Opponensi vélemény
Alpar Alan:
»Funkciondlis anatomiai valtozasok Alzheimer-kérban”

cim( doktori disszertacidjardl.

Alpar Aldn doktori disszertdcidja monografia formaban irédott, 207 oldal terjedelm(i munka.
Tdlnyoméan morfoldgiai adatokkal gazdagon illusztralt mirél van sz6, mely nagyjabdél (a
kdzlemény jegyzék alapjan legalabbis) 12-13 esztendd tudoményos kutatdmunkajanak
Osszefoglaldsa. A munkdssag bizonyos darabjai kilfoldi kutatéhelyeken keletkeztek. Ezekben
értelemszerlen kulfoldi kollégdk munkaja is reprezentalédik. Bizonyos munkdkat
(szerz&tarsakkal) a budapesti anatdmiai intézetben allitott el8. A munkassag darabjai
meglehet8sen szertedgazdak; amint emlitettem nagyrészt morfoldgiai természetiiek — de
vannak molekuldris bioldgiai és viselkedéstani kisérletek is. A szertedgazo kisérleti
megkozelitéseket a neurodegeneracid tematikaja koré csoportositja. Allatkisérleteit human
autopszids anyagok vizsgalataval prébalja tdmogatni. A disszertacid rovidebb filogenetikai
»Kirdndulasokat” is tartalmaz, melyek soran nem szokvényos eml@sfajokat és madaragyakat is
vizsgdl. A disszertacid végén ,szupplementum” talalhato, amely tartalmazza mindazokat a
tablazatokat, melyek részben az mddszertani fejezet, részben az eredményeket taglalé fejezet
részei —am oda torténd beillesztéslik az adatok sokasaga miatt megnehezitette volna az olvasé
dolgét. Osszesen 18 tdblazat tartozik az értekezéshez. A disszertacié 442 referenciat hasznal;
ezeket attekinthet6en ABC sorrendben sorolja fel. A disszertdcié fejezeteit sorra vessziik
birdlatunkban.

A ,Bevezetés” biradlata

Eldljaréban tomor leirdst kapunk az Alzheimer-korrdl a citoszkeleton patoldgia felé irdnyitva az
olvasé figyelmét; a patomechanizmus sok szempontbdl homalyos, ezért érdemes transzgenikus
allatokat haszndlni. Utalds torténik az agyi extracellularis matrix szerepére is. Alfejezet
foglalkozik az amiloid prekurzor fehérje szerkezetével: szerz6 réviden dsszefoglalja az amiloid
prekurzor fehérje normdlis és patoldgias jelent6ségét. Rovid fejezet foglalkozik a tau fehérje
foszforilaciéjanak fontossagdval, majd a Ras G-fehérje és a MAPK fehérjecsalad kovetkezik.
Mindezek bevezetik a neuron-alak és neuron-méret valtozésaival kapcsolatos vizsgalatok
ismertetését. Kovetkez$ alfejezetben az endokannabinoid rendszer szerepét foglalja dssze: itt
utalds torténik az endokannabinoidok lehetséges szerepére a kdzponti idegrendszeri



gyulladdsokban. Végll kissé hosszabb bevezet6 széveg foglalkozik az agyi extracellularis matrix
kémiai Osszetételével, és a matrix lehetséges patoldgiai jelent8ségével neurodegeneracidban.

Miutan a szoveg nem konyvfejezet, hanem egy szertedgazo problematikaju disszertacié része,

megfelel a célnak, és bevezeti az olvasét a m problémakorébe.

A , Célkitlizések”

A disszertdacié célkitlizései a bevezetés alfejezeteinek megfelels problémafelvetések. Emellett
célkitlzésként szerepel differencidlatlan neuronpopulacidk (neuroblastok) keresése az eml8s
agyban — egyfajta plaszticitdsi ,megolddsként” a neurodegeneracié ellensilyozasara. Mindeddig
a tartalom jél kovethetd és a szerkesztés kdvetkezetes.

Az , Anyag és médszer” fejezet

Ebben a fejezetben viszonylag részletesen ismerteti a kutatasi mddszereket. Megtérténik a
transzgenikus egértorzsek rovid jellemzése: elGallitasuk illetve felhasznalasuk bizonyos
molekuldris mechanizmusok modellezésére. A vizsgélt transzgenikus egerek:

1. B6-Py8.9: human amiloid prekurzor proteint kddold éleszt6kromoszéma — az allatok nem
mutatnak Alzheimer-tlineteket és neuropatologiat.

2. PDGF-hAPPW1: szintén human amiloid prekurzor proteint expresszal. Nincs amiloid
lerakdédas az allatban.

3. Tg2576: hAPP695 expresszidét mutat. Az dllatban amiloid plakkok képz&dnek.
A p21H-RasVall2 transzgént expresszald allattorzs. Ennek segitségével a Ras valamint
MAPK szerepét vizsgalta.

Valamely oknal fogva egy transzgén torzset szerzé nem emlit ebben a fejezetben (APdES: a
tabldzatokban szerepel). ismertetésre kerlilnek a m{itéti technikak, a palyakévetési mddszerek,
a neurogenezis vizsgalata és az in vivo sejtfeltoltés; a viselkedési tesztek és egyéb, az allatok
fizikai aktivitasaval és a hiberndacidval kapcsolatos modszerek. Ismerteti a vezikularis GABA
transzporter antitest in vivo felhasznéldsi modszerét is. Ezt az antitestet gatld interneuron
populaciok elpusztitasdra hasznalta a deafferentacids kisérletekeben. A fliiggelékben lévd
tablazatokkal egyltt és kiegészitve azt mondhatjuk, hogy a mddszertani fejezet kimerit6 és
alapos. A birdldk kévetni tudjak a kisérletek részleteit, és ellenérizni lehet a felhasznalt
reagenseket is.



Az , Eredmények” fejezet

Ebben a fejezetben szerzd leirja szertedgazd kisérleteinek eredményeit, melyeket fény- és
elektron mikroszkopos mikrofotografiakkal, grafikonokkal, camera lucida rajzokkal és Western-
blot fényképekkel illusztral. Minden dbrahoz dbramagyarazat tartozik. Az eredmények
prezentacioja attekinthetd és kovethets. Minden lényeges allitasat abraval bizonyitja, ami
megadja a disszertacié hitelességét. Sajnos, az dbrak mindsége néhany fejezetben nagyon rossz
- ezekben az olvasé csupdn a szoveget és a grafikonokat tudja értelmezni. Az dbrak min&ségérél
az egyes fejezetek sordn tesziink emlitést.

A dendritfa morfolégiai valtozasainak vizsgalata agykéregben, transzgenikus egerekben

A transzgenikus allatokban, melyekben béta-amiloid lerakddéasok vannak (Tg2576 egértorzs)
mérsékelt dendrit degeneracid is kimutathatd. A B6-Py8.9 egértdrzsben, mely humén amiloid
prekurzor fehérjét expresszal, dendrit hipertréfia mérheté. Miutan a dendritfa morfoldgiai
valtozasai az afferentdcio valtozasait is tikrozhetik, szerz6 megvizsgélta az axonterminalisok
eloszlasat a kérdéses transzgenikus allatokban. Nem talalt igazén szignifikans valtozést (a
cholinerg végz6dések mérsékelt novekedést mutattak). Ezért megvizsgélta azt, hogy mitéti
deafferentacioval milyen dendritikus elvéltozasok kdvetkeznek be. A dendrit degeneréciét
mutatd egértdrzsben elvégzett deafferentacid (vibrissa eltavolitds) stlyosbitja a dendrit
degeneraciét. A dendrit degeneraciot mérsékelte, ha az allatok rendszeresen tébbet mozogtak
(ketreclikbe mékuskereket helyeztek). Ezek az eredmények 6sszecsengenek a klinikai
megfigyelésekkel.

Hiberndacié hatasa a neuron morfolégidra és a memériara

Miutan hiberndacioé soran olyan reverzibilis molekuldris valtozasok térténnek (tau protein
hiperfoszforilacid), melyek az Alzheimer kérban irreverzibilisen zajlanak, szerz8 a hibernécid
neuromorfolégiai és neurokémiai jellemzGit vette gorcesd ala. Sziriai aranyhéresdg hippocampus
vizsgalata hiberndcid soran nem eredményezett értékelhets-szignifikdns-, illetve az Alzheimer
korban értelmezhet§ eredményeket. Ebben a fejezetben az dabrak minésége olyan rossz, hogy
opponens birdlata soran csak a szévegre és a grafikonokra tudott hagyatkozni.

A p21H-Ras fehérje lehetséges szerepének vizsgdlata transzgenikus egérben

A transzgenikus allatok neuronjai az ontogenezis vége felé (P14) kezdik magas szinten
expresszalni a p21H-Ras fehérjét, mely a neurotrofin jelatviteli mechanizmusokban vesz részt.
Az dllatok agykérgi volumene szignifikdns névekedést mutat. Piramissejtjeik nagyobbak, a
dendritek vastagabbak, a dendrittiiskék szama magasabb a vad tipusd kontrollokéhoz képest. A
piramissejteken végz6d6 afferens axonok szdma is novekszik, és a piramissejtek igen jol
reagdlnak a fizikai aktivitdsra. A transzgenikus allattorzs jellemzése (feltehet8en) bizonyitja a



neurotrofikus jelatviteli utak fontossagat az agykéreg volumenének és neuronjainak funkcidja
szempontjabdl — egyben felveti a lehetdségét annak, hogy a neurodegeneracidt ebbél az
aspektusbdl meg lehetne elzni. A fejezetben szép és demonstrativ dbrék vannak.

Az endokannabinoid rendszer valtozasai Alzheimer-kérban

Ez a fejezet human mintdk analizisérdl szél. A mintdk diagnosztizalt betegekbdl és kontrollként
hasznalt tinetmentes elhunytakbdl szarmaznak. A receptorok nem mutattak szignifikins
valtozast. A bontdenzimek azonban megvéltoztattak lokalizécidjukat: a beteg neuronokbdl
mikroglia sejtekbe keriiltek at. A fejezetben szép és demonstrativ dbrdkat latunk.

A sejtproliferacié megfigyelése és kapcsolata a neurodegeneraciéval

Szerz6 suin agyban vizsgdlta a BrdU pozitiv sejtek szamat és eloszldsat — az életkor fuggvényében
jelentds szamu osztddo sejtet taldlt. Ezek a referencia-kisérletek a human amiloid prekurzor
fehérje neurogenetikus hatdsdnak vizsgalatdhoz: ezen utdbbi kisérleteket a fehérjét erdsen
expresszalé PDGF-hAPPW1 transzgenikus egerekeben végezte. Kisérleteiben beigazolédott, hogy
ingergazdag kdérnyezet hatdsara a fehérje serkenti a sejtproliferaciét. Ezek az eredmények
dsszhangban vannak az irodalmi adatokkal.

Differencialatlan neuronok az emberi szaglérendszerben

A kovetkez8kben a tractus olfactorius secretagogin-tartalmu sejtjeinek leirdsa kovetkezik. Ezek a
sejtek neuronszer( sejtek, amelyek feltehet6en kevéssé differenciéltak és szerepiik lehet az
Alzheimer-kdrra jellemzé szaglasi defektus kialakuldsdban. Szerzé megvizsgalta a sejtek
markereit, a sejtek eloszldsdt emberi agyban és transzgenikus egerekben. Nem talélt jellemzé
elvaltozasokat, amiket oki kapcsolatba lehetett volna hozni a betegséggel. A sejtek eloszldsat a
plakkok sem befolyasoljak (APdE9 transzgenikus egér).

Az extracelluldris matrix szerepe/valtozasai Alzheimer-kérban

Szerz6 részletesen leirja az extracelluldris matrix kiterjedését és lokalizacidjat hazicsirke,
fehérpatkany és ember agyaban. Fény-és elektronmikroszkdpos képekkel illusztréja a leirdsokat
—sajnalatos, hogy itt is el6fordulnak rossz mingségii mikrofotografidk (69., 70., 73., 78. dbrék),
melyek semmiféle informaciét nem kozvetitenek. Vannak azonban szép és informativ dbrak is.
Az Alzheimer-kér illetve transzgenikus egér (plakkokkal) nem mutat igazan szignifikans
eltéréseket ebben a kérdésben sem.



A ,Megbeszélés”

lgen nehéz feladat a szertedgazo vizsgalatokat egy nevezére hozni. A diszkusszié elsé részében a
prekurzor fehérjére felf(izott érvelést taldlunk: a fehérje expresszid és sejtproliferacié valamint a
neurondlis morfoldgia kozott vildgos kapcsolatokat lehet felfedezni. Az aprélékos morfometria
feltdrja azokat az egyébként lathatatlan (patho)morfoldgiai véltozédsokat, amelyek egészen
biztosan lezajlanak a betegség soran is. Ebben a tekintetben igen fontosak a transzgenikus
allatok: miutdn a morfoldgiai elvaltozasokat génmiikddéssel lehet kapcsolatba hozni. Nehezebb
a szerz6 dolga a hiberndcidval: igen merész allitas ugyanis a hibernaciét a korai Alzheimer-kérral
kapcsolatba hozni; jéllehet a tau foszforilacid itt is megfigyelhetd. Az dllatok memdridja azonban
nem karosodik, neurodegenerdcio sincs, ezért nem gondoljuk, hogy a hibernéaciét Alzheimer-
modellként kellene emlegetni.

Ertékes eredmények sziilettek a p21Ras expresszi6 vizsgélata soran az agykéreg morfoldgidja
tekintetében. A p21Ras génszabdlyozott mennyiségi névekedése az agykéreg volumenét
szignifikdnsan megnoveli, a piramissejteket szintén (beleértve a dendrittiiske-denzitdst) —ami
dnmagdban is érdekes alternativaja (lehetséges ellentételezése) a neurodegeneraciénak. Amint
azt a szerz6 emliti, humdn mintakon is detektdlhaté a p21Ras jelatvivé rendszer aktivécidja
Alzheimer-kérban. igy a szerz§ ltal a transzgén allatban leirt elvdltozasok hasznalhatok
lehetnek az patogenezis magyarazataban.

Erdekesek a mikroglidlis endokannabinoid metabolizmus valtozasaival kapcsolatos
megfigyelések, melyek bizonyitjdk a mikroglia metabolizmus szignifikdns er6sdodését — és
ahogyan szerz6 fogalmaz a neuron-glia interakciok karosodasat Alzheimer-kérban. Ezek a
vizsgalatok egy valddi, human neuropatoldgiai jelenséget irtak le, amely egészen biztosan
belekertl majd az Alzheimer-kér neuropatoldgiai leirdsaiba.

A sejtproliferacidval kapcsolatos vizsgélatok leird jellegliek, és precizitasuk miatt mindenképpen
emlitésre érdemesek. Ezen a ponton azonban nem sikerllt kapcsolatot taldlni a
neurodegeneracidval. Hasonloképpen, nagyon szép és alapos a secretagogin-pozitiv sejtek
leirdsa human szaglérendszerben — az eredmények azonban itt sem mutatnak szoros
kapcsolatot az Alzheimer-kdrral.

Hasonldképpen alapos és atfogd vizsgalatokat végzett a szerz8 az agyi extracelluldris matrix
neurokémidjaval és lokalizacidjaval kapcsolatban. Az eredmények bizonyara nagyon hasznosak
lesznek a tovabbi munkdban. Szoros neuropatoldgiai 6sszefliggést azonban itt sem sikertlt
taldlni: a valtozdsok valdsziniileg inkdbb altalanos jellegliek és nem specifikusak az Alzheimer-
kér tekintetében.

Mégis, ebbdl a hatalmas adathalmazbdl lehetett volna egy koncepcidzusabb diszkusszié: sorra
lehetett volna venni (kritikai szemsz6gbél) azokat a morfoldgiai-neurokémiai valtozasokat (akar



transzgén dllatban, akdr human agyban voltak megfigyelhet8k), amelyek az Alzheimer-kér
neuropatoldgidjahoz szorosabban kapcsolddnak, és igy valdszinlsithetéen a beteg humén
agyvel6ben is lejatszédnak. Hidnyzik egy koncepcidzus molekuléris bioldgiai 8sszefoglalds is —
amig a bevezetéshen részletes molekula-leirdsok vannak, a diszkusszidban mar csak irodalmi
hivatkozasokat taldlunk; nincs (pedig az eredmények alapjan lehetne) molekuldris koncepcié a
prekurzor fehérje, vagy a Ras, vagy az endocannabinoidok, vagy a matrix molekuldk
patogenetikai szerepét illetéen.

Opponens a kdvetkez6 eredményeket ismeri el a disszertacio eredeti megallapitasaiként:

1. Szerz8 kimutatta és morfometriai méréseivel bizonyitotta, hogy az amiloid prekurzor
proteint tllzott mértékben expresszald egértorzsek koziil azok az dllatok mutatnak
dendrit degeneracidt, amelyekben a mutacié kévetkeztében plakkok képz8dnek. Az APP
hatasa inkabb trofikus és neuroprotektiv.

2. Szerz6 kimutatta, hogy a hibernacié soran (valészin(ileg az intracellularis transzport
lassuldsa miatt) a piramissejt dendriteken atmeneti atréfia és a szinapszisok szamanak
vélhetd csdkkenése jelentkezik. Mindezt a tau-fehérje hiperfoszforilacidja kiséri. Nem
fogadjuk el szerz6 azon allitasat, hogy ez a jelenség az Alzheimer-kdrhoz hasonlé (de
atmeneti) dllapotot hoz létre.

3. Szerzd kimutatta, hogy a p21Ras tulzott neurondlis expresszidja jellegzetes morfolégiai
valtozasokkal jar, amelyek az agykéreg ,hipertréfigjat” jelentik. A sejtek, a dendritek és a
dendrittliskék morfoldgiai valtozésait preciz morfometriai adatokkal témasztotta ala.

4. Human agykérgi mintakon figyelte meg azt, hogy Alzheimer-kérban a 2-arachidonoil-
glicerol lebontdsdért felelés enzim dendritikus koncentracidja csokken, és az enzim
mikroglia sejtekben jelenik meg.

5. Morfolégiai-neurokémiai vizsgélatai leirtdk a human szagldrendszerben jelen lévé
secretagogin tartalmu bipoldris sejtek lokalizacidjat, morfolégiai és neurokémiai
jellemzéit. Kimutatta, hogy a tractus olfactorius secretagogin-pozitiv sejtjeinek szama
Alzheimer-kérban csokken.

6. Részletekbe mené morfoldgiai és neurokémiai vizsgélatokkal madér, emlés és human
agyszovetben feltdrta az agyi extracellularis matrix kémiai 6sszetételét és morfoldgiai
megjelenési formait. Kimutatta, hogy egyes molekuldris komponensek Alzheimer-kérban
megvaltoznak.

Szerz§ a kutatdsi mddszerek hatalmas arzenadljaval dolgozik. Morfometriai megfigyelései fontos
adatokat szolgaltatnak a neuronalis plaszticitas és neurodegeneracié jobb megismeréséhez.
Megfigyeléseivel megprobalja 6sszekapcsolni a molekuldris mechanizmusokat és a
mikroszkdpban [dthatd képet, amely torekvés (és a minségi megvaldsitds) mindenképpen a
neurobioldgia jelenlegi élvonaldba sorolja a vizsgélatait és eredményeit. Eredményei



meggy8z8en hitelesek. A doktori mi f6 megdllapitasait az el6bbiekben (1-6. pontok)
felsoroltam. Hidnyossagai nagyrészt stildris jellegliek: a kovetkezetlen irasmadd, idegen szavak
indokolatlan haszndlata — ezeket a sz6vegben jel6ltem, itt nem kivdnom sorolni. Hidnyossagként
az egyes fejezeteknél emlitettem az abrak rossz mindségét, valamint egy szintézis-szer(
kitekintés hidnyat a diszkussziéban.

Szeged, 2016. janudr 14.

Dr.‘HébiI,:‘MihélyAndfés
az MTA doktora

tanszékvezets egyetemi tanar



