Valasz dr. Magldczky Zsofia tudomanyos fémunkatarsnak a
,Neuropatoldgiai vizsgalatok neurokognitiv zavarral jaré betegségekben”

cim{ MTA Doktori Ertekezésem birélatara

Megtisztelve k6széndm, hogy elvallalta a Magyar Tudomanyos Akadémia Doktori Tanacsa
felkérését doktori értekezésem opponensi feladatainak ellatdsara.

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

Valaszaimat a birdlatban megfogalmazott és a vdlaszaim el6tt délt betlivel jelzett kérdések,
megjegyzések sorrendjében adom meg.

A biralat bevezet6 részében irt véleményére reagalva megerGsitem, hogy az eredmények —a
téma és szakterliletem jellegzetességei miatt is — egylttm(ikodések keretében valdsulhattak
meg. Ezekhez patoldgus és neuropatologus képzettségem, szamottevé alapkutatdsi tapaszta-
latom révén jarultam hozzd, érdemi jellegl sajat munkaval, kompetitiv szakmai kbrnyezetben.

TARTALMI MEGJEGYZESEK:

1. Véleményem szerint a dolgozat nehezen olvashato és értelmezhetd, mert a szerkezete rosszul
kévethetd és elaprozott. A jelélt a dolgozathoz tartozd szinte minden cikkrél (45, és a lazabban
kapcsoloddakbdl is néhdny) kézél egy révid Gsszefoglald leirdst, de nem csoportositja ezeket a
megfelelé neurodegenerativ betegségek kéré. Taldn kevesebb részlet szerencsésebb lett volna,
ha pld. a felsorolds mellett egyes, nem kiilfé6ldén hanem pld. a sajdt csoportjiaban végzett
vizsgdlatot részletesen bemutat.

Kihivast jelentett a szertedgazé témakat (morfoldgiai, klinikai, alapkutatdsi aspektusok,
kilonboz6 betegségek) értekezés formajaban koherens egészként bemutatni. A PhD-fokozat
megszerzését kovets tobb mint 15 évben szllettek az értekezéshez hozzajaruld eredmények.
Az ez id6 alatt végzett (dontéen betegellato-klinikai és oktaté) munkanak nem célja, hanem
kovetkezménye az MTA doktori palydzat. Tobb okbdl sem volt lehetséges, hogy — egy minél
koherensebb jov6beni MTA doktori mivet szem el6tt tartva — preferaljam az ebbe ill6
feladatokat a munkakori kotelességek, elnyert palyazatok, magasabb szakmai prioritasok altal
megkovetelt teendbkkel szemben.

Igyekeztem betegségek koré csoportositani az eredményeket, amit a tartalomjegyzék
is tlikroz. Elismerem, hogy ez nem sikerlilt tokéletesen. Ennek oka részben az, hogy a
vizsgalatok jelent6s része tobb betegséget is magaba foglal, mivel e munkak egyik fontos
aspektusa a kilonbozd betegségek 6sszehasonlito elemzése volt.

Elfogadom a Birdld megjegyzését, hogy talan szerencsésebb lett volna egyes
vizsgalatokat részletesebben bemutatni, masokat pedig kihagyni.
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2. Hidnyzik a metodika leirdsa, csak egy felsoroldst kaptunk. Itt is Griiltem volna, ha a jelélt és
csoportja dltal végzett metodikdkat részletesebben leirjdk.

A szertedgazd munka és az id6tavlat nehezitette a részletes metodikai ismertetést. Ezért
az értekezésben utaltam a kozleményekre a relevans részeknél. A metodikai vonatkozasokat
az értekezésben ott részleteztem jobban, ahol a mddszer, illetve annak Ujszerlisége a
vizsgalatnak nemcsak alapja és eszkdze, hanem egyik jelentds eredménye is volt. llyen példaul
az amiloid prekurzor protein detektaldsa traumdt rovid idével koveté haladl esetén
immunhisztokémiai mddszerrel, vagy a FUS-fehérje els6ként torténé kimutatdsa human
agyszovetben.

3. Kevés az dbra, és nagyon rossz mindségliek. Van kivétel, de tobbségében a képek életlenek, tul
kicsik, nem Idtni, mit szeretne mutatni a szerzé, vagy nincsenek nyilak vagy felismerhetetlen
pici objektumokra mutatnak. Az dbraszévegek is hidnyosak, tébbnyire nincs mérce az dbrdkon,
de ha van, a szévegben nincs benne, hogy az mekkora, illetve hogy mire mutatnak a nyilak. A
disszertdcio olvasdsa kézben tébbszér felmeriilt bennem, hogy ezeket az dbrdkat el is lehetett
volna hagyni, mivel csak kevés egyértelmiien azonosithato objektum van rajtuk. Az egész
disszertdcio kénnyebben olvashatd és sokkal érthetébb lett volna szamosabb, j6 mindségli és
nagyobb dbra bemutatdsdval.

Valdban, tobb és jobb dbra emelte volna az értekezés szinvonalat. Az értekezés eredeti
(digitalis) valtozatdban jo felbontdsu és éles képek a nyomtatdskor sokat veszitettek
min&séglikbdl. Elfogadom azt is, hogy nagyobb dbrak tobbet megmutattak volna a morfoldgiai
jellemzSkbél. A nyomtatandd szines oldalak szamat igyekeztem a kisebb abrdk révén
csokkenteni. (Ezek a digitalis valtozatban szintén jé mindségliek voltak). Még tobb nyil, szam
és értelmez6 magyarazat informativabb lett volna. A 2,5, 8,9, 10, 12, 14, 15-6s abra tartalmaz
specifikusan megjeldlt elemeket (azaz a 13 szovettani képbél 8). Az abraszévegek tobb
esetben valdéban lehettek volna részletesebben leiré és magyarazé jellegliek, noha a
szovegtorzsben, ahol az abrat hivatkozom, tobbségében szerepel tovabbi informacié a
mikroszkdpos felvételek magyarazataként.

4. 87.oldal: ,Az immunhisztokémiai vizsgdlatokhoz korabban formalin (formicacid) elékezelést
alkalmaztak, mely nem specifikus jel6l6dést nagyobb mértékben eredményezett.” A formicacid
(nem vildgos, miért van angolul) hangyasav, és az nem azonos a formalinnal. Ha a formalin
sokat dll, egy része lebomolhat hangyasavvd, de ez két kiilénb6z6 vegyiilet, a formalin a
formaldehid vizes oldata.

Egyetértek, formalin a helyes neve a szovetfixalé oldatnak.

5. Maguk az eredmények nagyon jok, és rendkiviil izgalmasak, és nagy 6rémmel olvastam volna
pld. az Alzheimer-kor vagy demencia-formdk kéré csoportosuld eredményeket, nem cikk-
specifikusan, tébbet megismerve a jelélt sajat gondolataibdl. A ,Kévetkeztetések és uj
Megadllapitdsok” fejezet a dolgozathoz hasonldan tul részletes, nehezen dttekinthetd, és nem a
betegségek koré szervezbdik, hanem az egyes cikkek eredményei kéré éplil. Ezért az egyébként
ldthatéan nagy munkdval létrehozott, sok adatot tartalmazo disszertdcio kisebb hatdsfokkal
kézvetiti a benne leirt tomérdek informdciot, mint tehetné.
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Orémmel olvastam az elismerd szavakat az eredményekrél, melyek megtisztel6ek a
témadban jartas Birdlotdl. Elfogadom, hogy az értekezés helyenként tul részletes, mashol
inkabb felsorolas jellegli — ennek kapcsdn utalok a Biralé 1. megjegyzésére adott valaszomra.

FORMAI KIFOGASOK:
1. Osszekeveredett oldalak, 23. utdn 29. jén, majd a 31. oldal utdn 24-28, és utdna a 32. oldal

Bizakodom, hogy ez a szamos bekotott példany kozil csak a Birdldnak elkiildottet érinti.
Mivel a szines abrakat tartalmazo oldalakat kiilén nyomtattam (szines nyomtatdval), ezen
oldalak beillesztése egyenként tortént, és ennek kapcsan hibaztam.

2. Hidnyos mondatok, zavaros fogalmazds, pld. 63. o. alja, utolsé 3 sor.

K&szonom a Birald kritikai megjegyzését. A specifikalt mondatok ("Az eredmények tehat
megerdsitették a feltevést és hipotézist, hogy a TDP-43 az ubikvitinildlt inklGzidk (zarvanyok)
része a TDP-43-proteinopatia csoportba tartozé ALS esetén. Ezen azonban nem kizarélagos,
miként azt a munkdnkban igazolt kivételek is igazoljak.’) azt hivatottak kozvetiteni, hogy az
ALS esetek kdziul nem valamennyi, hanem csak egy résziik TDP-43 proteinopatia. Ez esetekben
a TDP-43 jellegzetesen komponense a kordbbi diagnosztikus neuropatolégiai gyakorlatban
immunhisztokémiailag csak anti-ubikvitin antitesttel jel6lt zarvanyoknak, noha vannak
kivételek is. Mindez ma mar evidens tankonyvi adat, de a publikdcid megjelenésekor —
kevéssel a TDP-43 és ALS kapcsolatat leird elsé kozlemények utdan — érdemi és publikdlhaté
vizsgalati eredménynek szamitott.

3. 13. oldal: 7 f6 proteinopdtia csoportot sorol fel, a szé6vegben 6-ot mond

Valéban, ez ellentmondds — hetet kellett volna irnom.

4. angolos-magyaros helyesiras keveredik, pld. immunoreaktivitds 54. oldal. Magyarul
immunreaktivitds lenne helyes. Vagy glidlis sejt helyett gliasejt.

Elfogadom a kritikat. Noha igyekeztem egységesen magyaros helyesirast hasznalni, ez nem
sikerlt hibatlanul és maradéktalanul.

5. 83. 0. teteje: fenilbutardt

K6sz6ndm a javitast.

A DOLGOZATTAL KAPCSOLATOS KERDESEK:

1. Post mortem idd és széveti integritds: az 54. oldalon, 2. bekezd. alja: ,,Megjegyezziik, hogy a
szbveti integritdst jelz6 faktorok, um. a széveti pH és pm id6, érdemben nem befolydsoltdk az
Optineurin immunoreaktivitast.” Valamint révid részletet kéz6l errél a 85. oldalon, de ez inkdbb
csak kiragadott példa. A széveti integritdst minden mds betegség esetén is megvizsgadltdk,
minden mintdban, minden vizsgdlathoz? Hogyan tértént a széveti pH mérés, a széveti integritds
mérés? Milyen vizsgdlattal déntik el, hogy a fehérjék/nukleinsavak vizsgdlhatdk-e az adott
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mintdaban? Milyen tdrolds sziikséges ahhoz, hogy vizsgdlhaték maradjanak? Ezeket az adatokat
meg lehetett volna adni a Mddszertan fejezetben, kérem a jeloltet, hogy most pdtolja.

Humadn post-mortem szovetek neuropatoldgiai, proteomikai, genetikai vizsgalatakor
valéban felmeril az alapvetd kérdés, hogy a haldl utan elkerllhetetlen bomlasi folyamatok
milyen mdédon és mértékben befolydsoljak az eredményeket. A kérdést vizsgaltak ragcsalok-
ban (Fountoulakis M et al., Exp Neurology, 2001, 167:86-94) és humdn agyszovet vonatkozasa-
banis (Hynd M et al., ] Neurochemistry, 2003, 85: 543-562; Lewis DA, Neuropsychopharmaco-
logy, 2002, 26: 143-154; Ferrer | et al., Cell Tissue Banking, 2008, 9: 181-194; Crecelius A et
al., Proteomics, 2008, 8: 1276-1291). Ezen vizsgalatok eredményei amellett szélnak, hogy a
legtobb emberi idegrendszeri fehérje meglehetésen és meglepden ellenalld egyes post-
mortem faktorokkal szemben, mint példaul a post-mortem idé (PMI) és tarolasi h6mérséklet.
Ugyanakkor egyes, anyagcserében és strukturdlisan fontos proteinek hamar lebomlanak a
haldl utan. Kisérleti munkdinkban igyekeztiink utdnajarni a vizsgdlt fehérjék post-mortem
degradacids érzékenységének. Példaul a 2011-es Brain cikkliinkben, mely a nuklearis transz-
port fehérjékkel foglalkozik. Azt taldltuk a szakirodalom &atfogd elemzésével, hogy a CAS,
karyopherin-a2, és a tobbi nukledris transzport fehérje sem gyors post-mortem degradacidju.
Erre utal az is, hogy sem a kisérleti csoportok kdzott, sem azokon beliil nem mutatkozott az
expresszios szint nagyfokd variabilitdsa. Tovabba igyekeztiink viszonylag alacsony PMlI-s
eseteket vdlogatni vizsgalatainkhoz.

Egy mdsik munkankban (Whitfield et al., Neurobiol Aging, 2014) a PMI az esetek egy
részében meglehetésen hosszu volt, a pH-szbvet viszont ez esetekben is a megfelel§
tartomanyban volt. Azért is utalok erre a koézleményre kiemelten, mert a kézirat biralati
fazisaban erre a kérdésre részletesen ki kellett térniink. Ekkor is hangsulyoztuk, hogy a szoveti
integritast jobban jelzi a pH, mint a PMI.

Egy friss publikacié is hangsulyozza, hogy a megnyult PMI nem indokolja az ilyen mintak
automatikus kizardsat a humadan agyszovet alapu kutatasokbdl (Robinson AC et al., Acta
Neuropathol, 2016, 132:753-755). Vizsgalatainkban a mintdk meghatarozé tébbségét illetGen
meglehetGsen alacsony PMI, elfogadhatd szoveti pH, valamint a szigoru agybankoldsi,
szovetfeldolgozasi protokollok és standardok miatt eredményeinket bizonyara nem
torzitottak szignifikdns mértékben a post-mortem degradacids folyamatok.

A 'housekeeping’ gének (standard endogén kontrollok) vizsgalata és az eredmények
hozzdjuk torténd normalizaldsa j6 mddszer az RNS- integritds valtozékonysagabdl adodé
hatdsok kikliszobolésére. (Ezt alkalmaztuk is vizsgalatainkban). Amennyiben splicing analizis is
torténik, az izoforma ratio meghatdrozasa is hasznos, ugyanis az RNS-integritas variabilitasa
esetén is a kilénb6z6 izoformak kdzel egyenlé aranyban érintettek.

A szovetmintak mielGbbi és gyors fagyasztdsa -80 °C-ra mind a nukleinsav- (DNS és RNS
egyarant), mind a fehérjevizsgalatoknal fontos. Ez esetben a nukleinsavak sok éven at
hasznalhatdak kutatdsokhoz. Fontos megjegyezni, hogy a formalinban tarolt szovetmintakban
a DNS id6vel lebomlik, és példaul polimorfizmusok, SNP-k vizsgalatara nem megfeleld.
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Az RNS-integritas jelz6szamat (RNA Integrity Number, RNI) az Agilent RNA 6000 Pico
kit segitségével meghatdroztuk meg Agilent Bionalyser m(iszerrel és szoftverrel, a gyarté
elGirasai szerint. A médszer réviden: az ’"RNA picogel’-t centrifugdlds utan alikvotoltuk (65pl),
és ehhez 1-1 ul RNA 6000 pico dye festékkoncentratumot adtunk, majd Ujabb centrifugalas
utdn 1-1 ul (3 ng/ul) izoldlt RNS-t adtunk ehhez a mintabdl, és egy 'RNS-1étra’ mintat is
inditottunk. A chip az RNS-fragmentumokat méret szerint képes szeparalni, a festék pedig
kotédik az RNS-hez. A detektorok elStt kilonb6z6 sebességgel elhaladd festékrészecskék
alapjan a szoftver kiszamolja a riboszomalis RNS-csticsokat (28S és 18S). Normal koriilmények
kozott, ép RNS esetén, a 28S csucs kétszerese a 18S csucsnak. RNS-degradacid esetén ez
valtozik és a szoftver 1-10 kozotti értéket hatdroz meg RNS-integritastol fliggéen (10-es az
intakt RNS-hez tartozé érték). A 6.8-as RIN a leginkdbb elfogadott integritas-hatarérték, noha
ettdl lehetnek eltérések, példaul a tau esetében egyes vizsgalatokhoz 3.6-0s szam feletti érték
elfogadhatd lehet. Vizsgdlatainkban ennek megfeleléen jartunk el.

A fehérje post-mortem degraddcidjara utalhat a csdkkent jel, példaul halvanyabb DAB
kromogén festédés vagy immunfluoreszcens jel6l6dés; western blot esetén halvanyabb csik
vagy degradacids artefaktum megjelenése. Ezért western blot esetén valamelyik stabil fehérje
vizsgalata szikséges, mint 'loading control’.

A szoveti pH-t az agy felvagasakor — a fagyasztas, illetve percekkel a formalinban fixalas
el6tt — hatdroztuk meg a szovet gyors és egyszerl homogenizaldsa utan, amely mikropisztillus
segitségével tortént laboratéoriumi pH-mérével, amit el6z6leg pH 4.0 és pH 7.0-es torzs-
oldatokkal allitottunk be.

A szoveti integritdst szdmos olyan pre- és post-mortem faktor befolydsolja, melyek
hatassal lehetnek a mért paraméterekre (fehérje- és RNS- szint, RNS hasitasi/’splicing’ minta-
zat, immunhisztokémiai jellemzék, stb.). Ezeket a szoveti integritast befolyasold tényezbket
két f6 csoportba oszthatjuk (noha mas csoportositds is lehetséges): 1) A haldl utan hato
tényez6k, melyek befolyasoljak a gének, ezek transzkriptumainak, illetve a fehérjék
expressziojat és kimutathatdsagat. Ezek koziil kiemeljik a post-mortem id6t. 2) A halal el6tt
hatdé tényez6k, melyek kozil az agondlis id6szak jellemz6i jatszanak fontos szerepet. Ilyen
tényez6k példaul a gliozis, az oxidativ stressz, a gyulladds, amelyek az altalunk vizsgalt
neurodegenerativ és vaszkularis korképekben is jelentdsek.

Az alabbiakban a post-mortem idG, az agonalis allapot, a szoveti pH, RNS-integritas vonat-
kozasaban hangsulyozok néhany szempontot, melyek a Birdld kérdéseihez kapcsolddnak.

A post-mortem id6 jelent&sége a szOveti integritas vonatkozdsaban: A post-mortem idé a
halal bedllta és a szovet fagyasztdsa, illetve formalinos fixaldsa kozott eltelt id6szakot jelenti.
A hosszu PMI egyes gén-transzkriptumok, fehérjék degradacidjat, molekuldris szerkezetét
(integritdsat) befolyasolhatja. Azonban szdmos tanulmany (tobb kvantifikdciés mddszert
alkalmazva, mint pl. in situ hibridizacié, RT-PCR, microarray) azt igazolta, hogy a human
agykéregben az RNS-integritas, mRNS-szint és a PMI k6zott nincs statisztikailag egyértelmden
igazolhato korrelacié. Ezen eredmények azt valdszinUsitik, hogy az RNS nagyfoku degradacidja
nem kovetkezik be a kezdeti post-mortem idGszakban, amennyiben a széveti integritas egyéb
befolyasold tényez6i, mint pl. a pH és hémérséklet megfelel6. Vizsgalatainkban arra
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torekedtlink, hogy a kontroll- és betegcsoportok ne csak az életkor, hanem a PMI
vonatkozasaban is statisztikailag hasonldak legyenek, ugyanakkor a PMI minél révidebb
legyen. Altaldban 3 és 120 éra kdzoétt valtozott a PMI, a hosszd post-mortem idejli esetek
azonban kis szdmban szerepeltek. Példaul a tau expresszid a kontroll és az Alzheimer kéros
agyak a vizsgalt régidiban stabil és hasonld szintet mutattak. (Niblock M et al., Neurobiol
Aging, 2016) Ez az eredmény egyébként 6sszhangban van mdsok eredményeivel, miszerint a
MAPT( tau gén) RNS-szint nem valtozott nagyszdmu human agyszévetmintdn vizsgdlva, noha
a PMI 50 éra korili volt. (Trabzuni D et al., ) Neurochem, 2011, 119: 275-282.) Kiemeljik azt a
vizsgdlatot, amit a BrainNet Europe Consortium szervezésében végeztek, és a kozéps6
frontalis tekervény, corpus callosum, talamusz, cerebellum mintdit vizsgaltak 193 agybdl
(Durrenberger PF et al., ) Neuropathol Exp Neurol, 2010,69: 70-81.). Ez az 4tfogd munka nem
igazolt kapcsolatot a PMI és az RNS- integritds kozott. Megjegyezziik, hogy ez a tanulmany 2
napnal (48 dora) rovidebb PMI-s eseteket vizsgalt. A meglep6en nagymértékl post-mortem
RNS stabilitdsnak szamos oka lehet. Példaul az, hogy az RNS-lebomlds nagy energiaigényd, és
halal utan a szévetek energiaellatottsaga gyorsan lecsokken. Tovabbd, lehetséges, hogy az
RN4z inhibitorok hosszabban és nagyobb mennyiségben perzisztalnak aktiv dllapotban a halal
utan, mint az RNaz-ok. Az is lehetséges, hogy az RNS kevésbé érzékeny RNaz-okra, amikor a
post-mortem agyban a transzlacié mar nem zajlik (Barton AJ et al., ) Neurochem, 1993, 61: 1-
11.). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PMI az RNS-integritds és transzkriptum szint
vonatkozasaban nem jatszik kiemelked&en fontos szerepet.

Agonalis allapot és szoveti pH: Az agondlis faktorok kilénb6z6 kdérélettani allapotok
Osszességének és egymasra hatasanak a kovetkezményei (példaul hipoxia, magas laz,
epilepszias jellegli roham, az agdénia idejének elhtizédasa). Az agondlis faktorok szdma negativ
korrelaciét mutat az RNS-expresszidval, RNS-integritassal, vagy mindkettével (Durrenberger
PF et al., J Neuropathol Exp Neurol, 2010, 69: 70-81). Hardy és munkatarsai (J Neural
Transmission, 1985, 61: 253-264) négypontos skalat alkalmazva igazoltak, hogy 1.) a gyors
halal (akar er6szakos, akar természetes) magasabb agyi pH-val jar, mint a lassan bekovetkezd
haldl; 2.) az elnydjtott termindlis (agonalis) fazis magasabb tejsav-koncentracioval jar, ami
acidoézist okoz. A hipoxia indukalta faktor 1 (HIF-1a) Iényegesen magasabb olyan betegek
agyszovetében, akik szovédményes agonalis fazis utan haltak meg, példaul kéma, léguti
betegség, hosszan tarto gépi lélegeztetés esetén.(Durrenberger et al., 2010)

Ezek az eredmények igazoljdk, hogy az alacsony pH hipoxias allapotokkal korreldl
(Durrenberger et al., 2010), tovabba, hogy az alacsony agyi pH csokkent RNS- integritassal jar,
ami azt is magyardzza, hogy a szévédményes ('komplex’) agondlis fazis utan meghalt betegek
esetében miért taldltak alacsonyabb RNS-szintet.

Azt is meg kell jegyezniink, hogy nem minden vizsgdlat talalt dsszefliggést az RNS-
integritas és szoveti pH kozott (Sherwood KR et al., Neuropathol Appl Neurobiol, 2011, 37:
633-642). Megemlitendd tovabba az agonalis faktorok kvantifikdlasanak nehézsége is. Példaul
a hipoxia és dehidracio gyakran a klinikai betegdokumentacid alapjan keril értékelésre, noha
ezek a feljegyzések gyakran nem szolgalnak pontos adatokkal az agonalis faktorok sulyossaga
és id6tartama vonatkozasaban. Az 5.9-es pH-t tartjak a szoveti integritas kritikus szintjének,
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az ennél alacsonyabb pH esetén varhatd nagyfoku RNS-, illetve fehérje- integritas-csokkenés.
Tanulmanyainkban, ahol a szoveti pH-t vizsgdltuk, ilyen esetek csak elvétve fordultak eld.
Példaul Niblock és munkatarsai (Neurobiol Aging, 2016) vizsgdlatdban a nagyszamu minta
kozul csupan egyetlen ilyen eset volt. Az RNS-integritds jelz6szamat (RIN, 'RNA Integrity
Number’) szintén meghataroztuk és csak a hatdrérték folotti eseteket vizsgaltuk.

Egyéb valtozdk is hatassal lehetnek a szoveti integritdsra, mint példaul a
fagyasztasi/felolvasztasi ciklusok szama. Ezért a legujabb agybankolasi irdnyelvek szerint az
agyszovet fagyasztasakor tobb, kisebb méretli mintdt javasolt -78-80°C-on tdrolni miianyag
zacskéban vagy egyéb taroldban, példaul Eppendorf-csében.

Megemlitendé az is, hogy egyes fehérjék vonatkozdsdban a beteg gyodgyszerei is
befolyasolhatjak a post-mortem széveti integritas csokkenésének mértékét és dinamikajat.

Osszességében, fontos szempont, hogy a kontroll- és a betegcsoportok mintai
lehetbleg rovid post-mortem id6vel, minél inkdbb fiziolégias pH- és RIN-értékkel rendelkez-
zenek, és e faktorok vonatkozasaban (is) hasonldak legyenek a csoportok.

2. Noha a szerzé leirja, hogy tébb cikkben is patologus szakértéként szerepelt, nem ir arrdl,
hogy milyen kivdlasztdsi kritériumokkal, feldolgozdsi feladatokkal jart a mintdk
Osszegyljtése. Felkérem, hogy potolja, és mutassa be, milyen kivdlasztdsi kritériumokat
haszndltak az egyes mintdkra, milyen etikai kévetelményeknek kellett megfelelni, milyen
adatokat — a betegrél és a betegségrél - vontak be az egyes vizsgdlatokba?

A human post-mortem agyszoveten alapuld kutatdsok alapja a beteg alapos klinikai
kivizsgdlasa, a vizsgdlati eredményeknek megfelel§6 dokumentaldsa. Ez — tobbek kozott —
tartalmazza a kértorténetet, csalddi anamnézist, genetikai és biomarker adatokat, az é16 beteg
neuropatologiai vonatkozdsu szévettani feldolgozdsanak és a képalkotds vizsgalatoknak az
eredményeit. (Az értekezés 1. dbraja ilyen adatokat tartalmaz.)

Mindezek szlikségesek a klinikopatoldgiai értékeléshez és egy adott vizsgdlat
vonatkozasaban a betegcsoportok 6sszedllitasahoz, az esetek kivalogatasahoz. Az agybankolas
is neuropatoldgusi tevékenység, szakasszisztensi segédlettel — ekkor nagyszamu paraffinba
agyazandog, illetve -80°C-on tarolandé szovetminta kimetszése torténik az irdnyelvek szerint,
az eset egyedi sajatsagait is figyelembe véve, példaul az elvaltozdsok neuroanatémiai
eloszlasat, jarulékos eltéréseket. A kutatasi projektben vizsgalandé agyi régiok kivalasztasa, a
fehérjedetektdlds modszerének (pl. immunhisztokémia, western blot) meghatarozasa,
pontositasa is a neuropatolégus iranymutatasa vagy legaldbbis konzulensi véleménye alapjan
torténik, példaul hogy mi legyen a kromogén, milyen kettGs jeldlések lehetnek hasznosak és
kivitelezhet6ek.

Els6sorban a specidlis neuropatoldgiai tapasztalatot igényl6 munkafazisok (pl. a
szOvettani metszetek értékelése) vonatkozasaban szintén fontos teend6 az eredmények
kiértékelése. A hibdk azonositasa, kikliszobolése (‘troubleshooting’) is ide sorolhatd. A
neuropatoldgiai, széveti alapui molekularis eredmények klinikai korrelatumai, 6sszefliggései is
a neuropatoldégus, idedlis esetben a neuroldgus, pszichidter klinikussal és képalkotds
szakemberrel egyltt torténé kozrem(ikddését igénylik. A képi dokumentacid, a
kdozleményekhez az dabrak elkészitése is szokdsos neuropatolégus tevékenység. A
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betegvalogatasnak, az anonimitdas megé6rzésének és a kutatds etikai standardjainak is a
neuropatologus az egyik 6re. Ennek része az etikai engedély szovegezése és a blirokracia
utveszt8in valé segitése.

3. Milyen kéregtipusban taldltak CB1 receptor eltérést Alzheimer-kdrban? Vizsgdltdk a
hippocampust is? Minden vizsgdlt betegben jelen voltak az elvdltozdsok minden teriileten?

Mivel ez a munka nem szerepel az értekezés alapjaul szolgald kozlemények kozott, az
eredmények részletesebb ismertetése nincs az értekezésben. Az eredményekre a
Megbeszélés fejezetben utalok, a szinaptikus diszfunkcidval foglalkozé és az értekezés alapjaul
szolgalé publikaciok diszkusszidjanak részeként.

A hippokampuszt tartalmazé kimetszésben — amely az értekezés 2-es abrajan 3-as
szammal jeldlt — vizsgaltuk a human agyi mintakat. A szévetblokk (és metszetek) a cornu
Ammonis (CA) 1-4-es terilleteit, a preszubikulum, szubikulum, a parahippokampalis
tekervényt valamint a kollateralis arok masik oldalan a fuziform tekervény részletét
tartalmazza. Az immunfluoreszcens tobbes jeldléssel a CB1-receptor expresszidt Alzheimer
kor kiilonbozé sulyossagi fokozataiban vizsgaltuk. Annak eloszlasa Alzheimer kérban nem
mutatott kiilonbséget a hasonlé életkord, neurokognitiv szempontbdl egészséges, Alzheimer
kor tipusu elvaltozasokat nem mutaté személyek mintaival 6sszehasonlitva.

A CB1- receptor preszinaptikusan mutatkozott a preszinaptikus marker szinaptofizin
fehérjével jelolt szegmenseken, valamennyi demens és nem demens személy hippokampalis
mintajaban. Erdekes és Uj felismerése ennek a vizsgalatnak, hogy a 2-arachidonoyl-glicerol (2-
AG), amely endokannabinoid molekula posztszinaptikusan termelddik, onnan kerll a
szinaptikus térbe, és a CB1- receptorok aktivalasan keresztil képes a neurotranszmissziot
szabdlyozni. Szintén fontos, hogy a CB1-pozitiv preszinapszisok béta-amiloid tartalmu szenilis
plakkokat vesznek koriil, és itt jelentés mikroglia-akkumulacio is |étrejon. A mikroglia pedig 2-
AG bontdé enzimeket termel.

Ugyanakkor a hiperfoszforildlt tau-pozitiv neurofibrillaris kotegeket tartalmazé
neuronok szinaptikus kannabinoid szintet reguldlé enzimjeinek szintje is valtozik. Az 6sszetett
és egymasra haté mechanizmusok eredéjeként a 2-AG-medialt endokannabinoid szignalizacié
az Alzheimer- kérban megvaltozik, elsésorban a szenilis plakkok kérnyezetében. Ez valdszin(-
leg eltéré mdédon torténik, mint a masik f6 endokannabinoid, az anandamine vonatkozasaban,
ami hozzajarulhat az Alzheimer- kérra jellemzé szinaptikus diszfunkcidhoz. Erdekes mai
relevancidja ennek a kozel 10 évvel ezel6tti vizsgalatnak a kdzelmultban publikdlt eredmény:
a kannabinoid rendszer csekély mérték( aktivaldsa javitja a kognitiv funkciét az id6s6dé
agyban, azonban a fiatalok agydban nem (Bilkei-Gorzo et al., Nat Med, 2017, in press,
doi:10.1038/nm.4311).

4. Az Alzheimer korban és egyéb demencia korképekben is felmeriil a glick kdros elvdltozdsa,
vasculdrisdemenciaban a vér-agy gdt kdrosoddsa, AD-ben az ARTAG. Mondhato-e, hogy
ezeknél a neurodegenerativ korképeknél a gliakdrosodds esszencidlis, mindig el6fordul?
Mondand-e a jelélt, hogy a glidk kdrosodnak elébb, és csak ezutdn/ennek kbvetkeztében a
neuronok? Tapasztalatai alapjdn lehetségesnek tartja-e, hogy a neurodegenerativ korképek
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— az dsszes, nem csak a demencidk — elsédlegesen glidlis funkciézavarral jarnak, és a
neurondlis kdrosodds mdsodlagos?

Ez nagyon izgalmas kérdés. Ha igen a vdlasz, akkor pedig mely gliasejt-tipusok a
,korokozdék”? A kamrarendszert bélel glidlis ependima érdemben nem jon széba, mint fontos
szerepl6, marad tehdt az asztrocita, oligodendroglia (a két ,,makrogliatipus”) és a mikroglia.
Egyre tobb adat szél amellett, hogy a nyugalmi (‘resting’) mikroglia aktivacié (példaul
szisztémas gyulladds miatt) asztrocita aktivaciot is okoz, azaz a nyugvd asztrocita reaktiv
asztrocitava alakul. Pontosabban, a kétféle reaktiv asztrocitatipus kozil a neurotoxikus Al
asztrocita jon létre (Liddelow SA et al., Nature, 2017,541:481-487). Ez a szinapszisokat is
karositja, és Alzheimer-kdrban a sulyosan érintett prefrontdlis kéregben nagy szamban
megjelenik, tovabbda oligodendroglia-pusztulast is okoz. Megemlitjik, hogy a gyulladas
kivaltotta mikroglia aktivaciéo experimentalis modellje az LPS kivaltotta gyulladds, aminek
kapcsan a perifériarél is jutnak a vér-agy gaton keresztiil az idegrendszerbe mikrogliava
alakuld makrofagok és mieloid prekurzor sejtek.

A masik reaktiv asztrocitatipus az A2, amit oxigénhiany indukal, példaul stroke esetén,
és a létikben fenyegetett neuronok tulélését segiti trofikus faktorok termelése révén,
els6sorban a penumbra zénaban és kornyezetében. Stroke esetén azonban lokalis gyulladasos
folyamatok is aktivaldodnak, f6leg akkor, ha szisztémas gyulladas is fennall, példaul
bronchopneumonia vagy sulyosabb esetben szepszis kapcsan.

Kérdés, hogy az asztrocita-aktivald mikroglidlis stimulus a neurodegeneracié oka vagy
kovetkezménye. Noha az oki tényezé mellett is sok minden sz6l — a fentiekbdl is kovetkez6en
—, kétségkivil igaz, hogy a pusztuld sejtekbdl szabadda valo kéros fehérje- aggregatumok vagy
az extracellularisan lerakddd béta-amiloid dnmagaban is képes mikroglia aktivaciéra. Ez
beindithatja, pontosabban fenntarthatja a circulus vitiosus-ként a neuronok citotoxikus
kdrnyezetét.

Madsrészt, mint azt a genetikailag determinalt neurodegenerativ betegségtipusok)
igazoljak, az intracellularis kéros fehérjeaggregaciot eredményezd mutacidok megallithatatla-
nul neurodegeneraciét okoznak. Ezt érdemben nem valtoztatja meg a mikroglia és asztrocita
reakcié farmakoldgiai vagy egyéb befolydsoldsa sem. Ez azonban nem mond annak ellent,
hogy e folyamatok hatdsa a neurodegenerdcio egyik, bar 6nmagdban nem kurativ kezelési
maddja lehet.

A kérdés e keretek kozott sem zarhatd le igen/nem egyértelmiiséggel, ugyanis a
probléma komplexitdsa tobb kérdést general, mint amennyit a diszkusszié megvalaszolhat.
Példaul friss adat, hogy a szelektiv mikroglidlis TDP-43-deplécio elGsegiti az amiloid mikroglialis
fagocitdzissal torténd eltavolitasat Alzheimer kér egérmodellben. Viszont drasztikus szinap-
sziskarosodast és -vesztést okoz, még béta amiloid hidnydban is (Paolicelli RC et al., Neuron,
2017, in press, doi:10.1016/j.neuron.2017.05.037.). Nem véletlen, hogy a mikroglialis reakciot
és aktivalédast Janus-arcu jelenségnek tartjak. Ez igaz az asztrocita reakcidéra is, amint ezt
fentebb diszkutdltam. Ez pedig sokkal bonyolultabb, mint amit az M1 proinflammatorikus
(neurotoxikus) és M2 antiinflammatorikus (neuroprotektiv) csoportositas sugall.
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Noha az oligodendroglia is szerepet jatszik neurodegenerativ betegségekben és
zarvanyok is kialakulhatnak citoplazmajukban, tipusosan multiszisztémas atréfia (MSA),
progressziv szupranuklearis bénulds (PSP) és ALS esetén (azaz alfa-szinuklein, tau, TDP-43 és
FUS proteinopdtidban egyarant), szerepiik kevésbé tiinik relevansnak a neuronpusztuldsban,
mint az asztrocitdk és a mikroglia vonatkozasaban. A mechanizmus nemcsak a mielin-
karosodashoz kapcsolédd axonalis sériilékenység és kovetkezményes idegsejtpusztulds lehet,
hanem az oligodendroglidlis eredetl vastartalmu ferritin indukalta sejthaldl ('ferroptosis’),
valamint az oxigén szabadgyokok indukalta apoptdzis és a makrofagokba jutva azok cito-
toxikus potencidljanak fokozasa. Ismeretes, hogy Alzheimer-kér esetén az oligodendroglidbdl
felszabaduld vas elGsegiti a béta-amiloid oligomerek kialakuldsat az extracelluldris térben, és
fokozza azok toxicitasat (Liu et al., ] Biol Chem, 2011, 286: 4248-4256).

A neuronok és gliasejtek kolcsonhatasa igazolja a régi feltevést, hogy az idegsejt-
pusztulds ALS és egyéb neurodegenerativ betegségek esetén nem sejt-autoném ('non cell-
autonomous’).

E kérdés kapcsan emlithet6, hogy a neurodegenerativ proteinopatidk prion-szeri
terjedés hipotézisének fontos eleme a koéros fehérjéknek a neuron és gliasejtek kozotti
(szinaptikus és kozvetlen) kdlcsonhatdson alapuld propagacidja.

5. Az iszkémia és a neuroprotekcio vizsgdlatdhoz: ugy tudom, az is problémadt jelent emberi
esetekben, hogy az dssejtekbdl ujonnan képzddéb sejtek sokkal kevesebben vannak, mint
dllatkisérletes modellben, és nagyrészt gligk. Raaddsul hamar el is pusztulnak. Nem
lehetséges-e, hogy a DNS szénizotdp-koncentrdcio mérések azért hoztak negativ eredményt
a sejtképzédés szempontjabol a sztrokos betegekben, mert a keletkezett sejtek mdr
meghaltak a mérés idejére?

Harom naptdl 13 évig terjed6 post-stroke id6szakot vizsgaltunk, és sem a korai, sem a
krénikus stroke esetében nem igazolddott neurogenezisre utald radiokarbon-beépiilés a
neuronadlis DNS-be, azaz valamennyi neuron az életkorral megegyez6 korunak bizonyult. Mivel
hosszu post-stroke idSintervallumot fed le a vizsgalat, kijelenthet8, hogy az iszkémias stroke

nem indukdl szdmottevs neurogenezist.

Koszonom épit6 kritikai megjegyzéseit, megtisztel§ értékelését és tamogatasat az
értekezés nyilvanos vitara tlzését illetéen. Bizom benne, hogy opponensi véleményére adott
valaszaim kielégitSek.

Debrecen, 2017. julius 15.

Hortobagyi Tibor

10



