium dlldsfoglalds, és egy tébb, mint 70 szerz6s kdzlemény.
Ezekben megdllapithatatlan a szerzd tartalmi hozzdjdruldsdnak a mértéke. Ezt maga is megemliti
és elfogadom a megjeqgyzését, hogy a meghivds hasonlé szervezetekbe 6nmagdban pozitiv
értékelés.

A BNE Consortium kozleményekben valamennyi szerz6 sok munkat végzett. E
vizsgalatok jellegzetessége, hogy nagyszamu eset sok metszetét korbekildik a szakmai
kivaldsag alapjan kivalasztottaknak, akik értékelik az elvaltozasokat. A vizsgalatok altalaban
tobb forduldsak’, azaz az els6 koros értékelés eredményei meghatdrozzak a masodik vizsgalati
fazis teenddit és igy tovabb, amig a konszenzuson alapuld szakmai irdnyelv ki nem alakul. Az
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esetek tobbségében soknézs mikroszkdpnal, illetve kivetitéssel tobb napos munkafazisok is
voltak (altaldban Minchenben). Az eredmények megbeszélésénél és értékelésénél a nem
megfelel6 szinvonall szakmai kompetencia kinyilvanul, ami a tovabbi vizsgalatokban azzal a
kovetkezménnyel jar, hogy az illet6 nem nyer meghivast. Esetemben ilyen nem fordult elé.

Ezen kiviil még megad a doktori értekezés témakiéréhez tartozé és ahhoz nem szorosan tartozo
kézleményeket: kényv fejezeteket, magyar nyelvli kézleményeket, nemzetkézi és nemzeti
folyoiratokban megjelent kézleményeket (pl. Slovenian Medical Journal, Neurology India)
vdltozatos témdkban 6sszesen 135-6t, melyeket elolvasni is sok, nemhogy megirni.

A név szerint kiemelt Slovenian Medical Journal és Neurology India folydiratokban
kozlés védelmére megjegyzem, hogy i) er6s szlovén szakmai kapcsolataim vannak és tobb
kivalo szlovén kutatéval (Boris Rogelj, Vera Zupunski, Jernej Ule, Tomaz Curk, Blaz Zupan)
dolgoztam illetve dolgozom egyiitt, ennek egyik bizonyitéka, hogy idén is beadtam egy
magyar-szlovén kdzos NKFIH palyazatot. Megemlitem azt is, hogy egy éven belll haromszor
utaztam hivatalos szakmai Uton Ljubljanaba, tobbek kozott a 2016-0s magyar-szlovén kdzos
tagja voltam (az idén beadott palyazat annak egyik eredményének is tekinthet6). Mint ekkor
elhangzott, Szlovénia Magyarorszag kiemelt stratégiai partnere és a torténelmi tavlatok és a
jelen helyzet alapjan Magyarorszag legjobb szomszédja; ii) a Neurology India a féldrajzi régio
vezetd folydirata a témadban (Elkovetkezhet a nem tavoli jov6ben az id6, amikor India az orvosi
és egyéb kutatas egyik globalisan vezets orszaga lesz publikalni nem kevésbé rangos, mint egy
mai nagyhatalom hasonlé folydirataban).

A szerzé rendkiviil szertedgazo témdkkal foglalkozott, melyek nagyobb részét a “Neuropatoldgiai
vizsgdlatok neurokognitiv zavarral jaro betegségekben” cimmel foglal 6ssze az értekezésben. Van
azonban ebben is olyan téma, melyben nincs cognitiv zavar, vagy nem az a betegség lényege (pl.
FUS-ALS, acut traumds agykdrosodds.).

A targyalt betegségek klinikailag jelentkezhetnek neurokognitiv zavarral, de ez valéban
nem minden betegség-altipusban illetve esetben jellemz8: azaz, tagabb értelemben felelnek
meg a cimben meghatarozott kritériumnak. Mivel fontos, érdekes és sokszor kevésbé ismert,
hogy a neurokognitiv zavar mikor és miért tarsulhat példaul ALS-hez, véleményem szerint az
inkluziv megkozelités és értelmezés elfogadhatd lehet.

Sajat, uj modszert nem fejlesztett ki. Viszont nagyszeriien tudott mds tudomdnydgakat bevonni és
integrdlni a kisérletes és a humdn neuropatholdgidval. A neuropatholdgia ezekkel az ujf
mddszerekkel egyiitt tud visszajutni arra a kiemelt helyre, melyet a XIX. szdzad végén és a XX.
szdzad elején elfoglalt a neuroldgiai diagnosztikaban és a kutatdsban. Az ilyen fajta
egylittmiikédések nagyszer(i példdi az integrativ tudomdny fejlédésének. Ennek a felismerése és
alkalmazdsa mdr a dolgozatok szamdnak és impakt faktoroknak, citdcioknak figyelembevétele
nélkiil is nagy értéke a jelélt tevékenységének.

Valéban, egyike vagyok azon neuropatolégusoknak, akik integrativ szemlélettel
dolgoznak a betegségek elleni kiizdelemben. Noha sajat, uj mddszert nem fejlesztettem ki,
tobb els6- és tarsszerz6s kozleményem szamol be metodikai ujitasokrél és valtoztatasokrol.
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Példaként emlitem az értekezésben nem szerepld hideg |ézids agyi karosodas modell egérben
torténd beallitasat és leirasat testvéremmel, Hortobagyi Szabolccsal (Hortobagyi T, Hortobagyi
Setal., 2001), vagy az akut axonalis karosodas lehetd legkorabbi kimutatdsat, mely metodikai
megfontolasok és erre alkalmas vizsgdlati protokoll kidolgozasa nélkil nem lett volna
kivitelezhet6 (Hortobagyi T et al., 2004).

A tartalmi béség Idthatéan a disszertdcio szerkezetét megzavarja. Az eredmények és a
megbeszélés dsszevont, mely teljesen szokatlan egy tudomdnyos dolgozatban. Ezt a kett6t szét
kell valasztani. Az eredmények fejezetben szigoruan csak az elért eredményeket szabad ismertetni.
Lehetbleg csak asajdt munka eredményeit. Az eredmények és a megbeszélés dsszevondsa
rendkiviil megneheziti annak a megitélését, hogy mi a szerzé sajdt munkdja és mi mdsoké, akiket
idéz. Még nehezebb elvdlasztani azt a szellemi tartalmat, ahogy & értékeli a sajdt vagy a
munkacsoport eredményeit, vagy mdsok hogyan értékelik a hasonld vagy ugyanolyan
eredményeket. Rdaddsul a megbeszélésbe bevonddnak a munkacsoporttdl is kiiléndllé kutatok,
akikre csak hivatkozik a szerzé, de az 6 eredményeik is bekeriilnek az un. sajdt eredmények kdzé.
Ez az dsszevonds olvasmdnyosabbd, review szeriivé teszi dolgozatot, de ebbe a fejezetbe
(Eredmények és megbeszélés) mddszerek is bekerliltek, nem egyszer a résztémdknak kiilén
bevezetése is van. Ezt kbvetben van még egy Megbeszélés és 6sszegzés cimli fejezet, ebben viszont
a disszertdciobdl kimaradt kézlemények révid tartalmdt is belefoglalja. Vagyis olyat, ami az
eredményekben nem is szerepel. Igy a disszertdcic szerkezete nem segiti azt a tisztdnldtdst, melyet
a birdldnak kézvetiteni kellene az értékelS bizottsdg szamdra. Dicséretes viszont az uj eredmények
pontos felsoroldsa. Ebbél 35-6t fogadok el uj megdllapitdsnak.

Valdban, a’tartalmi b&ség’ nem allitott konny( feladat elé. Célom volt egy attekinthet6
és terjedelmében is az MTA doktori értekezés szokdsainak megfelel6 ml megirasa. Mivel MTA
doktori értekezést jellemzben egyszer ir életében az ember, tapasztalatot sem szerezhet
ebben (ellentétben a tudomanyos kozleményekkel). Az eredmények és megbeszélés
Osszevonasa azért tortént, hogy a szertedgazd téma egyes munkafeladatainak eredményei és
azok értelmezése attekinthetSbb legyen (ne pedig sok oldallal késébb szerepeljen). A Doktori
Szabadlyzat ennek lehet6ségét nem zdarja ki. Magam is megfontoltam, hogy a tudomanyos
folydiratban szokdsos szerkezetet kdvessem. A digitalis szoveg szerkesztésével egyszerlen
elvégezhetGen az alternativ strukturat is megvizsgaltam, de azt kevésbé attekinthet6nek
talaltam, ezért a jelen szerkezetet valasztottam. Ezt tdmasztja ald (a kritikai megjegyzéseket
nem ignoralva) a birdlé véleménye, hogy ‘az 6sszevonas olvasmanyosabba, review szer(ivé
teszi dolgozatot’.

A modszerek részletes bemutatdsa a nagyszamu, igen valtozatos, gyakran a
tudomdnyos kérdésfelvetésnek megfelel6en mddositott metodika miatt szétfeszitette volna
az értekezés kereteit és aranytalansaga miatt a jelenleginél kevésbé attekinthetd irdsmdvet
eredményezett volna.

Az értekezésben szerepl6 eredmények — a téma és szakteriiletem jellegzetességei
miatt is — egylUttm(ikodések keretében valdsulhattak meg. Ezekhez patolégus és neuro-
patolégus szakképzettségem, szamottevd alapkutatdsi tapasztalatom alapjan jarultam hozza,
érdemi jellegli sajat munkaval, kompetitiv szakmai kornyezetben. A sajat munka
megitélésében az is figyelembe vehet6, hogy sok kdzleményben — beleértve az elsé illetve
utolsé szerz6s munkakat is — egyedili neuropatologusként vettem részt. A King’s College
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London-ban (szintén egyetlen) egyetemi alkalmazasban 3allé neuropatoldogusként a jelentds
sajat kozrem(kodés tudomanyos projektekhez elvards. Ez ott szigorian vett kdvetelmény a
munkacsoport vezeté ('PI’ — ’principal investigator’) statusz, a ’Senior Lecturer’ majd
’Associate Professor’ / 'Reader’ kinevezés, eredményes palyazati aktivitas, PhD és MSc
hallgatéi témavezetés vonatkozasaban.

‘A Doktori értekezés témakorében megjelent tovabbi kozlemények’ koziil azokat
ismertettem roviden, melyek ‘A Doktori értekezés alapjaul szolgald kozlemények’ kapcsan
kiemelten relevansak. Ezek a ‘A Doktori értekezés alapjaul szolgdld’-ként szerepeltetett
kdzlemények tagabb (sajat munkassaghoz tartozd) osszefliggéseit mutatjadk meg.

Orilok a Birdléd elismer6 szavainak az Uj megallapitdsok pontos felsorolasa
vonatkozasaban.

A disszertdcio stilusa is inkdbb anekddtdzo jellegli, mint szigoruan tudomdnyos. Egy tudomdnyos
munkdnak az adatokrdl és az abbdl levont kévetkeztetésrél kell szélni. Csak arrdl. Nem érdekes
annak a leirdsa, hogy egy mdsik munkacsoport hogyan és milyen révid idével hamarabb kézolt
ugyanolyan vagy hasonlé eredményeket, és hogy milyen “emlékezetes és 6romteli munka” valakit
hozzdsegiteni az elsé tudomdnyos kézleményeinek a megjelenéséhez. Ez inkdbb egy psycholdgiai
témadju disszertdcidba illik, ha tudomdnyosan vizsgdljdk.

Ugy gondoltam, hogy életem bizonydra leghosszabb irdsmivében, ami nem Uj
eredmények elsédleges kozzétételét (‘original publication’) jelenti, hanem két évtized
publikdlt eredményeit tekinti at, néhany személyes megjegyzés, tudomanytorténeti
vonatkozas megemlithetd. Ezzel ellentétben, egyéb tudomanyos publikaciéimban a szigoruan
tudomanyos nyelvezetre torekedtem (noha nem kizart, hogy a magyar nyelv(i 6sszefoglald
kozleményekben el6fordulhat a Birald altal anekdotazonak tarthatd mondat, rovid részlet).

A szerzé idénként megadja pontosan egy-egy résztémdban, hogy annak kidolgozdsaban mi volt a
szerepe. A disszertdcio egészét tekintve viszont a fenti okok miatt ez 6sszességében elmosddik. A
sajat munka, értelemszeriien f6ként a neuropatholdgiai jellegli megkézelités. Kevés kivételtél
eltekintve az eredmények leirdsa vdzlatos. Nagyon gyakran a résztéma bevezetése és a modszerek
- az eredmények fejezetben - messze meghaladjdk a néhdny mondatban ésszefoglalt tényleges
eredményt. (pl. a depresszio és a szinaptikus cink ion szabdlyozdsa Alzheimer kdrban is ilyen
résztéma. Vagy pl. a “Serotonin receptor kétédeés vdltozdsa vaszkuldris és kevert demencidban”
cimii résztémdban az eredmények kézott a modszerek vannak leirva, eredményként minddssze
annyi, hogy “a kél6nbéz6 vaszkuldris demencia tipusok k6zétti kiilénbségre hivjdk fel a figyelmet
neurokémiai szinten és a szerotonin receptor fontossdgdt igazoljdk a kognitiv funkciokban”. Igaz,
hozzd van téve, hogy a részletes eredmények a Brain folydiratban jelentek meg 2009-ben, de nincs
megadva a kézlemény szaima a kézlemények jegyzékében. Az MTA kivdanalma az, hogy olyan
doktori miivet kell beadni, mely 6nmagdban véve is alkalmas a kérelmezd eredeti tudomdnyos
teljesitményének értékelésére.Udité kivétel a FUS és a TDP-43 proteinopathidk, valamint az
optineurin szerepének bemutatdsa a neurodegenerativ korképekben.

A depresszid és a szinaptikus cink ion szabalyozasa Alzheimer kérban (Whitfield D et
al., 2015. Ez a 12. 'A Doktori értekezés alapjaul szolgald kozlemények’ kdzott), valamint a cink
transzporter ZnT3 szerepét (is) vizsgalé munka (Whitfield D et al., 2014. Ez a 15. 'A Doktori
értekezés alapjaul szolgald kdzlemények’ kozott) eredményeinek részletes ismertetése helyett
a hivatkozott sajat kézleményre utalok. Elfogadom a kritikat, hogy a részletes kifejtés ennél
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informativabb és jobb lett volna konkrét eredményeket, adatokat megadni az értekezésben.
Ezért erre most részletesebben kitérek.

Ebben a vizsgalatban agyi régiétol és vizsgalt fehérjétdl fliggben gyakran kiilonbozé és
eltér6 iranyd (azaz csokkenés illetve emelkedés) eltéréseket észleltlink (utalunk a kozlemény
1. abrdjara). Ez egyrészt alatdamasztja, hogy a neuroanatdmiai korrelaciéd és legaldbbis
Brodmann area meghatdrozas szintl pontossag kivanatos (ami a szakirodalomban nem
altalanos), masrészt jelzi, hogy ismereteink a kognitiv zavarok szinaptikus, neurokémiai
vonatkozasairél még messze nem kielégitéek a klinikai kép alapos megértéséhez. Tovabba,
meglehet8sen tavol dllnak a patomechanizmus pontos ismeretétdl, a terdpias vonatkozasok
pedig még kevésbé feltartak. A munka szignifikans kapcsolatot igazolt mind a preszinaptikus
fehérje ZnT3, a posztszinaptikus marker PSD-95 szintje és kognitiv zavar k6zott a prefrontdlis
kéreg BA9-es teriletén. Ez a ZnT3 vonatkozasaban kifejezettebb volt a Parkinson kérhoz
tarsulé demencidaban (PDD), mint Lewy testes demencia (DLB) és Alzheimer koér (AD) esetén (a
demencia csoportok kozott a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak). A PSD-95
vonatkozasaban a csdkkenés a kontroll csoporthoz képest nem érte el a statisztikailag
szignifikans szintet Alzheimer kor esetén, viszont a PDD és DLB csoportok kozott igen. A gyrus
cinguli rosztralis részletében (BA24) a ZnT3 vonatkozasaban nem igazolddott kiilonbség, mig
a PSD-95 vonatkozasaban Alzheimer kér esetén a kontroll csoporthoz képest magasabb szint
igazolddott, ami a demencia csoportokon bellli statisztikai elemzéssel a PDD csoportnal is
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult. Az alsé parietdlis lebenyben (BA40) a ZnT3
vonatkozasaban nem igazolddott statisztikai kiilonbség (hasonléan a BA24-hez), mig a PSD-95
vonatkozasaban a BA24-hez hasonldan csak Alzheimer kér esetén mutatkozott szignifikans
kiilonbség a kontroll csoporthoz képes. Ebben az agyi régidban is szignifikdnsan kilonbozott
egymastdl a PDD és Alzheimer kér csoport. A szinaptikus fehérjék szintjének valtozasa
azonban a BA24 és BA40 régiokat 6sszehasonlitva ellentétes iranyunak bizonyult, azaz a BA24-
ben a PSD-95 szintje emelkedett, mig a BA40-ben csokkent. Azt, hogy ennek mi allhat a
hatterében, immunhisztokémiai analizis segitett tisztazni. E vizsgalatokban az alfa-szinuklein,
hiperfoszforilalt tau és béta-amiloid immunhisztokémiailag, szemikvantitativ. maddon
meghatdrozott és statisztikailag elemzett szintjét viszonyitottuk a neurokémiai vizsgdlatokkal
nyert eredményekhez. A sajat munka e vizsgalatokban nem korlatozédott a neuropatolégiai
analizisre és annak értelmezésére, mivel mindkét kdzleményben az elsé szerz6 PhD hallgaté
kolléga tars-témavezetbje voltam, akinek szakmai munkdassagat a PhD vizsgdra bevalogatdastoél
és felvételt6l kezdve a munkaterv kidolgozasan és megvaldsitasan at az értekezés elkészitéséig
és a védésre felkészitésig bezarolag meghatarozé maédon irdnyitottam és segitettem (amit az
értekezés koszonetnyilvanitasdban is elismert a hallgatd).

A szerotonin receptor szerepét vaszkularis demenciaban és stroke-ban vizsgald, a Brain
folyodiratban megjelent kdzlemény a 39. 'A Doktori értekezés alapjaul szolgdld kézlemények’
kozott.

A szévettani képek nem egyszer tulsdgosan kicsik ahhoz, hogy jol dbrdzoljdk az eltéréseket, az uj
eredményeket. A 7. dbra (a hardntcsikolt izom neurogén atrophidja) pedig félésleges, mert nem
uj eredmény, hanem inkdbb ismert tananyag a medikusoknak. A dolgozatban sok gépelési hiba
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van, kiilénésen a vége felé. Pl. a Megbeszélés és az 6sszegzés utolsé 2/3-os oldaldn 5-6t szamoltam
6ssze. Mdshol vannak azonban olyan hibdk is, melyek a mondat megértését is nehezitik. Mivel a
disszertdciot mind tartalmi, mind formai szempontbdl sziikséges értékelni, a fenti formai
visszdssdgokat emlitenem kell. Jelent6s kiilénbség van a szerz6 dltalam kivdldnak itélt
munkdssdga és a megirt disszertdcio minésége kézétt.

Az értekezés eredeti (digitalis) valtozatdban jo felbontasu és éles képek a nyomtataskor
sokat veszitettek mindségikbdl. A képek kozil a 2. dbra kisméretli — ez eredetileg az
International Society of Neuropathology / Blackwell koz6s kiaddsaban megjelent és az érte-
kezésben is hivatkozott ‘Neurodegeneration: The molecular pathology of dementia and
movement disorders’ kézikonyv ALS fejezetében (Strong, Hortobdgyi, Okamoto, Kato, 2011)
szerepel, azaz sajat dbra. A 7. dbra Ujdonsagtartalma tisztazasra szorul. Originalitast az ad a
képnek, hogy ALS-FUS esetében tudomasom szerint ez az els6 képi megjelenitése a neurogén
izomatrofia szovettandnak. Azért szerepeltettem az értekezésben, mert ha egy dijazott kézi-
konyvben elfogadasra kerlilt, az értekezésben is bizonyara helye lehet.

A BEVEZETES olvasmdnyos. Jé 6sszefoglaléja a neurodegenerativ betegségek dltaldnos
jellemzbinek és osztdlyozdsdnak. A neuropatholdgiai osztdlyozds alapjdnak az elvdltozdsok
neuroanatomiai eloszldsdat, a szelektivnek gondolt kdrosoddst tekinti. Mivel azonban a szelektiv
kdrosodds bizonyos betegségekben csak a korfolyamat kezdetére jellemzd, inkabb a
betegségekben eldfordulé kdros fehérjék jelenlétét preferdlia a felosztds szempontjaként. Ez
alapjan 7 csoportot képez. Egyuttal feltételezi azt is, hogy a koros szerkezetii fehérjék a
neurodegenerativ betegségek legvaldsziniibb okai. A fehériék meghatdrozdsdval, az dltaluk is
képzett intracelluldris zarvdanyok kimutatdsdval a neuropatholdgia segit a klinikailag bizonytalan
esetek diagnozisdban, de mddszereivel a sejt pusztulds pathomechanizmusdrdl is kapunk
adatokat. Ezutdn a demencia térténetileg vdltozo kritériumait, gazdasdgi kihatdsait, f6bb klinikai
tipusait és okait tekinti at féként neuropatholdgiai szempontbdl, de a diagnozishoz sziikséges
genetikai, klinikai és képalkotd diagnosztikai, neurokémiai és neurophysioldgiai aspektusait is
Osszefoglalja. Ezzel a kivaloan megirt bevezetéssel demonstrdlja, hogy mind a térténetében, mind
neuropatholdgiai vizsgdlat standardizdlt algoritmusdra, majd a kutatdshoz haszndlt MODSZEREK
leltarszerii felsoroldsdt adja meg. A modszerek korszerliek, tullépnek a rutin neuropatholdgidn.
Immunohisztokémiai, Western blot, genetikai, sejtbioldgiai, f6leg transgenikus dllatkisérletes
vizsgdlatok, statisztikai értékelés segitik a neurodegenerativ betegségek diagnozisdt,

Orédmmel veszem az elismerd szavakat a Bevezetést illetGen.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES fécimmel kezdédik az uj eredmények részletesebb leirdsa. Ez a
multidisciplindris megkdézelités térténik a FUS gén mutdcidi és a familidlis ALS dsszefliggésének
6 kandiddns génre szlikitett csoportban taldltdk. Ez a mutdcié a familidlis esetek 3%-dban
igazolddott. Nemzetkézi egylittmiik6désben 20 FUS mutdns egyedet azonositottak, melyekbdl 3-
nak tértént meg a részletes neuropatholdgiai vizsgdlata. Nincs kétségem, hogy ez utobbi a jelélt
munkdja. Viszont meg kell kérdeznem ki irdnyitotta a nemzetkézi egylittmiikédést, ki dllitotta
Ossze a klinikai adatokat (korai kezdet, demencia hidnya), ki végezte a genetikai vizsgdlatokat. A
patholdgiai vizsgdlatok meggy6z6ek, melyek néhdny részletét szévettani képeken be is mutatja a
szerz8. Az 5. dbrdn lévé makroszkdpos képeken azonban a gybkdket “mozgato és szenzoros
idegeknek” nevezi, ami anatomiai értelemben nem helytdlld. Mi magyardzza a gerincveldi hatso
fehérdllomdnyi pdlyarendszerekben a mérsékelt demyelinizdciot? Volt-e él6ben kimutatott
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szenzoros deficit (mélyérzés zavar)? A szerzé dltal klasszikus ALS-nek nevezett esetekre jellegzetes,
immunohisztokémidval Ubikvitin és p62 pozitiv “szdlcsdas” (skein like) inclusiokat megtaldlta a
mellsészarvi motoneuronokban. FUS antitesttel globosus és elnyult zdrvdnyokat tudott kimutatni
a gerincvelSi mellsé szarvi motoneuronokban, de diffuz cytoplasmikus jelélédést is bemutat a 4.
dbran. Hasonld jelenségeket SOD-1 mutdns vagy sporadikus ALS-ben ill. nem neuroldgiai kontrolll
esetekben nem taldlt. Mennyi volt a kontroll esetek szama? Van-e dtfedés a szdlcsds és a FUS
immunopozitiv zdrvdnyok kézétt? A szerzd szerint van-e jelentG6sége a motoneuron pusztulds
pathomechanizmusdban a kiilénféle, nem FUS immunopozitiv zdrvdnyoknak? Patkdnybdl
szdrmazod neurondlis sejttenyészetekben a normdl FUS génnel transzfektdlt sejtekben a FUS
immunohisztokémia nucledris, a mutdns génnel térténd transzfekcio cytoplazmds lokalizaciot
adott. Ennek az igazoldsdt fluorescens vizsgdlattal értem. Immunoblot vizsgdlattal hogyan tértént
a nucledris és a cytoplazmatikus lokalizdcio? A sejttenyészetek motoneuronok voltak-e? Az
eredmények alapjén a munkacsoport elinditotta a FUS proteinopathidk vizsgdlatdt a
neurodegenerativ betegségekben. Késébb genetikai és nem részletezett sejtbioldgiai
mddszerekkel megdllapitottdk, hogy ha a mutdcié a fehérje nucledris lokalizdciés szigndl

e se s

nucledris transzport zavara okozza. A mutdns SOD cytoplasmatikus lokalizdcidja az elsé kdros
jelenség, melyet kévet a celluldris, oxidativ stressz kivdltotta aggregdcio majd sequestrdcio.

Az ALS-FUS-t leiré Science kozlemény vizsgalatainak iranyitéja akkori fénokom,
Christopher Shaw neurolégus és neurogenetikus professzor volt. A klinikai adatokat 6
gylijtotte Ossze, analizalta (neurolégus kollégakkal egytttmdikodve). A genetikai vizsgalatokat
jelent6s részben Caroline Vance végezte, de ebben is C. Shaw volt az irdnymutaté. A
neuropatologiai vizsgalatokat én terveztem, koordinaltam és végeztem. Ez az immunbhiszto-
kémiai vizsgalatok sajat kezl elvégzését, kiértékelését, képi dokumentaciét stb. egyarant
magaba foglalta.

Egyetértek, hogy az 5. dbran ideggyok és nem ideg lathatd (a hivatkozott konyvfejezet-
ben is, helyesen, 'nerve root’ szerepel).

A gerincvel6i hatsé szenzoros kotegekben észlelt mérsékelt foku mielinizacids zavar
klinikai jelent&sége kérdéses, ugyanis ennek megfelelé tlineteket — melyekre a Biralé is
rakérdez — a klinikai adatok nem igazoltak. A hatsé koteg érintettséget ALS-ben Engel és
munkatarsai irtdk le els6ként familialis esetekben (Brain, 1959, 82: 203-220), a Clarke mag és
a hatsoé spinocerebellaris kdteg degenerativ elvdltozasaival tarsultan, tipusos ALS patoldgiai
jellemzék mellett, azokat kiegészitve. Sokaig ugy vélték, hogy ez familidlis ALS-re
pathognomikus és a genetikai ALS tipusokat megel6z6en ismert két familidlis ALS tipus
egyikének tartottak (a masik tipus akkoriban neuropatoldgiailag megkiilonboztethetetlen volt
a sporadikus ALS-t6l). Ma mar ismeretes, hogy a szenzoros neuroanatomiai rendszer
érintettsége el6fordul ALS-ben (Nolano M et al., Neuropathol Appl Neurobiol, 2016, 2: 117-
130). Ismeretes, hogy mind a gerincvel6ben, mind a motoros kéregben atfedések és kapcso-
latok vannak a szenzoros és motoros idegsejtek és neuroanatémiai régiok kozott.

A kontroll esetek szama kilenc volt.

A szalcsas és FUS-pozitiv zarvanyok atfedést mutattak, pozitivak voltak anti-p62 és anti-
ubikvitin antitestekkel és negativak anti-TDP-43 antitesttel. A FUS-negativ zarvanyoknak
bizonyara jelent6sége van a neuronpusztulasban, hiszen ezek is ubikvitinilalt fehérjék. Ezeket,
mint koros és citotoxikus fehérjéket, feltételezhet6en az ubikvitin-proteaszoma rendszer
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probalja meg lebontani (bizonyara csak részleges sikerrel, legalabbis erre utal felhalmozoé-
dasuk). Ma mar ismert, hogy ALS-ben a tipusos és proteinopathia-definidlé fehérjék (Ugymint
TDP-43, FUS) mellett sok mas protein is felhalmozédik, melyek kdz6tt szamos olyan fehérje is
van, melyek az RNS processzalasban jatszanak szerepet (hasonldéan, mint a TDP-43 és FUS).
Michael Strong kanadai (London/Ontario) munkacsoportja igazolta ezek meglétét és fontos-
sagat a motoneuron pusztuldsban (Keller BA et al., Acta Neuropathol, 2012, 124: 733-747).

A nuklearis illetve citoplazmatikus lokalizacio igazolasa nemcsak immunfluoreszcens,
hanem Western blot vizsgalatokkal is megerdsitést nyert. Ez utdbbi esetében a sejt (illetve
agyszovet) homogenizatumbdl izolalt fehérjéket az oldékonysag alapjan frakciondltuk. Négy
frakciot hoztunk Iétre: alacsony sétartalmu ('low salt’), magas sétartalmu ("high salt’), szarkozil
és urea tartalmu oldatban kezeltlik a blottolas el6tt a fehérjéket. Illyen vizsgalatokat is nagy
szamban végeztem ’sajat kezlileg’, ALS-es mintakon is, beleértve az ALS-FUS-t is.

A sejttenyészetek nem motoneuronok voltak, hanem N2A neuroblastoma, CV-1
fibroblast, valamint Wistar patkdny embridk (E17) primer kortikdlis neuron tenyészete
(melyeket a tenyészetek egy részében mutans FUS-szal transzfektdltunk és ezeket hasonli-
tottuk dssze a nem transzfektalt tenyészetekkel). Ma mar iPS eredet(i motoneuron tenyésze-
teken is torténnek vizsgalatok, a londoni munkacsoportban is, de ez el6z6 évtizedben még
nem volt szamunkra elérheté metodika.

A koros folyamatok az RNS processzdldst zavarjgk meg. A 8-as dbrdn kis nagyitdsban ugyan, de
Idthatdk glia sejtekben is a FUS zdarvdnyok. Milyen glia sejtekrél van sz6? Gondolom astrocytdkrol.
Ha azokban ugyanugy m(kédik a fenti mechanizmus, miért nincs sejt pusztulds, st aktivalodds
kévetkezik be. Nincs emlités arrdl, hogy van-e FUS zdrvdny a felsé (corticdlis) motoneuronokban.
Ha nincs, akkor hogyan magyardzhato a fenti hypotézissel a pusztuldsuk? A citdcidkat szamolva
ez a legjelentGsebb része a vizsgdlatoknak. Csak éppen a disszertdcio cimébe nem illik bele, mert
ebben a betegségben a szerzd szerint sincs cognitiv zavar.

ALS-FUS, és mas ALS tipusok esetében is, a glidlis patoldgia kiemelt fontossagu,
alatdmasztva, hogy a motoneuron pusztulds nem sejt-autoném (azaz nem a motoneuronok
'belligye’). Mind asztrocita, mind oligodendroglialis patoléga és FUS-pozitivitas igazolodott. Az
oligodendroglia érintettsége részben magyarazhatja a mielinkarosodast is — noha az jelentés
részben a neuronopdtia miatti axonpusztulas kovetkezménye. Az, hogy reaktiv astrocitdzis
kapcsan asztrocita szaporulat és aktivacié van, nem zarja ki annak lehet6ségét, hogy a FUS
patoldgia altal érintett glidlis sejtek (igy az asztrocitak is) elpusztulnak. A glidlis patolégia masik
fontos aspektusa, hogy felveti annak lehetGségét, hogy az gliasejtek érintettsége a prion-szer(
terjedés részeként torténik. A prion-szerd terjedés a neurodegenerativ betegségek esetén a
neuroanatdémiai régidk kozotti proteinopatia-propagacid (terjedés) egyre inkabb elfogadott
mechanizmusa (példdul: Grad et al., Neurobiol Dis, 2015, 77: 257-265). A FUS patolégia a
primer motoros kéreg neuronjaiban is mutatkozik. Ma mar a kordbbiakndl jobb
immunhisztokémiai jelet eredményez6 antitestek érhetéek el a kereskedelmi forgalomban,
melyekkel a motoros és extramotor teriletek érintettsége jol kimutathato.

Noha az ALS-FUS esetén valdban nem jellemz6 a kognitiv deficit, az ALS esetén ez
gyakori tovabba az ALS-FUS rokon koérképe, az FTLD-FUS esetén ez a prominens klinikai kép.
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Az FTLD-FUS esetekben a Transportin-1 (nucleo-cytoplasmatikus transport fehérje) colokalizal a
FUS-szal a zarvdanyokban, az ALS-FUS esetekben viszont nem. Ebbél arra kévetkeztetnek, hogy mads
a két dllapot pathomechanizmusa. Kérdésem az, hogy a kettd egyiitt, egy betegben nem fordul
el6? Ha igen, akkor is feltételezik az eltér6 pathomechanismust? A normdl human FUS gént
overexpresszald transzgenikus egerekben is kialakulnak a motoneuron betegség jelei és a FUS
pozitiv cytoplazmatikus zdrvdnyok. Miért nem hoztak létre és vizsgdltak a mutdns human FUS-szal
létrehozott transgenikus egereket? Rdaddsul az FTLD-FUS sporadikus is lehet, s nem a gén
mutdcidja okozza. Nekem igy nem vildgos, hogy a mutdns FUS fehérjének, az ebbdl kialakuld
zdrvdnyoknak, vagy a normdl fehérjébdl Iétrejétt zdrvdanyoknak mi lehet a szerepe a
pathomechanizmusban. Hogyan értelmezi a jel6lt mindezeket? Az astro és microglia cytoplasma
is fokozott mennyiségben tartalmazza a FUS fehérjét, Ezeket a sejteket mi védi meg a
kdrosoddstol? Nem lehetséges az, hogy magdnak a zdrvdnynak nincs is szerepe, vagy az
ellenkezéje, hogy akdrmilyen fehérjébdl dllo zdrvdany betegséget okoz? A mutdns FUS fehérje okoz-
e mukédészavart a szervezet nem idegrendszeri sejtjeiben? Ha nem, mi magyardzza a kdrosodds
specificitdsat?

A Transportin-1 és FUS kolokalizacidja a FUS gén mutacié okozta ALS-es esetekre
jellemzd. A nevezéktanban ezt az ALS-FUS-t Ggy kiilonboztetjiik meg a sporadikus ALS-FUS-tdl,
hogy a FUS délt bet(ivel irandd: ALS-FUS, jelezve a genetikai okot — miként ez a kdzleményiink
cimében is szerepel. Az ALS-FUS pedig jellegzetesen nem tdrsul FTLD-FUS-szal, mint azt a
betegséget definialo és els6ként leird kozleménylinkben is megfogalmaztuk (Science, 2009) és
amit az azéta nagyobb esetszamon elvégzett vizsgalatok is megerGsitettek (noha kivételekrél
irodalmi adat megjelenik, de ez, ahogy szoktdk mondani, inkdbb erGsiti a szabalyt). Azaz, a
Biralé kérdésére roviden valaszolva, a kett6 egy betegben nem szokott eléfordulni.

A mutans human FUS-t expresszald transzgenikus egerek vonatkozasaban Sharma és
munkatarsai szolgdltattak értékes irodalmi adatokat (Nat Comm, 2016, 7: 10465). Igazoltak,
hogy a mutans FUS fehérje 'toxic gain-of-function’ mechanizmussal okoz progressziv, mutacio-
dependens motoneuron degeneraciét, amit megel6z a neuromuszkularis junkcid strukturalis
és funkcionalis rendellenessége. llyen egérmodell, az erdéfeszitések ellenére, nem allt
rendelkezésre munkacsoportunkban. Megjegyezziik, hogy kordbban human mutans FUS-t
overexpresszalé patkanyokban igazoltak progressziv paralizist, amit a motoneuronok és
axonjainak degeneracioja okozott és a hippokampalis és kortikalis neuronok jelent&s mérték
pusztulasa is kisért (Huang C et al., Plos Genet. 2011, 7:e1002011). A FUS-t overexpresszalé
egéren végzett vizsgalataink azt is igazoltdk, hogy a normalis (vad tipusd) FUS, ha nagy
mennyiségben van jelen, ALS-FUS-ra jellegzetes neuropatoldgiai elvaltozasokat okoz, azaz
hasonlé eltéréseket, mint amit a FUS mutacié okoz emberben. Ez alapjan feltételezhetd, hogy
a FUS mutdcid is a kdros fehérje felhalmozddasa miatt okoz neurodegenerdciot ‘toxic gain-of-
function” mechanizmussal és nem FUS-fehérje funkcidvesztés (’loss-of-function’) médon. Ezt
igazoltak kés6bb a masok altal végzett kisérletek és a fentebb hivatkozott 2016-os Nature
Communications kdzlemény is ezt erdsitette meg. Egér modelliink tovabbi elénye, hogy a
human ALS-FUS patoldgiai jellemzG6it mutatja (ami tébb mas egér modellr6l nem mondhaté
el), igy a patomechanizmus és a terapids lehetdségek vizsgdlatara is alkalmas. A magas FUS
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szint mutacié nélkial tobbféle mechanizmussal okozhat neurodegeneraciot, példaul az
ubikvitin-proteaszoma rendszer (UPS) tulterhelése révén.

A glidlis sejtekben felhalmozddd FUS e sejttipusok esetében sem dartatlan, mint ezt
fentebb egy kordbbi kérdés kapcsan jeleztem. Az, hogy a zarvanyképz8&dés és toxicitas milyen
viszonyban van, sokat vitatott kérdés. Feltételezhet6en a zarvanyképz&dést megel6z6 fazis,
amikor szolubilis(abb) a kéros fehérje, a toxicitas szempontjabdl fontosabb. A zarvany-
képzddés kialakulasdban fontos tényez6, hogy a kéros fehérjék sokkal inkabb hajlamosak
aggregaciora, mint a normalis fehérjék, illetve hogy (mint fentebb emlitettem) a normalis
fehérje nagy mennyiségben felhalmozédva fokozza annak (azaz ’sajat maga’) aggregacid
hajlamat. Mindezt tobb mas neurodegeneracidban relevans fehérje esetében is vizsgaltak —
azaz nemcsak az ALS-ben els6dlegesen fontos és kérjelz fehérjék esetén, hanem pl. tau és az
extracellularis béta-amiloid esetében is.

Az, hogy miért szelektiv az idegrendszer sejtjeinek vulnerabilitdsa és kovet-
kezményesen milyen neuroldgiai betegségek alakulnak ki, jelent6s kérdés, ami tovabbi
vizsgalatokat igényel. A FUS vonatkozasaban a nukleo-citoplazmatikus transzport, axonalis
transzport, neuromuszkuldris junkcid sajatsagai — tobbek kozott — olyan kutatasi teriletek,
amelyeknek mélyrehatébb vizsgalata kozelebb vihet a valaszhoz. A kérdés, hogy az ALS miért
meglehetGsen szelektiven (de nem sejt-autondm mddon) a motoneuronok betegsége, messze
nem lezart illetve kielégitéen megvalaszolhaté. A FUS egyébként nem ’artatlan’ egyéb
betegségekben sem: a gén neve is onnan ered, hogy 'fused in sarcoma’ illetve “translocated in
sarcoma’ (FUS/TLS), mivel ez a genetikai eltérés alacsony gradusu fibromixoid szarkémaban
illetve myxoid liposzarkémaban fordulhat eld.

A TDP-43 proteinopathidk is mind az ALS-ben, mind a FTD-ban eléfordulnak. Ennek a fehérjének a
miszlokalizdcicjat is kimutattdk. Mind a mutans, mind a vad typusu protein a cytoplasmdban
halmozddik. Ebbél arra kévetkeztettek, hogy a fehérje transportjgért felelés proteint kell
megtaldlniuk. Humdn neuroblastoma sejtekben siRNS konstruktumokkal vizsgdltdk a transzport
fehérjék blokkoldsdt. A Karyopherin-Bétal szelektiv kétédését tudtdk kimutatni a TDP-43-hoz.
Ebbdl feltételezik, hogy ennek a fehérjének szerepe lehet a TDP-43 cytoplasma-nucleus irdnyu
transportjaban.

Osszegezve a proteinopathidkkal kapcsolatos vizsgdlatokat, szdmos részadatra rdvildgitottak, de
a rendelkezéstikre dlld igen korszer(i modszerekkel sem sikerliilt megérteni ezeknek a fehérjéknek
a szerepét a neurodegenerdcio pathomechanizmusdban.

Az Alzheimer koros esetek 20-30 %-ban is van TDP-43 patholdgia, elsésorban a hippocampusban.
Feltételezték, hogy ezekben az esetekben a tau protein hasitdsi zavara (mis-splicing) jarulékos
pathogenetikai tényezd, de ezt igazolni nem tudtdk. Igy a hypothesisiik nem igazolédott, de
kézlemény azért lett beldle. Itt tulajdonképpen a sajdat hypothesis nem igazolhatd voltdt kézélték,
igazoltak annak helytelenségét. Ez inkabb akkor fogadhato el tudomdnyos teljesitménynek, ha
mds hypothesisét cdfoljdk.

A TDP-43 fontos regulatora az mRNS hasitasnak (’splicing’) és a tau pre-mRNS a TDP-43
kozvetlen ‘target’-je, mint azt kdzleményilinkben igazoltuk (Tollervey et al., Nat Neurosci,
2011). A TDP-43 része annak az RNS-et regulalé komplexnek, melynek a FUS is tagja. A FUS

«sez

ragcsaldkban (Orozco D et al., EMBO Rep, 2012, 13: 759-764). Mindezek alapjan fontosnak
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tartottuk megvizsgalni, hogy az Alzheimer korban kialakuld tau mis-splicing kapcsolatba
hozhaté-e a TDP-43-mal (ugyanis az aggregalt kéros TDP-43 Alzheimer kdérban gyakori
jarulékos patoldgiai eltérés). Ez egy nyitott kérdés volt, melyre a nemleges valaszt vizsgalataink
adtak meg. Megjegyzem, hogy a kozleményhez egy 18-oldalas 'Supplementary On-line
Material’ is tartozik, fontos tovabbi adatokkal, A TDP-43 expresszi6 részletes neuropatoldgiai
vizsgalati eredményei Michael Niblock PhD hallgatom értekezésének része (deklaralva benne,
hogy a neuropatoldgiai analizis az én munkam).

Miutdn egy familidris ALS-ben szenvedd japdn csalddndl leirtdk 2010-ben az optineurin
kideriteni az optineurin szerepét mds kézponti idegrendszeri betegségekben is, beleértve az
Alzheimer, Huntington betegségeket, PSP-t, spinocerebelldris degenerdcidkat. Ennek a munkdnak
a bemutatdsa 7 oldalt tesz ki az értekezésben. A szerzék sporadikus ALS-ben, SOD-1 mutdciokban
taldltak a motoneuronokban intracytoplasmatikus inclusiékat vagy diffuz immunopozitivitdst. A
kontrolllokban hasonlo jelenségek nem voltak. Ismételten az eredmények fejezetben a szerzé
kompletten leirva belekeveri a mddszereket, melyek az eredmények megbizhatdsdgat igyekszik
igazolni. A k6z6lt szévettani képek is jorészt informativak. Végiil az optineurin immunopozitiv agyi
és gerincvelGi jelenléte nem mutatott korreldciot a klinikai fenotipus, a betegség tartam, a
demogrdfiai jellemzék vonatkozdsdban. A Western blot vizsgdlatok csékkent szintet mutattak
(kevesebb a neuron). Végiil nem igazolddott a japdn szerzbk feltételezése, miszerint az Optineurin,
0z azt tartalmazo zdrvdnyok kézponti szerepet jdatszanak az ALS pathogenesisében. Egyéb
neurodegenerativ betegségek vonatkozdsdban sem igazolddott ez. Mds munkacsoportok késébbi
vizsgdlatai ugyanerre a kévetkeztetésre jutottak. A Western blot vizsgdlatokban az Optineurin
expresszios eredményeket normalizdltuk a neuronpusztulds illetve az dltaldnos sejtszam
vonatkozdsdaban (béta-3 tubulin illetve histon-3 blottoldsdval), Pearson féle statisztikai korreldcio
analizist is végezve.

Ezt kévetben a szerzd visszatér a TDP-43 proteinopathidk RNS kétéhelyeinek és az RNS hasitds
(splicing) szabdlyozdsaban jdtszott szerepének a vizsgdlatdra. Az 55. oldal utolsé el6tti sordban “a
TDP-43 elleneshez valo kétédési hely”-et ir, ami nyilvdnvaléan RNS. Ehhez egy akkor forradalminak
nevezett Uj mdodszert haszndltak a genetikusok (individual-nucleotide resolution clip). A szerzé
érdeme, hogy ezt post mortem human agyszéveten tudtdk elvégezni, hiszen 6 vdlasztotta ki a
megfelelé agyrészleteket. Az dltala kivdlasztott mintdkban nagyszamu, dltala “TDP-43-ellenes”-
nek nevezett kotéhelyet sikeriilt azonositani (TDP-43 RNS!?). Ennek a jelent6ségére nem kapunk
magyardzatot. Mi a normdl agyszévetben taldlt kétéhelyek jelentésége, mi az 6sszefliggés a koros
TDP-43 betegség okozdsdval? Neuroblastoma sejtvonalon igazolt nagyszamu splicing eltérés is
csak lehetséges magyardzatait adja olyan fehérjék alternativ mRNS splicing-janak, melyeknek
jelentésége lehet az apoptosisban, a sejtek tulélésében, trophicus factorokra térténé
reagdldsdaban. Ismert, hogy a TDP-43 hidnya embryondlis lethalitdst okoz, tébblete toxicus a
sejtekben (Tsao W. et al, Brain Res. 1462, 26-39. 2012, Wachter N et al. Amyotroph. Lateral Scler.
Front. Degener. 16, 431-441. 2015, Igaz L. et al. J. Clin. Invest. 121, 726-738. 2011. ). Mivel a TDP-
43 az Osszes DNS-ré6l RNS-re dtirt gén 1/3-dhoz kétédik, nagyon sok lehetdsége van a sejtek
kdrosoddsdnak. Mennyire érzi a jel6lt ezt a kutatdsi vonalat igéretesnek a neurodegenerativ
betegségek, az ALS, a demencidk vonatkozdsdaban?

Igen, TDP-43 RNS kot6helyekr6l van szé. Szovegirdsi hiba tortént, ami elkerilte a
figyelmemet (a nyelvi ellen6rz6 program sem jel6lte ki hibanak az ‘ellenes’-t, mivel mas
kontextusban ez egy értelmes magyar sz9).

A TDP-43 RNS kot6helyeinek megismerése a TDP-43 proteinopatidk megértését segiti,
ugyanis feltételezhetd, hogy kordllapotokban a normalis kot6dés hianya a betegség
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kialakulasanak egyik mechanizmusa. Mivel a TDP-43-rél minimalis ismerete volt a
tudomanyossagnak miel6tt igazoltak szerepét frontotemporalis demencidban és ALS-ben
(Neumann M et al., Science, 2006, 314: 130-133; Arai T et al., Biochem Biophys Res Commun,
2006, 351: 602-611), a fehérje fizioldgias szerepének tisztdzdsa fontos volt. Ennek egyik
példaja az RNS-hez kot6dés szisztematikus vizsgalata, ami ennek a kozleménynek célja.

Valéban, nagyon sok génrdl atirt RNS-hez kotdik a TDP-43. Bioinformatikai analizis
valamint a jelatviteli és egyéb intracellularis Utvonalak (‘pathways’) mas médokon torténd
elemzése segithet egy kutatdsi projekt tervezésekor. Megfelel6 mddszerekkel hasznositva a
kozlemény generalta adatokat, hasznos és igéretesnek tarthatd ez a kutatasi irdny. Neuro-
onkoldgiai vizsgalatainkban is eredményesen alkalmazunk ilyen megkdzelitést.

A mddszereket sikeresen haszndlta fel a munkacsoport az id6séd6 agyban és a demecidkban
eltéré6 RNS hasitds kimutatdsdra. Az éregedésben taldlt gén expresszio vdltozdsok elsGsorban
metabolikus folyamatokat érintenek, a betegség specifikus eltérések viszont a neurondlis és
oligodendroglia miikédések valtozdsat okozzdk.

A TDP-43 szerepét demonstrdlja az az dltaluk vizsgdlt transzgenikus egérmodel, melyben a vad
tipusu és a mutdns TDP-43 ko-expresszioja a humdn ALS-hez hasonlo betegséget okoz. Mi lehet
ennek a magyardzata? Hasonlé jelenség figyelheté meg az SOD-1 mutdcids transzgenikus
egerekben is.

A neurodegenerativ proteinopatiak prion-szerli pathomechanizmusa és terjedése
mellett egyre tobb érv szdél. A TDP-43 mutdns és vad tipusat koexpresszald egértdrzsben
észleltek és a SOD-1 hasonld egértorzsében latottak is értelmezhet6ek e mechanizmus
alapjan. Ovatossagra int viszont, hogy a FUS vonatkozasdban ez nem &ll fenn, mivel az endogén
(vad tipusu) FUS nem jarul aktivan hozzd a mutdns FUS indukalta ALS fenotipus kialakuldasahoz
(Sharma et al., Nat Comm, 2016, 7: 10465).

A munkacsoport leirta, hogy a TDP-43 a proteinopathidkban zdrvdny alkotd fehérje, mely
ubikvitinnel, p62-vel colocalizdlt, s egy Guam szigeti esetben hyperfoszforildlt tau-val is és egy
esetben SOD-1 mutdns fehérjével egyiitt volt detektdlhato. Ez utdbbi az irodalmi adatok szerint
igen ritka. Lehet-e tudni, milyen reldcioban vannak ezek a zdrvdnyok az un. Bunina testekkel
(1962), ill. a késébb leirt hyalin-szerii zarvdnyokkal?

A Bunina testek és a TDP-43 viszonya nem teljesen tisztazott. Csupan a Bunina testek
egy része van TDP-43-pozitiv zarvanyokat tartalmazé sejtekben és a Bunina testek sem mind
TDP-43 pozitivak (Mori F et al., Neuropathology, 2014, 34: 71-76). Masok ugy talaltak, hogy a
Bunina test TDP-43-negativ, miként a SOD-1 mutacié miatt kialakuld ALS-re jellegzetes Lewy
test-szerd hialin zarvany (‘Lewy body like hyaline inclusion” (LBLHI)) is (Tan et al., Acta
Neuropathol, 2007, 113: 535-542). A LBLHI megnevezést az Ujabb neuropatolégiai kézi-
konyvek nem ajanljak (tobbek kozott azért sem, mert az alfa-szinukleinopatiara jellegzetes
Lewy testek emlitése ALS kapcsan a témaban kevésbé jaratosak szamara félreérthetd).

A vesicle-associated membrane protein — associated protein mutdns transzgenikus egerekben
enyhe motoneuron betegség fejlédik ki és TDP-43 protein zdrvdnyok jelennek meg, melyek
tartalmazzdk a koros proteint, ubikvitinildltak, és szerzé szerint p63-hoz kétédnek. (Ez utobbin
valdsziniileg a p62-t érti). Arra kévetkeztet ebbdl, hogy az ALS 8 modellbetegsége is TDP-43
proteinopathia. Az irodalomban azonban a fehérje funkcio vesztése és uj funkcio nyerése egyardnt
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szerepel a kdrosodds magyardzataként. A humdn ALS 8-ban van-e TDP-43 zdrvdny? Van-e
neurocognitiv zavar, mint ahogy a cimben szerepel?

Igen, p62 és nem p63 (gépelési hiba tortént). Igen, az ALS 8 feltételezhetéen TDP-43
proteinopatia —transzgenikus egereken végzett vizsgalataink is e mellett széInak. Tudomasom
szerint azonban ALS 8-ban meghalt beteghdl neuropatoldgiai vizsgalat eddig még nem tortént.
A legtobb ilyen beteg Brazilidban él, de vannak kis szamban betegek Belgiumban is. Az ALS 8 a
motoneuron betegség szokatlanul enyhe formdja és nem szokvanyos fenotipusa.
Neurokognitiv zavar sem jellemzé (szemben tobb mas ALS formaval).

A kévetkezd fejezetben a TDP-43 negativ, de P62 és ubikvitin pozitiv zarvanyokkal jaré FTD-ALS
eseteket vizsgdltdk szisztematikusan. A zdrvdnyok megjelentek a cerebellumban és a
ismétlédés expansidjdt). A p62 pozitiv zarvanyok globuldris ill. csillag alaktak és a tébbségiikben
nincs a TDP-43 hyperfoszforildlt formdjdval reagdld antitesttel immunohisztokémiai reakcio. A
hippocampusban és a cerebellumban intranucledris inclusiok is vannak. Ezt az
immunohisztokémiai mintdzatot pathognomikusnak tartja a C9orf72 mutdcios ALS és a FTLD-TDP-
43 esetekre és a TDP-43 proteinopathidk uj csoportjaként irja le. Az olvasé szamdra ezzel az egész
leirdst érthetetlenné teszi (el6zéleg azt irja, TDP-43 negativ eseteket vizsgdltak, rdaddsul
ugyanazon az oldalon (66.) az NCI réviditést egyszer nucledris cytoplazmatikus inclusionak,
mdskor neurondlis cytoplazmatikus inclusionak értelmezi). A zdrvdnyok cerebelldris lokalizdciéja
jar-e kimutathato cerebelldris tiinetekkel?

A C9orf72 mutans ALS esetén a zarvanyok tobbsége TDP-43-negativ, ami kiilondsen
igaz a cerebellumban és a hippokampuszban nagy szamban el6forduld p62- és ubikvitin-
pozitiv, csillag alaku neuronalis (a ‘nukledris’ valdban egy zavard gépelési hiba) citoplazmatikus
inklazidk (NCI) esetében. Ennek megfelel6en, a C9orf72 mutédns ALS (és frontotemporalis
demencia (FTD)) olyan TDP-43 proteinopatia alcsoport, ahol a zarvanyok jelentds része TDP-
43 negativ. Erdekes, hogy a cerebellaris patoldgia ellenére a betegeknek nincsenek
cerebelldris tinetei.

Négy ALS fenotypusu és a szerz6é dltal extramotor patholdgidval jellemzett esetet is leirtak.
Cognitiv deficit nem volt. A C9orf72 mutdcid a gén késébbi felfedezése sordn igazolddott ezekben
az esetekben. Utal a szerz6 a részletes neuropatholdgiai jellemzésre, a nagyszamu
immunohisztokémiai reakciora, melyet alkalmaztak, kiilén kiemeli a postmortdlis anyagban
els6ként végzett electronmikroszkopos vizsgdlatot. Ennek szerz6tdrsdt is megadja, az eredményét
azonban nem is emliti.

Granuldris és szalcsds zarvany igazolddott olyan neuronban, amelyik C9orf72
mutacidra jellegzetes csillag alakl inkllziét tartalmazott.

Multicentrikus eurdpai vizsgdlattal megdllapitottdk, hogy a C9orf72 Eurdpdban a leggyakoribb
genetikai eltérés familidlis és sporadikus ALS-ben, és ezt egy 6500 évvel ezel6tt egy egyedben
bekévetkez6 mutdciora lehet visszavezetni. A vizsgdlatokba a disszertdcié szerzéjének a
patholdgiai anyagait is bevontdk.

A motoneuron és kisebb részben a glidlis zdrvdnyok fehérjedsszetételét vizsgdlva mind a familidlis
mind a sporadikus ALS-ben gamma-szinukleint mutattak ki immunohistokémiai és Western blot
vizsgdlatokkal a dorsolaterdlis gerincvelGi fehérdallomdnyban az axonokban a 44 vizsgdlt ALS
elhunytban. Ennek a jelentésége még nem ismert.
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Az irodalom retrospektiv vizsgdlata alapjan arra a kévetkeztetésre jutottak, hogy nem igazolhatd,
hogy az dramiités koroki szerepet jatszik az ALS kialakuldsaban. A kérdésem az, hogy milyen
indittatdsbdl keriilt ez munka a disszertdcioba, amelynek cime a neuropatholdgiai vizsgdlatok
neurocognitiv zavarral jaré betegségekben? Sem neuropatholdgiai vizsgdlat nem tértént, sem
cognitiv zavarral jaré betegség nem dllt fenn.

Korabbi kérdésre adott valaszomban irtakra utalva, mivel az ALS-hez tarsulhat kognitiv
zavar, ezért az ALS-t bevontam az értekezés témakorébe.

A kbvetkezd nagy fejezet az Alzheimer kor vizsgdlatardl szol.

Kimutattdk, hogy a Presenilin funkcidvesztéses mutdcidja a Ciklin-D1 felszaporoddst, és
kévetkezményes abortiv sejtciklus aktivdcidt okoz apoptosissal a neuronokban a humdn mutdciot
expresszald transzgenikus egerekben és a humdn betegségben is.

Kimutattdk, hogy egerekben a térbeli tdjékozddds tanuldsa sordn (Morris water maze
vizsgdlatok) a hippocampusban emelkedik a cyclin dependens kinase-5 aktivdtor p35 és p25 szintje
(tiikr6zve az emlékezd funkcidk javuldsdat) és emelkedik a szeptin 7 és OPA1 szintje (melyek a
dendritikus tiiskék és a sejtek k6zétti kapcsolatok kialakuldsaban fontosak). Elektron mikroszkopos
vizsgdlatokkal igazoltdk a presynaptikus vezikuldk és a dendritikus tiiskék szamdnak “kedvez6”
vdltozdsdt (gondolom, hogy a névekedését). A p35 és p25 szintje az Alzheimer kdrosok agydban
cs6kken a postmortdlis vizsgdlatok szerint. Hasonlo eltéréseket taldltak schizophrénids betegek
agymintdiban is.

Az elektronmikroszkopos vizsgdlat a presynaptikus vezikuldk szdmmdnak emelkedését és a
mitokondriumokat tartalmazo tiiskék szamdnak csékkenését igazolta.

A presynaptikus vesiculdris protein CSP-alpha szintjét is cs6kkentnek taldltdk Alzheimer kérosok
postmortdlisan vizsgdlt elbéagyi régidiban, mig a cerebellumban emelkedett. Ennek alapjdn
feltételezik ennek a proteinnek a neuroprotektiv hatdsdt, mert Alzheimer kérban a cerebellum nem
kdrosodik. Humadn tau-proteint expresszdlo transzgenikus egerekben is azt tapasztaltdk, hogy ha
a CSP-alpha expressio fokozott, a neuronvesztés nem szdmottevé. Miért van egydltaldn
neuronvesztés a normdl humdn tau-proteint expresszdlo egérben?

Ez az egértorzs mind a hat human tau izoformat expresszalja, viszont az egér tau
fehérjét nem (mivel annak génjét az allat nem hordozza). Andorfer és munkatarsai hoztak
elGszor létre az allatmodellt (J Neurochem, 2003; 86:582-590). A sproradikus human taupatiak
(beleértve az Alzheimer kort is) az egyik legjobb modelljének tartjdk, mind a neuropatoldgiai
jellemzék (hiperfoszforildlt tau expresszid igazolddott, ami magyarazza a neuronvesztést is),
mind a kognitiv tesztek alapjan.

Olyan transgenikus egérben mely a humdn tau 35 kDalton méret(i fragmentjét overexpresszdlta,
a humdn taupathia neuropatholdgiai, kognitiv, viselkedési és sejtbioldgiai jellemzdi alakultak ki.
Melyik humdn taupathidhoz, melyik humdn betegséghez hasonlo? Miért éppen ezt a fragmenst
vdlasztottdk a trangenikus dtvitelhez? A betegelldtdsban engedélyezett vegyiilet “fenilbutatrat”
visszaforditotta az eltéréseket. Valoban ez a név? Natrium és glycerin fenilbutirdtot taldltam csak
emberi haszndlatra.

A kérdés jogos és valdban helytallo: azért ennek a C-termindlis tau fragmensnek az
overexpresszidjat eredményez6 génatvitel tortént, mert egy gyakori human taupatia, a
progressziv szupranuklearis bénulds (PSP) esetén ennek a tau-fragmensnek a koros
hiperfoszforilacidja igazolédott (Wray et al., J Neurochem, 2008; 105: 2343-2352.). Az
allatmodellt azonban nem specifikusan a PSP, hanem altalaban a sporadikus human tau-
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pathidk modelljének tarjuk (amiaz Alzheimer kort is magaba foglalja). A fenti kijelentés mellett
sz6lnak a neuropatoldgiai jellemzdk is.
A Birdlonak igaza van: fenilbutirat a vegyilet neve helyesen.

A klasterin specifikusan kétédik az amyloid beta fehérje 40 aminosav hosszusdgu altipusdhoz és
nem kétédik a 42 aminosavbdl dllé formdjdhoz. Az Alzheimer kdrosak plakkjaiban a 40 aminosav
hosszusdagu amyloidhoz kétédik a klaszterin, ugyanugy mint az angiopathids erekben. Tau-hoz
kétddd clasterint nem ldttak. Az irodalomban eltéré eredményeket a postmortdlis szévetnek az
él6tél vagy az ex vivo nyerttél eltéré kdrosoddsi fokdval, az antigént el6hivé technikdk és az
antitestek kiilbnbézéségével magyardzza.

Ezeknek a vizsgdlatoknak a jelentGsége az, hogy tovdbbi adatokat szolgdltatnak az Alzheimer
korban eléfordulé neuron degenerdciordl, az emlékezéssel, tanuldssal kapcsolatos fehérjék
mennyiségi vdltozdsairdl. Ezek az adatok részben kapcsolhatok az amyloid, részben a tau
hypothésishez, de a teljes kép még nem dll 6ssze. Tovdbbi jelentGsége az, hogy rdirdnyitia a
figyelmet arra, hogy a postmortdlis szévetbdl is nyerhet6k adatok az elé szervezetben zajlo
folyamatokrdl. A vizsgdlt anyagokndl mennyi idé telt el a haldl és a vizsgdlt szévet eltdvolitdsa
kézott?

Az ismert post-mortem id6 (PMI) 13 és 96 dra kozott valtakozott, ez azonban nem
mutatott Osszefliggést a vizsgalt paraméterekkel (plakkok szdma, béta-amiloid tipus,
klaszterin). Az eltérés az agyi régiotol fliggott, nem pedig a PMI-t6l. A PMI ilyen mértékd
eltérése el6fordulhat neuropatoldgiai tanulmanyokban és valdban dvatossagra int.

Nagyon értékesnek Idtom a Lewy testes és a Parkinson kdérhoz tdrsuld demencidk
klinikopatholdgiai jellegli feldolgozdsdt. Ebben a kognitiv deficit mértékét korreldltattdk
statisztikailag is megerdsitve a szévettani eltérések mértékével. Négy relevdns agyi régiot
hasonlitottak 06ssze, amelyek szerint megoszlanak a vizsgdlt proteinopathidk. A sulyossdg
mértékének a definicidit pontosan megadja. A cognitiv funkciok mérésére a Mini-Mental State
Examination-t haszndltdk. Az eredmények az aldbbiak: i.) az alpha synuclein patholdgia
sulyossdga ésszefiiggést mutat a cognitiv képességek csékkenésével, ii.) Mindkét Lewy testes
demencidaban az Alzheimer tipusu amyloid és tau patholdgia egyidejii fenndlldsa nagyobb cognitiv
deficitet és gyorsabb romldst eredményez, iii.) Az MMSE teszt pontszdm csékkenés gyorsabb
liteme jobb jelzéje a neuropatholdgia sulyossdgdnak, mint a haldl el6tt végzett utolso vizsgdlat
pontértéke. iv.), v.) az amyloid szorosan, a tau immunoassay eredményei kevésbé egyértemiien
korreldltak az amyloid beta széveti koncentrdciojaval ill. az un. plakk score-okkal. (Ez éppen
vdrhato volt, hiszen ugyanazt nézték két kiilbnb6z6 mddszerrel.) vi.) a proteinopathia-jellegii
patholdgia Gsszegzett értéke pontosan korreldl a kognitiv képességek csékkenésének a
mértékével, vagyis a folyamatok szinergesztikusan kdrositjgk az idegrendszert. vii.) ha a
synucleinopathids demencidkban kimutathato az Alzheimer typusu patholdgia, indokolt annak is
a kezelése viii.) A legfontosabb megdllapitds az, hogy a neurodegenerativ betegségek nagyon
gyakran kevert proteinopathidk dsszességének a kévetkezményei.

K&sz6ndm a Biralo elismer6 szavait klinikopatoldgiai vizsgalatainkrol!

Egy étéves prospektiv vizsgdlatban megdllapitottdk, hogy a DLB-ben gyorsabb a cognitiv
hanyatlds, mint Alzheimer kdrban. Ezért sem lehet a demencidkat mint syndromdt 6sszevonni a
gyogyszerkiprobdldsokndl. A vizsgdlatbdl bebizonyosodott ismét, hogy a leggondosabb klinikai
vizsgdlatok sem mindig adnak biztos diagnosist. Alapvetd fontossdgu volt a jelélt dltal feldllitott
autopsids diagnosis. A Lewy testes és Alzheimer demencidban is korai tiinetnek taldltdk a
depressziot. Hypothesisként felvetik, hogy a cognitiv hanyatlds gydgyszerei kedvezéek lehetnek a
depressziv tiinetekre. A klinikai gyakorlat azonban a forditottjat mutatja. A neuropatholdgiai
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anyagban a BA9 (dorsolaterdlis frontdlis régio) ZnT-3 szinaptikus fehérje szintjét mind Alzheimer,
mind diffuz Lewy testes, mind Parkinson korhoz tarsulé demencidaban alacsonynak taldltak. A PSD-
95 (postsynaptikus densitds protein) szintje ugyanugy csékkent, correldlva a cognitiv hanyatldssal.
Az utébbi mennyisége a diffuz Lewy testes és Parkinson demencidban kiil6nbézétt. A kiilénbség
irdnya azonban nincs megadva. (Ehhez hasonlé, nem konkrét megfogalmazdsok tébbszér is
eléfordulnak a disszertdcioban, holott ez az “Eredmények” fejezet része. A ZnT-3 és a PSD-95
szintjét a synucleinopathidkban csékkentnek taldltdk, az Alzheimer kdérban és a kontrolllokban
nem. Ez az el6z6 aldhuzotthoz viszonyitva ellenkezé megdllapitds. Melyik volt az igaz? A tovdbbi
szinaptikus fehérjék vizsgdlata eredményeinek, pl. a Dinamin-1 szintjének a leirdsa szdmomra
érthetelen (”kiilénb6z6 demencia tipusokban nem mutatott kiilbnbséget és nem eltérd a kontrolll
csoport részletétél sem, azonban ha a szintjét a cognitiv hanyatlds mértékével azonositjuk, akkor
pozitiv korreldcié adddik”). A kalmodulin-dependens protein kindz Il alpha (CMK Il) szintje
szignifikdns kiilbnbséget mutatott valamennyi demencia tipusban a kontrolll csoporthoz képest.
Csékkenést, vagy emelkedést? A beteg kontrolllokhoz képest, vagy a normdl kontrolllokhoz
képest? Ezek utdn tovdbbi szinaptikus fehérjék (Dinamin-1 /ez mdr el6z6leg szerepelt/, WAMP2,
Rab3A, SNAP25 és neurogranin9 dsszefiiggését igazoltdk a kognitiv hanyatlds mértékével. Adatok
azonban nincsenek bemutatva, amelyek megqgySznék az olvasot. igy ennek a fejezetnek a leirds
alapjdn nem tudom mindsiteni a tartalmdt, csak a leirdst, ami ellentmonddsos. Kérdésem, hogy a
nem neurodenenerativ betegségben szenveddk depresszidja mutatja-e azokat az eltéréseket,
melyeket a degenerativ betegségekben leirtak? Ez lenne egy olyan vizsgdlat, ami tisztdznd, hogy
a depresszionak van-e neuropatholdgiai szubsztratuma. Pl. suicid személyeken lehetne vizsgdlni.
Ugyancsak kiilénbézik az unfolded protein response az alpha-synucleinopathidkban az Alzheimer
korosokhoz és a normdl kontrolll csoporthoz képest, de csak a gyrus cinguliban és a parietalis
kéregben. A prefrontdlis és a tempordlis cortexben nem. Lehet-e ezen teriileti limitdcioban mért
glucose-reguldlt protein szint emelkedésbdl (az unfolded protein response szabdlyozdja), és ennek
az egy proteinnek az emelkedésébdl levonni azt a kévetkeztetést “hogy ez a sejtvdlasz” fontos
szerepet jatszik A Lewy testes és Parkinson betegséggel kapcsolatos demencidkban?

A neurodegenerativ betegségek és a depresszid kapcsolata a neuropatoldgiai alapok
és a neurokémiai folyamatok vonatkozasaban véleményem szerint is tisztazatlan kérdés. E
terlileten nehéz atuté eredményt elérni és nemzetkozileg kiemelkedé folydiratban kozolni.
Ennek az is oka, hogy a Biralonak a probléma mélyére hatold és klinikai tapasztalaton alapuld
kérdéseit a szoveti alapu kutatdsi kovetkeztetések, hipotézisek gyakran nem valaszoljak meg,
s6t, ellentmondanak annak. Ezzel magunk is tisztdban voltunk, vagyunk. Noha a nagy
organikus pszichiatriai betegségek neuropatoldgiai feltérképezése szakteriiletem egyik
legfontosabb 21. szdzadi kihivasa, feladata (kéne, hogy legyen), a neuropatolégusok kozil
kevesen vallalkoznak arra, hogy ezen az ‘ingovanyos talajon’ nekivagjanak az ismeretlennek. E
terlileten tudasunk nagyon is téredékes, mozaikszer( és a tavolabbi jov6ben visszatekintve
sok hipotézis, kovetkeztetés és eredmény bizonyara revizidra szorul vagy elvetendd lesz.

A vizsgalt post-mortem agyak az adott betegnél per definitionem a végallapotot
jelentik. Ekkor a sulyos morfoldgiai elvaltozdsok elfedhetik a betegség kialakuldasaban,
progresszidjaban szerepet jatszé folyamatokat, melyeknek az é16 szévet funkcionalis viszonyai
kozott van igazan relevancidjuk. Példa erre a neurotranszmitterek valtozasa depresszidban,
melyek a post-mortem agyszévetben messze nem tikrozhetik azt, ami az él6 betegben
fennallt. Az ehhez sokban kapcsolddd szinaptikus diszfunkcid, ami egyik f6 kutatasi témank,
szintén hasonlé megfontoldsokkal illethets. Tovabbi lényeges szempont, hogy a betegek
valtozatos gyogyszeres kezelésben részesliltek. Ezek egy része a neurotranszmitterekre hat és
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ellensulyozza (legalabbis egy ideig) a kéroki folyamatokat. A farmako-(neuro)patoldgia
sziilet6ben |év6 tudomadnyteriilet e kérdések vizsgalatdra. A szOvettani metszeteken
végezhetd gydgyszerkimutatds ('drug imaging’) reménykelté mddszer (szdmos limitaciéval).
Egyetértek a Birdld kivalé kérdésfelvetésével és javaslataval, hogy ‘a nem neurodenenerativ
betegségben szenvedbk depresszidja mutatja-e azokat az eltéréseket, melyeket a degenerativ
betegségekben leirtak? Ez lenne egy olyan vizsgalat, ami tisztazna, hogy a depressziénak van-
e neuropatholdgiai szubsztratuma. Pl. suicid személyeken lehetne vizsgalni.’. A jovGbeni
vizsgalatok remélhetdleg e kérdésre is valaszt adnak. A depresszid és mas pszichiatriai tlinetek
vonatkozasaban a lelki, spiritualis aspektusok is felmerilnek, melyek nehezen vagy egyaltalan
nem kezelhet6ek és értelmezhetbek az anyagi valdsagot vizsgald neuropatoldgus részérél.

A ZnT3 és PSD-95 szintjét vizsgdld munkaval kapcsolatban a kért részletesebb
ismertetést egy korabbi biralati kérdés kapcsan megtettem. Elfogadom a kritikat, hogy
kizardlag az értekezés alapjan a kilonb6z6 betegségekben (DLB, PDD, AD) és agyi régidkban
nem egységes iranyl eltérések nem atlathatéak. A részletes ismertetés és diszkusszid a
kozleményekben szerepel illetve korabbi valaszomban részleteztem.

A Dinamin-1 vonatkozdasaban a Biralé altal idézett mondat gépelési hiba miatt valdban
nem értelmezhetd: a 'kontroll csoport részletétél’ helyett ‘kontroll csoportban észlelttél’ a
javitott szoveg. Noha a Dinamin-1 szint magas esetszamot (16 és 55 kozotti, csoporttdl
fliggben) vizsgalva alacsonyabb volt a demencia csoportokban a BA24 (gyrus cinguli eliils6
része) régidban, mint a kontroll csoportban, a kiilénbség nem bizonyult szignifikdnsnak. Ha a
betegcsoportokban a kognitiv hanyatlds gyors illetve lassabb voltaval (‘'sebességével’)
korrelaltattuk, akkor a Dinamin-1 szint csokkenése szignifikans korrelaciot mutatott ezzel a
paraméterrel (azaz a kognitiv hanyatlds tempdjaval). Ez is aldtdmasztja annak fontossagat,
hogy a demencia vizsgalatakor a betegséget annak dinamikdjdban szemléljik. Az éI6
betegeket vizsgdld klinikusok ezt teszik és szdmukra ez természetes, de a halott szovetet
vizsgald klinikusok, kutaték szamara is megfontolandd ez a megkozelités.

A foszfoCaMKIl szintje a BA24 régidban alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban.
A harom betegség (DLB, PDD, AD) dsszehasonlitasakor azonban nem mutatkozott kilonbség.
A VAMP2 esetén a betegcsoportokban a csokkenés korreldlt a demencia diagndzistol
szamitott id6tartamaval. A neurogranin, Rab3a, SNAP25 szintje a kontroll csoporthoz képest
valamennyi betegcsoportban (AD, PDD, DLB) csdkkent a prefrontdlis kéregben (kivéve a
SNAP25 szintjét AD-ben), mig a betegcsoportok kozott nem mutatkozott statisztikai
kiilonbség. Tovabba, a Rab3 szinaptikus fehérje vonatkozasaban DLB-ben a parietalis
lebenyben (BA40) mutatkozott szignifikdns korreldcié a fehérje szintjének csokkenése és a
kognitiv hanyatlds sebessége kozott, mig a SNAP25 esetén az Alzheimer koros betegek
prefrontdlis (BA9) kérgi mintdiban nyert ez igazolast. Lényeges megallapitds, hogy a harom
szinaptikus fehérje egyitt értékelve 90%-ot meghaladd specificitdssal és szenzitivitassal
kiilonitette el a betegség (AD, PDD, DLB) csoportokat a kontroll csoporttdl.

Az ’'unfolded protein response’ (UPR) aktivaciojat els6ként igazoltuk Lewy testes
korképekben. Eredményeink arra utalnak, hogy amennyiben Alzheimer kor is tarsul a
szinukleinopatidhoz, akkor tovabbi UPR aktivalddas térténik. Munkank jovébeni vizsgalatok
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hivatkozasi és kiindulasi alapja lehet, amit megerGsit az elmult évben megjelent kdzleményre
kapott 14 irodalmi hivatkozas is. Az UPR fontossagat és jelent6ségét (mint lehetséges terapias
célpont) ma még nem lehet megjésolni. A neurodegenerativ betegségekben, mivel igazan
hatékony oki terdapia nem ismert, az Uj utak reménykelt6ek. Kdézleménylinkben is évatosan
fogalmaztunk eredményeink tudomanyos és klinikai jelent&ségét illetGen.

A neuropatholdgia konszensusokat 6rémmel olvastam - a béta amyloid lerakdddsrdl a
neurodegenerativ kérképekben és az id6s6dé agyban, - a frontotempordlis lobdris degeneratio
TDP-43-pozitiv inclusidkkal kapcsolatban, - a frontalis tempordlis lobdris degenerdcio-tau Pick
testekkel a hippocampusban jelenséggel kapcsolatban, - az idéskori tau astrogliopathidval
kapcsolatban. A consensusok jellegébdl kévetkezik, hogy tébb kutatod, alkalmanként 60-ndl is t6bb
konszenzusa, nem tekinthetd 6ndllo eredménynek. Akkor sem, ha megtiszteld ilyen konszenzust
kialakito szakmai tudomdnyos kézGsségekben tagnak lenni.

Orémmel olvastam a Birald sorait a konszenzus kdzleményekrdl. Amint egy korabbi
megjegyzésére reagalva kifejtettem, a konszenzus kozlemények nem elméleti kérdések
megvitatdsat, hanem nagyszamu paraméter neuropatoldgiai analizisét is magukba foglaltak,
megosztott mikroszkdp melletti diszkusszidval kisérten.

A kévetkezd fejezetben leirja, hogy a vezikuldris glutamdt transzporter-1 protein szintjét nem
demens stroke-os elhunytakban (és nem betegekben!) emelkedettebbnek taldltdk, mint a
vasculdris demencia, kevert demencia, Alzheimer demencia esetében. Nem inkdabb arrdl van szo,
hogy az utébbiak esetében csékkent?

K6sz6ndm a megjegyzést, ami lehetdséget ad a pontositasra. Természetesen a ’'stroke-
os nem demensek’ (SND) is betegeknek tekinthet6k. Az egészséges kontroll csoporthoz képest
a VGLUT-1 szint csdokkenése nem érte el a szignifikans mértéket a demencia csoportokban.
Viszont e betegcsoportokhoz képest az SND csoportban magasabb a VGLUT-1 szint, ezért az
‘emelkedettebb VGLUT-1 szint’ megfogalmazas. Noha a Biralé véleménye ("Nem inkabb arrél
van sz6, hogy az utdbbiak esetében csokkent?’) helytdlld, az eltéré megfogalmazassal azt is
utaltam, hogy a glutamaterg szinapszisok és neurotranszmisszi6 megdrzése stroke-ot
kovet6en endogén protektiv mechanizmus lehet a demenciaval szemben.

A 111. oldalon hivatkozik ” korai tanulmdnyokra (Gottfries és munkatdrsai 1994)”, melyek a
“vasculdris demencidaban jelentds cognitiv deficitet irtak le”. Ez annyira magatdl értetédo, - hiszen
a dementia cognitiv deficit, - hogy megnéztem mi is ez. (Az idézett forrds azonban a vasculdris
demencidban taldlt neurokémiai eltéréseket irta le.) Ez utdn a fals gondolatmenet azzal
folytatodik, hogy “egy évtizeddel késébb egy részletesebb tanulmdny csak a vasculdris demencia
Alzheimer-kdrral sz6védétt eseteiben irta ezt le”. Ezzel a hibds idézéssel dllitia szembe a sajat
munkdjukat, mely “neurokémiai, neuropatholdgiai vonatkozdsokat egyardnt tartalmaz”. A cholin
acetyl transferase aktivitdsdnak a csékkenését igazoltdk a vasculdris demencia és Alzheimer kor
egylittes el6forduldsdban. Post-stroke demencia esetén aktivitds emelkedést észleltek a frontdlis
lebenyben. Nincs adat a disszertdcioban a tisztdn vasculdris dementia vagy a tisztdn Alzheimer
betegségben el6forduld vdltozdsokrdl. Leirtdk a serotonin receptor kétédés vdltozdsait is
radioligdnd kétédéseinek a mérésével. A jelolt az eredmények akdr egymondatos konkrét leirdsa
helyett hivatkozik a kézleményiikre és felhivja a figyelmet a kiilbnbéz4 vasculdris dementia tipusok
kézotti kiilénbségekre. Az dltala kivdlasztott szévetmintdkban ELISA mddszerrel kiilbnbézé
gyulladdsos medidtorok szintjét hatdroztdk meg. A monocyta chemoattractant protein-1 (MCP-1)
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szintjét drasztikusan csékkentnek taldltdk vasculdris és kevert demencidban. Az IL-6 is csdkkenést
mutatott. A conclusio az, hogy vasculdris és kevert demencidkban a gyulladdsos reakcio
meérsékeltebb, mint Alzheimer korban. Az Alzheimer kdrban taldlt eredmények azokban nincsenek
megadva.

A 111. oldalon ‘cognitiv’ helyett ‘kolinerg’ a helyes szé.

Tisztan ('pure’) Alzheimer kéros betegekben is csokkent a kolin-acetil-transzferaz (CAT)
aktivitas. Ez nem meglepd az Alzheimer kdrban kézismert kolinerg deficit ismeretében, ami az
idéskori memdériazavar 25 éve leirt kolinerg hipotézisének is alapja (Bartus RT et al., Science,
1982, 217: 408-414). Ma mar tudjuk, hogy az agykérgi kolinerg deficit jelent&s részben a mély
szirkeallomanyi kolinerg magvak neurodegenerativ proteinopathia kapcsan |étrejové
karosodasanak kovetkezménye. A tisztan (nem stroke eredet(i) vaszkuldris demencidaban a
kontroll csoporthoz hasonlé értéket mutattunk ki. Erre nem tértem ki az értekezésben, mivel
az adatb@ség miatt a vaszkularis demencia tipusok kozotti kilénbséget kivantam hangsulyozni
a CAT vonatkozasaban (ami a kozlemény f6 Ujdonsdga), valamint azt, hogy a post-stroke
demencidban észlelt magasabb enzimérték regenerativ aktivitas kovetkezménye is lehet.

A szerotonin receptor vizsgalatok az agyi infarktus kapcsan emelkedett kotédést igazoltak
(mind demencia esetén, mind annak hidnyaban) a kontroll csoporthoz képest, ami ezt a
betegcsoportot megkilonbdzteti mind a szubkortikdlis vaszkuldris elvaltozasokat mutaté
demencia csoporttél mind az Alzheimer koérral szov6dott (kevert) vaszkuldris demencia
csoporttal.

A gyulladasos mediatorok vizsgalatakor vaszkuldris demencia és kevert vaszkularis és
Alzheimer demencia eseteket vizsgdltunk. A tisztan Alzheimer kéros esetek vonatkozdsaban
irodalmi adatokra hivatkoztunk, azaz a vizsgdlatokat nem ismételtik meg (noha madsok
eredményeinek sajat vizsgalatokkal torténd kontrolldlasa, az eredmények Osszehasonlitasa
valdban teljesebbé tette volna a kisérletsorozatot).

A kévetkezd harom oldal arrél szamol be, hogy az amyloid prekurzor protein mint az acut axondlis
kdrosodds szévettani markere az agybdl késziilt metszeteken immunohisztokémiai modszerekkel
legkorabban a traumdt kévetéen 35 perc tulélés utdn mutathato ki. Ezekben az esetekben nincs
520 sem neurocognitiv zavarrdol, sem betegségrél. Miért keriilt ez a munka be a neurocognitiv
zavarral jard betegségek kézé?

A vizsgalatok a traumas agykdrosodds (TBI) témakoréhez tartoznak. A TBI jarhat
neurokognitiv zavarral. A vizsgalt esetekben valéban nem allt fenn demencianak megfeleld
krénikus kognitiv zavar (a szintén gyakran diffuz axondlis karosoddssal jardé krénikus traumas
enkefalopatia (CTE) viszont jellegzetesen kognitiv zavarral jaré korkép). Masrészt, az
Alzheimer kor egyik f6 korjelz6 fehérjéjének az el6anyagat (amiloid prekurzor protein (APP)-
t), vizsgaltuk és mutattuk ki, ami szintén kapcsolja a vizsgalatokat a demencia témakdréhez.

A poly(ADP-riboéze) polymerase gdtldsdnak neuroprotektiv szerepét a Klatzo dltal 1958-ban leirt
hideg lézids kisérlettel igazoltdk. A PARP gdtidsa cs6kkentette a 1ézid nagysdgdt. A chronicus
neurocognitiv zavarral jaré betegségekben nem vizsgdltdk a PARP szerepét.
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A PARP-gatlasos kisérlet is azért keriilt az értekezésbe, mert a fokalis agyi trauma
modellként (is) jellemezhet6 agykérgi hideg |ézié kapcsan vizsgaltuk. Megjegyezziik, hogy a
modell és a human traumas agykarosodas kozotti hasonldsag vitatott kérdés.

A MEGBESZELES ES OSSZEGZES fejezet sok dltaldnossdgot tartalmaz, mivel az eredmények
részfejezetben mdr értékelte legtébbszér a szerzé az eredményeket. S6t gyakran csak értékelés
van, de az eredmények nincsenek bemutatva. Mivel munkdk sem a cimhez, sokszor egymdshoz
sincsenek illesztve, nincs egy logikus vezérfonal melyre felfiizheté a disszertdcio gondolati
tartalma, nehéz hozzd dsszegzést irni. A szerz6 megismétli a neurondlis sejtcyclus zavardnak a
minimdlis vizsgdlat utal csak), a synaptikus dysfunctio szerepét ujra hangsulyozza, discutdlja az
endocannabinoid rendszer szerepét az Alzheimer korban (bdr errél eddig nem esett sz0), és
hivatkozik mds, a disszertdcioban nem szereplé kézleményeire, probdlja bemutatni 6ket ebben a
részben.

A neurokognitiv zavarral jaré betegségeket vizsgald tdobb, mint egy évtizedes munka
nem egyetlen jol definidlhatdé tudomanyos kérdés feldolgozdsa. Ezért a megbeszélés és
0sszegzés is szerteagazo.

A magam 6sszegzése a disszertdciorol.

A disszertdcio olyan, mint egy nagy mozaik, melynek szdmos darabja hidanyzik, a meglévd
darabokat pedig mintha mds és mds rendelte volna. A disszertdcio feladata az, hogy segitse a jel6lt
munkdjanak értékelését. Errél a disszertdciordl ez nem mondhatd el. Az egész munkdt ugy kellene
bemutatni, hogy énmagdban egy tudomdnyos kézlemény legyen. Tartsa azokat a standardokat,
amelyeket megkivanunk egy tudomdnyos kézléstél. Nincs benne helye anekddtdlis iraésmdédnak, az
objektiv adatokhoz flizétt érzelmi megnyilvanuldsoknak. Legféképpen nem lehetnek benne
tartalmi hibk, melyekre utaltam, hibds mondatok, melyek a megértést nehezitik. Es nem lehet
ilyen nagy szamu gépelési hiba. Az akadémiai doktori disszertdciot dltalaban egyszer védiink,
kiilénleges, felemeld alkalom. Azzal is meg kell tisztelniink, hogy igyeksziink a tudomdnyos kézlés
tradicidi szerint megirni, lehetéleg hibdtlanul. A munka tartésan megmarad, bdrmikor elévehetd,
bdrki dltal megnézhetd, s a birdléd nem compromittdlhatja magdt azzal, hogy a hibdkra nem hivja
fel a figyelmet.

A doktori mi alapjdul szolgdlé munka tudomdnyos eredményei jelentdsek, ujak, hiteles adatokat
tartalmaznak. Uj tudomdnyos eredménynek fogadom el a KOVETKEZTETESEK ES
MEGALLAPITASOK 1-29, valamint a 35-40. pontjait. Elfogadom uj eredménynek a neuroldgiai
konszenzus kritériumokat is (30-34.), de ezeket nem tekinthetem a jelélt kizarélagos munkdjdnak.
A munkadt nyilvdnos vitdra alkalmasnak tartom.

K6szOnom a tisztelt Biralé minden részletre kiterjedd, alapos munkajat, elére mutato,
gondolatébreszt6 véleményét, kritikai megjegyzéseit és kérdéseit! Ez lehet&séget adott azokra
reflektdlnom, teljesebbé téve MTA doktori palyazati anyagom.

K6szOndm tamogatdsat az értekezés nyilvdnos vitara tlizését illetGen. Bizom benne,
hogy opponensi véleményére adott valaszaim kielégitéek.

Debrecen, 2017. julius 15.

Hortobdgyi Tibor
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