Dr. Jaszberényi Miklds
a 'Neuropeptidek Modulator Szerepe az Adaptaciés Folyamatok Szervezédésében ’ c. MTA

doktori értekezésének biralata

Az értekezés cime igen széles teriletet Olel at. A Lissak Kalman akadémikus nevével fémjelzett
Iskola mintegy 50 éve indult tobbek kozott ezzel a témaval. A szerzé a Szegedi Tudomanyegyetem
Kérélettani intézetében rendszeres kutaté munkaval bévitette a neuropeptidek szerepének
kutatasat az adaptacios élettani és korélettani folyamatok megértéséhez, ami volumenét és

minGségét tekintve is elismerésre mélté és valdban alkalmas egy MTA doktori cim elérésére is.

A disszertaciéo formailag koveti az elGirdsokat, magyar nyelven foglalja 6ssze a kivalasztott
témakhoz kapcsolddd kozlemények anyagat egy rovid Bevezetés, egy részletes Anyag és
Mddszerek valamint Eredmények és Megbeszélésiik és végiil a Kovetkeztetések fejezetek
segitségével. Az értekezésben a hivatkozasok szama 292, melyet egy tudomanymetriai
Osszefoglald tablazat kovet. EbbGl a tablazatbdl kideril, hogy a jelolt 42 nemzetkozi
kozleményébdl 9 kerilt kozlésre a korabbi utolsé tudomanyos fokozat (gondolom PhD) elérése
utdni idészakban. Osszesitett fliggetlen idézetek szdma 441. Ez a tudomdnyos teljesitmény

megfelel6nek bizonyult az MTA doktora cim eléréséhez, amivel egyetértek.

A Bevezetés tomoren és meggyGz6en targyalja a neuroendokrinoldgia rohamos fejl6dését, mely az
agykutatas egyre tébb részkérdésével foglalkozik és igy az idegtudomanyok szerves része lett. A
bevezet§ attekintés érinti a sajat korabbi kutatasokat is, melyek pl. a PhD disszertacidban keriltek

osszefoglalasra.

A _Célkitiizések fejezet 3 csoportba sorolja a vizsgalt Gj neuropeptideket, (1) orexin/hipokretin és
ghrelin, eredetileg a taplalkozas szabdlyozdsaba sorolt peptidek, (2) a cirkadian szabalyozasba
szerepet jatsz6 néhany peptid: neuromedinek és RFamidok, (3) a viselkedésre és a
neurodegenerdciéra is hatd peptidek kozil a novekedési hormon és a gonadotropin

‘releasing’hormonok és az apelin.

Az_Anyagok és Mddszerek fejezet részletes leirdsokat ad az alkalmazott széles skalan mozgd

modszerekrdl, melyek a hormonszintek és viselkedési valtozok mellett morfoldgiai, biokémiai és
genetikai méréseket szolgdltattak. A formai oldalrdl lenne megjegyzésem: nem szerencsés, hogy

az dabraaldirdsok nagyon szlikszaviak, az Eredmények fejezetek dbraira is vonatkozik ez a



megjegyzés. A részletes leirdsok a szoveges részben taldlhatdk, ez nem minden esetben szolgalja a
teljes és gyors megértést. Az 55. és 56. abrak mutatjak, milyen hasznos az dbrahoz kapcsolt
kdzvetlen magyarazat, raadasul kisebb betlivel is szedhetd, ami helykimélést jelent. A jelen
formaban magyar nyelven kivant MTA doktori értekezés a gyakorlatban csak nagyon
korilményesen tudja visszaadni a tobb teljes megjelent nemzetkozi kézlemény teljes igény(

kivonatat — ami tehat kiilon feladat elé allitja a jeloltet.

Megjegyzés: az MWM maddszer leirdsa (10 abra) mintegy 3,5 oldal terjedelmet kapott. Ez azt is
jelentheti, hogy a szerz6k ebben a kisérleti mddszerben jelentGs 6nallé mddositasokat hajtottak
végre, ami kilon is kiemelhetd, megemlithetd lenne. Jelenleg nagyon aktudlis a magatartasi
moddszerek tovabbfejlesztése, tokéletesitése egy-egy adott kérdés célzottabb megvalaszolasaban.
Kérdésem, hogy ez igy tortént-e ebben az esetben? Es ha igen, akkor miben all a mdédszertani
tovabbfejlesztés Iényege? Ugyanakkor, ennél az abrandl 5 egymds utani napon kerilt bemutatasra
egy egér MWM tanuldsa. Kérdés: a bemutatott eset jellemz6-e? Ugyanis, az elsé tarsitasnal az
allat nem taladlta meg az emelvényt, mig a 2-iktél kezdve nagyon gyorsan tanult. Ez azt jelenti,
hogy az els6 pozitiv tarsitas utan az allatok gyakorlatilag megtanultdk a tesztet, azaz egy tarsitasos
tanuldst mutattak!? Az is kérdéses, hogy mely életkorbdl szarmazik ez a példa? Ennek lehet

jelent&sége a tanulas életkor figgése miatt.

Ha mar ennél a mddszernél tartunk megemlithetd, hogy hellyel-kozzel bizonyos pontatlansagok is
elé6fordulnak a disszertacidban, melyek szinte elkerilhetetlendl jelentkeznek, bar zavardak
lehetnek. Itt a 10. dbra leirdsanal az olvashatd: hogy ,Mivel az 5. tanuladsi nap nem eredményezett
érdemleges valtozast a 4.-hez mérten” az 5-ik tesztet kihagytak és csak 4 tesztbdl allt a tanulasi
blokk. Ugyanez a megjegyzés az értekezés téziseinek flizetében (12. old.) gy szdl, hogy ,Mivel az
5. tanuldsi nap eredményezett érdemleges valtozdst a 4.-hez mérten” ... - nyilvdn ez a madsik
kijelentés pontosan ellentéte az el6bbinek (ami viszont azért zavard, mert a legtébb olvasé csak a

tézis flzetet olvassa, és nem érti a logikat).

Eredmények és Megbeszélések

(1) Az orexinek/hipokretinek és a grelin

Az_orexinek/hipokretinek funkcionalis hatasvizsgalata felvetette, hogy az étvagy fokozddas az az

élettani allapot, ami egyrészt a peptidhatasok mogott all, mely szovédik a HAM aktivacioval is és



ezek a peptidek csokkentik a testhGmérsékletet, tehat az vegetativ idegrendszer anabolikus
medidtoraiként is felfoghatdak egyidejlileg. Tovabba dsszehangolt a hatdsuk a CRF és NPY peptid
hatasokkal, valamint fokozzak a tanulasi képességet is adrenerg és GABA-erg interakcidban. Az
itteni eredmények felsoroldsa kdzott nincs adat arra vonatkozdan, hogy a lokomotoros intenzitds
és a magatartasi ébredési reakciok milyen iranyba valtoznak? Ez a motoros kimenet( funkcié
csalad azért fontos, mert e nélkil nincs sem céltudatos, sem adaptacios viselkedés. Kilonben az
egész disszertacio egyik alapja és érdeme e funkcidk kiemelése a viselkedés szempontjabdl, amit
nagyra értékelek (mds szempontok alapjan). Ugyanakkor, kimutattak, hogy egy szorongds-szer(i
viselkedési allapot jelentkezik a peptid kezelések utan, valdszinlien egy fokozott emdcionalis
allapot kialakulasanak kovetkeztében. Itt felmerll a szdmos magatartasi valtozd intenzitas-
vizsgalatdnak sziikségessége az id6 fuggvényében a peptid kezelések utan. Miutan ezen orexigén
peptidek hatasaban fontos az NPY és CRH aktivacié e hormonok hatdsanak idéfliggése is jelent8s
lehet, és az éberség-stressz fokozdddsa visszacsapdsi reakcidoként szorongds-szer( allapotot
valthat ki. Mi errél a jelolt véleménye? Mdasrészt, az interakcidkban milyen prioritasi sorrend
korvonalazhatd a kivaltott hatasokban az egyes vizsgdlt neuropeptidek kozott? Nyilvan ehhez
egyidejd peptid hatdsok Gsszehasonlitdsdra lenne sziikséges, ami bonyolult, de a hatékonysag
osszehasonlitasa szlikséges lehet.

A ghrelin esetében van bemutatott vizsgalat a kivaltott és spontan lokomotoros aktivitds
értékelésére, és ez a peptid nagyban mutatott hasonldsagot az orexin/hipokretin hatasokkal
minden vizsgalt paraméterben kivéve a testh6mérséklet valtozast. Maga a ghrelin, ami
periféridsan is termel&dik a ‘growth hormone secretagogue receptor’-on (GHS-R) keresztil gatolja
a termogenézist, tehat végll is, ezen a ponton is hasonld a hatdsa az orexin/hipokretin
peptidekkel. E receptor hatas révén pl., elGsegiti az elhizast f6leg id6skorban (Lin és mtsai., AGING,
December 2014, Vol 6, N 12). Masrészt valdban megerdsithets, hogy a ghrelin a markans mag-
hémérsékletet emel6 hatdsdaban valdszinlien csak masodlagos utak a jelent6sek, mint pl. a
szerotonin rendszer hatasa, ahogy erre a disszertacié konkludalt. A szerotonin szerepe felmeril a
HAM mikodésében is és a ghrelin jelent6sen fokozza ennek miikodését szintén szinte kizardlag

masodlagos utakon (5-HT jelent&sége). Ezen a ponton lehetne rdmutatni a disszertacid egyik

erdteljes kutatdsi erejére, ahogy az 6sszefliggéseket vizsgalta az adaptacids viselkedés és a HAM

aktivacioja kozott (ezek mar a korabbi kutatdsok célpontjai is voltak), amihez hozzdadddott a
vegetativ funkcidk neuroendokrin vizsgdlata Osszefliggésben valdszinlien a legjelentGsebb
klasszikus neurotranszmitter funkcidkkal (amelyek mindenképpen Ujabb kutatasi eredmények). A
munka tehat kelléen holisztikus ahhoz, hogy a humdn patoldgia szdmos irdnyaba kozvetlen

kimenetet szolgdltasson, ami nyilvanvaldan a fG célja az allatkisérleteknek is.



(2) RF amid rokonsdgi kérbe tartozo peptidek

A bemutatott kisérletek mdsodik fejezetében vizsgdlt peptidek tovdbb erdsitik a fent
elmondottakat mivel Ujabb peptid csaldd hatasaban jelentkeznek az adaptdcids viselkedés és
annak peptiderg szabdlyozasara vonatkozd nagyrészt mar megismert utak. Itt adatokat latunk a
mosakodds viselkedésre is, ami valdban szoros Osszefliggésbe hozhaté a magatartasi éberségi
reakcioval, amit szdmos neuropeptid tdmogat, ahogy ezt lattuk a jelen disszertacidban. A
mosakoddsi valasz ebben a folyamatban azért érdekes, mert valdszinlen egy visszacsapasi funkcid
eredménye (negativ feed-back valasznak is felfoghatd, az irodalomban 'dearousal’ kifejezéssel is
adaptacids valaszt generalunk bioaktiv vegyiletekkel, akkor a szabalyzé rendszer vissza is tér az
eredeti allapotba az anyag beadasa utan. Ez a funkciondlis fazis id6ben eltoltan, késébb jelentkezik
és a komplex vizsgalata fontos, mivel valdszinlien a védekez6 (gatld) mechanizmusokra hivja fel a
figyelmet, ami a patoldgia felé esetleg tobb informacidt szolgaltat. A szamos részletes eredmény
mellett ebben a fejezetben a vegetativ valaszokat hangsulyoznam: nevezetesen a markans
testhGmérséklet és a kisebb mérték(i szivfrekvencia csékkenéseket, ami jelentés a vegetativ
idegrendszeri szabdlyozas kozponti idegrendszeri neuroendokrin szervez6dése szempontjabdl, és

jelen van az el6bb targyalt peptideknél is.

(3) A neuroprotekcio moduldcicja

A demencia terapidja jelenleg szinte a legéget6bb gyogyszertani kérdés is, mivel egyszer(ien
fogalmazva nem létezik még valdban hatékony gyogyszeres terdpia. Az atlagéletkor viszont
novekszik az idegrendszeri megbetegedések részesedése az egészségiigyi keretbsl ennél még
drasztikusabban emelkedik. Tehat minden térekvés, ami hatékony gydgyszerelést céloz
kiemelhet6 tudomanyos szempontbdl is. Raadasul, a jelen disszertacio a legels6k kézott van, mely
véllalkozik a neuropeptid kezelés megoldassal. A szerz6k az Aging folydiratban megjelent
kozleménye foglalja O0ssze a publikalt eredményeket (Jaszberenyi és mtsai, AGING, November
2012, Vol 4 N 11). Csak par megjegyzés ehhez a fejezethez:

- A 62. oldalon olvashatjuk, hogy az AB peptid szarmazékok Iényegében a sejtmembranban
halmozddnak fel és ezen keresztil indul el a toxicitas. Itt az AB fibrillumokra (molekuldris béta-
templat alapu strukturdkra) torténhetett az utalds, de az is ismert, hogy az oligomér AB

molekuldk a legtoxikusabbak és ezek oldékonyak vizben. Tehat, f6leg a korai stadiumban az

oligomér molekuldk lehetnek a neuropatoldgia és a neuronkdrosodas célpontjaban.



- Az IHC analizisnél a neuronalis AR immunfestést vették alapul az AP1-42 felhalmozédas
indikatoranak és ez alapjan szamoltak az immunpozitiv sejtek szamat. Kérdés, hogy a pozitiv
neuronokban az AP fest6dés csak a membranra lokalizalddott-e (ahogy ezt a bevezet6 rész
targyalta) vagy fellelhet6 volt az intracellularis fest6dés is? Masrészt AR pozitiv plakkok
kimutathatdak voltak-e az interneuradlis térben? Ugyanis, az alkalmazott 5XFAD egértorzsben jelen
vannak az AP plakkok (Antonios és mtsai., Sci Rep. 2015 5:17338.) és ismert az is, hogy az APP
enzimatikus lebontds mar intracellularisan is elkezd6dik, mely toxikus AB peptidekhez vezet
(Zhang és mtsai, Nat Commun. 2015 6:8762.). Ezek a felvetések tehat a mért immunpozitiv
stukturak kivalasztasanak indoklasara vonatkoznak. Az eredményeket a 45. dbra foglalja Ossze.
Ezen az dabran kérdéses, hogy a ’'B’ abra oszlopaihoz SD vagy SE kapcsolodik-e? Tovabbi
megjegyzés, hogy a 45/C abran nincs feltiintetve a nagyitas mértéke. Tovabbi észrevétel, hogy a
kontroll és a kezelt szévettani képek nem 6sszehasonlithatdak, a kivalasztott morfoldgiai struktura
tulzottan kulénbozik a kontroll vs. kezelt csoportokban. igy kérdés, hogy a pozitiv sejtek szamat

mire standardizaltak?

- Kérdés, hogy a génexpreszidkat 6sszefoglald 4. tdblazatban ndvekedés vagy csokkenés van

abrazolva, tehat nétt vagy csokkent a gének expresszidja?

A Kévetkeztetések fejezet nagyon hasznos és szemléletes Osszefoglaléd dbrdakat mutat be, ami
tokéletesen megfelel az elvardasoknak. Jémagam csak egy tovabbi szempontot vetnék fel, ami kéri
a jeldlt véleményezését is:

Ismert, hogy a névekedési hormon (GH) koncentracié meredeken csokken a meno- és andropausa
utan. A GHRH antagonistak valdszinlen tovabb csokkentik a névekedési hormon szinteket (GH és
IGF-I). Elfogadott, hogy ezek a névekedési hormonok fokozzdk az m-Tor intracelluldris jelatvivé
utvonal aktivitasat. Blagosklonny MV tedridja (pl. Aging, 2010, Vol.2 No.5) szerint az m-Tor
intracellularis Utvonal csokkenése késlelteti az Oregedést ill. ellene hat az Gregedéssel jard
patoldgias allapotoknak (betegségeknek, esetleg a neurodegenerativ betegségeknek is). Mit
jelenthet tehat az m-Tor Utvonal tovadbbi involucidéja a kapott eredmények értékelése

szempontjabél?

Osszefoglalva, kiemelendd, mint altalanos értékelés, hogy a disszertacié
(1) bovitette a hipotalamus-adenohipofizis-mellékvesekéreg mind a stressz reakcidban kiemelt

hormonalis szabdlyozasi tengely funkciondlis kapcsolatat tovabbi az elmult 10-15 évben feltart



neuropeptidek bevondsdval, melyek a taplalékfelvétel, h6szabdlyozds, motoros aktivitas, tovabba
szamos viselkedési valtozd, mint a tanulds, szorongds-depresszié idegi és hormonilis

szabdlyozasanak megértését segitette el6 osszefliggéseiben.

(2) Hozzajarult ahhoz is, hogy szisztematikus kutatdssal feltartdk az ujabban megismert
neuropeptidek és a klasszikus neurotranszmitterek kdzott interakcidk szdmos vonatkozasat, mely

a neuro-pszichfarmakoldgiai alapokat is szolgalta.

(3) Nyitott szamos eddig Osszességében egydltaldn nem tisztdzott neuroendokrin kutatasi
teriiletek felé is, mint pl. az autondm idegrendszer agytorzsi struktlrdkra kiterjesztett
neuroendokrinoldgiaja, vagy a lokomotoros szabalyozas, valamint az el6agyi bazalis ganglionok és
agykérgi strukturdk kapcsolatainak hormonalis szabdlyozasa. Ezen belll eljutott a
neurodegeneraciét és a demencia kezelésének hormonalis vonatkozasaihoz is, nevezetesen a

GHRH és GnRH analdgok és az apelin szerepének vizsgalatahoz.

A fentiek alapjan az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat javaslom, tovabba javaslom az MTA

doktori cim elnyerését is.

Budapest, 2016. februar 2.

Dr. Nyakas Csaba
MTA doktora



Valaszok

Tisztelt Birald bizottsag, tisztelt birdlok

Szeretném koszonetemet kifejezni a birdldknak, rendkiviil alapos és emellett mértéktartd
birdlataikért. A birdlatok egyik k6zds vonatkozasa volt, hogy felvetették, miszerint nem minden
esetben éltink a kindlkozé tudomanyos lehet&ségekkel, a felmerllé kérdések komplex, kerek
lezarasa érdekében. Ez annak tudhatd be, hogy intézetiink elsGsorban oktatd intézet, aminek
kutatasi feltételei korlatozottak, hiszen oktatasi terhelésiink kiemelkedéen magas. Ezért szamos,
Telegdy akadémikus Urral kozosen vitt projektiink esetében az igéretes indulds és a
hivatkozasokban tiikr6z6d6 nemzetkozi reflexid ellenére azzal kellett szembesiilniink, hogy a
tovabblépéshez a témakorokben felmeril6 kérdések kimerit6 megvalaszoldsdhoz nem
rendelkeziink elégséges eréforrdssal. Pedig sikeres tudomanyos torekvések esetén jogos elvaras
lenne, hogy a kutatd ,,addig Uti a vasat, amig meleg”. Véalaszaimban egyenként reagdlok a biraldok

kérdésire, azon esetek kivételével, melyek konszenzusosak volt. Ezeket el6re is venném.



Valaszaim Prof Dr Nyakas Csaba birdlatara:

Kulon készondm Prof Dr Nyakas Csaba rendkivil épité jelleg sorait.

1. A formai oldalrél lenne megjegyzésem: nem szerencsés, hogy az dbraaldirdsok
nagyon szikszaviuak, az Eredmények fejezetek dbrdira is vonatkozik ez a megjegyzés. A
részletes leirdsok a széveges részben taldlhatdk, ez nem minden esetben szolgdlja a teljes és
gyors megértést.

Teljes mértékben egyet kell értsek ezzel a kitétellel. Empatikusabban kellett volna eljarnom, de az

ember a szakteriiletén beliil sokszor ,nem latja a fatol az erd6t”.

2. az MWM mddszer leirdsa (10 dbra) mintegy 3,5 oldal terjedelmet kapott. Ez azt is
jelentheti, hogy a szerz6k ebben a kisérleti mddszerben jelentds éndllo mddositdsokat
hajtottak végre, ami kiilén is kiemelhet6, megemlitheté lenne. Jelenleg nagyon aktudlis a
magatartdsi mddszerek tovdbbfejlesztése, tokéletesitése egy-eqy adott kérdés célzottabb
megvdlaszoldsdban. Kérdésem, hogy ez igy tértént-e ebben az esetben? Es ha igen, akkor
miben dll a médszertani tovdbbfejlesztés Iényege?
A Morris water maze esetében azért keriilt sor ilyen részletes leirdsra, mert a rendszert én
installaltam a University of Miami és a Hospital of Veteran Affairs kisérleti |étesitményébe 2010-
ben. Ezért szamos aprobb mddositast egyszerre volt médom kivitelezni, melyek kdzil szamos mar
egyedileg kozolt adaptacid, de egyszerre nem keriiltek alkalmazasra. Ezek kdzil volt olyan Iépés,
aminek az engedélyeztetése hdnapokig tartott. A barna egereket példaul hajfesték segitségével
egységes feketére festettem. A rendszert egyedil irdnyitottam, kilon a projekt céljara készitett
specidlis tavkapcsold révén. A komputeres rendszer kontrasztérzékelési problémait (hulldmhegy
és hullamvolgy tikroz6dése és arnyéka) kilon erre a célra vasarolt, egységes (fénymérdvel
bemért) szért fényt biztositd reflektor panelek segitségével oldottuk meg. Ugyanis a bedllitas
soran egyértelm(ivé valt, hogy az érzékelés hibainak utdlagos (bar szoftveresen lehetséges)
korrekcidja egy-egy munkanapot 10-12 dérara nyujt el. Korrekt hardveres beallitdsokkal azonban a
teljes munkamenetet sajat magam 8-10 6ran belll tudtam kivitelezni. A rendszert Nobel-dijas
Schally Professzor Ur intézetében azéta is ennek megfeleléen hasznaljak és nemrég egy 3 részbél

allo cikksorozat alapjaul szolgaltak a rendszerrel végzett mérések’.

3. Ugyanakkor, ennél az abrdndl 5 egymds utdni napon keriilt bemutatdsra egy egér

MWM tanuldsa. Kérdés: a bemutatott eset jellemzG-e? Ugyanis, az elsé tdrsitdsndl az dllat



nem taldlta meg az emelvényt, mig a 2-iktdl kezdve nagyon gyorsan tanult. Ez azt jelenti,

hogy az elsé pozitiv tdrsitds utdn az dllatok gyakorlatilag megtanultdk a tesztet, azaz egy

tdrsitdsos tanuldst mutattak!?
Szigoruan térbeli tajékozddasrdl van szd, amelyben még a szagjelek sem segitettek, hiszen az
allatokat minden tesztnapon randomizaltan a 3, az égtajaknak megfelel6 inditasi helyrdl
startoltattam el. Itt tulajdonképpen a helyiség térbeli objektumai altal képzett hippocampalisan
vetllt térképuk kialakulasanak gyorsasagat, illetve ezen kialakulasi folyamat sebességének
hanyatlasat kovettik havi rendszerességgel. A kioltasra maga a préba szolgalt, mikor a platformot
kivettik. Tehat ez nemcsak a teszt szamos adatforrasat kizaré cut-off-ot eliminalta, hanem
hetente ismételve a 3 pihenési hét alatt tovabbi kioltast okozott. Ehhez természetesen tarsult a
megfigyel6 helyiség tajékozddasi pontként szolgdld targyainak athelyezése. Ezen aprd Ujitasok az
MWM rendszerben a krdnikus kisérletekhez, kovetéshez torténé adaptaciot segitették. Az allatok

gyorsan tanulnak, de ez igy volt Morris eredeti publikaciéjaban is 2.

120 7
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Fig. 4. A: latency 1o escape rom the water over 20 trials of acquisition by Groups Place and Random.
The rapid escape by rats of Group Place cannot be due to local cucs from the platform, reflected waves
ele,

4, Az is kérdéses, hogy mely életkorbdl szarmazik ez a példa? Ennek lehet jelentésége a
tanulds életkor fliggése miatt.
Az allatokat 3 hdnaposan kezdtiik tesztelni és fél évig (9 hdnapos korukig) kévettiik. A beszoktatas

és a lebegésre hajldk kiszlirése két hdnapos korukban megkezd6dott.

5. Ha mdr ennél a mddszernél tartunk megemlithetd, hogy hellyel-ké6zzel bizonyos
pontatlansdgok is eléfordulnak a disszertdcioban, melyek szinte elkeriilhetetlentiil
jelentkeznek, bdr zavardak lehetnek. Itt a 10. dbra leirdsdndl az olvashatd: hogy ,Mivel az 5.

tanuldsi nap nem eredményezett érdemleges vdltozdst a 4.-hez mérten” az 5-ik tesztet
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kihagytdk és csak 4 tesztbdl dlit a tanuldsi blokk. Ugyanez a megjegyzés az értekezés
téziseinek fiizetében (12. old.) ugy szdl, hogy ,Mivel az 5. tanuldsi nap eredményezett
érdemleges vdltozdst a 4.-hez mérten” ... - nyilvan ez a mdsik kijelentés pontosan ellentéte az
elébbinek (ami viszont azért zavard, mert a legtébb olvasé csak a tézis fiizetet olvassa, és nem
érti a logikdt).

K6szonom a tézisfizetben szerepl6 értelemzavard hiba korrekciéjat. Valdban, itt kihagytam a

,nhem” tagaddszot.

6. Az orexinek/hipokretinek funkciondlis hatdsvizsgdlata felvetette, hogy az étvdgy
fokozddds az az élettani dllapot, ami egyrészt a peptidhatdsok mégétt dll, mely szévédik a
HAM aktivdcioval is és ezek a peptidek csékkentik a testhé6mérsékletet, tehdt az vegetativ
idegrendszer anabolikus medidtoraiként is felfoghatdak egyidejiileg.... Az itteni eredmények
felsoroldsa kézétt nincs adat arra vonatkozéan, hogy a lokomotoros intenzitds és a
magatartdsi ébredési reakciok milyen irdnyba vdltoznak?
Valdban nem végeztiink vizsgalatokat a spontan és lokomotoros aktivitds és az ébredési reakcidk
irdnydba az orexinekkel kapcsolatban. Mikor a rendszer jelent&ségét felismertiik els6ként
h&szabélyozasi és exploratoros kisérletekbe kezdtiink és Telegdy akadémikus Ur elinditotta egy
telemetrias rendszer beszerzését. Mikorra ezt installaltuk, és kisérleteket elvégeztilk addigra
sajnos csupan hészabalyozasi eredményeinket volt médunk kdzolni®, mivel addigra a lokoméciéra
gyakorolt hatds publikalasra kerlt®. Ez vilagosan bizonyitotta, hogy az orexinek mind a spontan, az

exploratoros és a sztereotip aktivitast fokozzak.

7. Ugyanakkor, kimutattdk, hogy egy szorongds-szerii viselkedési dllapot jelentkezik a
peptid kezelések utdn, valdszinlien egy fokozott emdciondlis dllapot kialakuldsdnak
kébvetkeztében. Itt felmeril a szdmos magatartdsi vdltozd intenzitds-vizsgdlatdanak
szlikségessége az id6 fiiggvényében a peptid kezelések utdn. Miutdn ezen orexigén peptidek
hatdsdban fontos az NPY és CRH aktivdcié e hormonok hatdsdnak idéfiiggése is jelentds lehet,
és az éberség-stressz fokozdddsa visszacsapdsi reakcioként szorongds-szerti dllapotot vdlthat
ki. Mi errél a jelélt véleménye? Madsrészt, az interakciokban milyen prioritdsi sorrend
kérvonalazhato a kivdltott hatdsokban az egyes vizsgdlt neuropeptidek k6zétt? Nyilvdn ehhez
egyidejii peptid hatdsok 6sszehasonlitdsdra lenne sziikséges, ami bonyolult, de a hatékonysdg
Osszehasonlitdsa sziikséges lehet.

A CRH aktivacid, a HAM tengely, szorongas viszonylataban hajlanék arra, hogy itt kisérleteink

egyedi funkcidk vdlaszait tikrozik. Csakidgy, mint a magno- és parvocelluladris vazopresszin
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neuronok, vagy a dopaminerg rendszerek eltér6 funkcioi esetén, a mezolimbikus és hipotalamikus
CRH/CRF neuronok a kornyezeti kihivasokra adott vélasz mar erGsen eldgazott elemeit képezik. Az,
hogy mindkét neuron csoport képes reagdlni az ébredési reakcié egyik legfontosabb peptiderg
medidtoraira az orexinekre/hipokretinekre annak icv. beaddsa utidn, nem igazol kozo6ttuk
kozvetlen kapcsolatot. Ugyanakkor a stria terminadlis felé mutatd orexinerg projekcidk illetve a
paraventrikularis talamikus nukleusz valdban integralhatjdk a Cannon-féle vészreakciét, a Selye-
féle stressz valaszt valamint az ezeket kisérd szorongast és diszfériat>”. Vizsgalataink annyit
ugyanakkor megerGsitettek, hogy bizonyos mértékig, az NPY transzmisszid felfliggesztésével
(antagonistaval de kilonosen antiszérummal) az a bizonyos orexinerg (HHM aktivaciod,
termogenezis) hatdsok mérsékelhetGek. Ezt az atvitelt szdmos tanulmany megerdsitette mas
hatasokkal kapcsolatban is®. Ugyanakkor sem a mi eredményeink, sem masokéi nem emelik ezt a
jelenséget ,torvényerére”. Hiszem, hogy az altalunk vizsgalt neuropeptideknek, mint
modulatoroknak és transzmittereknek a hatdsa hely és receptormintazat fligg6. Az icv. beadas
alkalmas lehet egyes funkcidk becslésére, de hipotézisek levonasara nem. S6t, mas teriletek
egyidejl eldrasztasa a transzmitterrel az egyedi vizsgalandd hatast maszkirozhatja, sziikségtelen
valtozét bevonva az elemzésbe. Ugyanakkor minden kisérletlinkben alapvetéen allatkisérletekben
gondolkodtunk és proébaltunk olyan obszervacidos rendszert felépiteni, ahol egy gondos
el6tanulmanyok alapjan kivdlasztott, igéretes neuropeptid csaldad komplex vizsgalatait in vivo és ex
vivo elvégezhetjiik. Schally Professzor Ur laboratériumaban emellett természetesen mar béven

volt alkalmam in vitro modszereket is alkalmazni.

8. A ghrelin esetében van bemutatott vizsgdlat a kivdltott és spontdn lokomotoros
aktivitds értékelésére, és ez a peptid nagyban mutatott hasonlésdgot az orexin/hipokretin
hatdsokkal minden vizsgalt paraméterben kivéve a testh6mérséklet vdltozdst... Ezen a ponton
lehetne ramutatni a disszertdcio egyik erételjes kutatdsi erejére, ahogy az dsszefiiggéseket
vizsgdlta az adaptdcios viselkedés és a HAM aktivdcidja k6zott (ezek mdr a korabbi kutatdsok
célpontjai is voltak), amihez hozzdadddott a vegetativ funkcidk neuroendokrin vizsgdlata
Osszefiiggésben valdsziniien a legjelentGsebb klasszikus neurotranszmitter funkcidkkal
(amelyek mindenképpen ujabb kutatdsi eredmények)... A munka tehdt kell6en holisztikus
ahhoz, hogy a humdn patoldégia szamos irdnydba kézvetlen kimenetet szolgdltasson, ami
nyilvanvaldan a f6 célja az dllatkisérleteknek is.

A ghrelinnel kapcsolatosan Nyakas Professzor Urban felmerilé kérdés elgondolkodtatott és

nagyon 0sztonzének éreztem. A felvetett kérdés, implikdlja és hangsulyozza, hogy az eltéré

mediacids Utvonalak markansan kilonb6z6 valaszokhoz vezethetnek. Ezt kulénben a korabbi
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kérdés is hangsulyozza, és teljes mértékben egyetértek a stressz valasz és a viselkedési vdlasz
id6beli kovetésének sziikségességével, illetve a visszacsapasi reakcid lehetéségével. Véleményem
az, hogy az icv. beadott ghrelin és orexin a teljes receptor arzenal egyidej(i ingerlését az
antagonistaval valé kezelés pedig ezen ingerlés egyes utjainak ,kilovését” jelenti. Tehdat a
periféridsan termel6d6, a cirkumventrikularis szervek és a nucleus arcuatus révén, vagy a vagus

afferentaciot modositd hipotermias ghrelin hatas nincs ellentétben a centralis kezelés szerotonerg

......

alapjan ma mar egyértelmden fokozott héleadasnak tudhaté be® *°.

9. A 62. oldalon olvashatjuk, hogy az A8 peptid szdrmazékok Iényegében a
sejtmembrdnbanhalmozodnak fel és ezen keresztiil indul el a toxicitds. Itt az A8 fibrillumokra
(molekuldris béta-templdat alapu strukturdkra) térténhetett az utalds, de az is ismert, hogy az
oligomér AB molekuldk a legtoxikusabbak és ezek oldékonyak vizben. Tehdt, f6leg a korai
stadiumban az oligomér molekuldk lehetnek a neuropatoldgia és a neuronkdrosodds
célpontjaban.

Teljes mértékben egyetértek a 62. oldalon szerepl6 kitétel kritikdjdval. Korai stddiumban valéban

az oligomerek toxicitdsa nagyon jelent8s, amit az intézetlinkben zajlott kutatdsok is szdmos

esetben igazoltak™™’.

10. Az |HC analizisnél a neurondlis A8 immunfestést vették alapul az AB81-42
felhalmozddds indikdtordnak és ez alapjan szamoltdk az immunpozitiv sejtek szamdt. Kérdés,
hogy a pozitiv neuronokban az A8 festédés csak a membrdnra lokalizdlodott-e (ahogy ezt a
bevezetd rész tdrgyalta) vagy fellelhetd volt az intracelluldris fest6dés is? Mdsrészt A8 pozitiv
plakkok kimutathatdak voltak-e az interneurdlis térben? Ugyanis, az alkalmazott 5XFAD
egértorzsben jelen vannak az A8 plakkok (Antonios és mtsai., Sci Rep. 2015 5:17338.) és
ismert az is, hogy az APP enzimatikus lebontds mdr intracelluldrisan is elkezd6dik, mely
toxikus A8 peptidekhez vezet (Zhang és mtsai, Nat Commun. 2015 6:8762.). Ezek a felvetések
tehdt a mért immunpozitiv stukturdk kivdlasztdsanak indokldsdra vonatkoznak. Az
eredményeket a 45. dbra foglalja 6ssze. Ezen az dbran kérdéses, hogy a ‘B’ dbra oszlopaihoz
SD vagy SE kapcsolddik-e? Tovdbbi megjegyzés, hogy a 45/C dbrdn nincs feltiintetve a
nagyitds mértéke. Tovabbi észrevétel, hogy a kontroll és a kezelt szévettani képek nem
Osszehasonlithatéak, a kivdlasztott morfoldgiai struktura tulzottan kiilbnbézik a kontroll vs.

kezelt csoportokban. Igy kérdés, hogy a pozitiv sejtek szdmdt mire standardizdltdk?
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Felhalmozddast mindenitt lattunk membran - intracellularis - plakk sorrendben. A nagyitasok
200 szorosak. Masrészt az abran valdban szdrasok (SD) nem pedig az atlag szdrasai (SEM-ek)
szerepelnek, noha oszlopdiagram esetén, ami nem a halmazt (mint boxplotnal) hanem csak az
atlagot reprezentdlja, kell feltiintetni. Ez annak tulajdonithatd, hogy a kooperacids partnereinkkel
(Miami VA Healthcare System GRECC (11GRC) zajlé projekt megbeszélésen kifejezetten kérték,
hogy az dbrakon szérasokat (SD) tiintessek fel. Ezzel nem 6hajtottam vitdba szallni és a kérésnek
eleget tettem. Emellett, ekkor még csak a mintdk egy részének feldolgozasaval végeztiink. Az
abrat javitottam és a hidnyzd elemszamot is pdtoltam, ami ilyen esetben kovetelmény. A
mikroszkdpos képeket, amiket végiil Kastin Professzor Ur és a szerkeszt8ség jovahagyott,

eredetiben mutatom be, a Peptides most mar* elérhetd végleges abraival egyiitt.

Control

Fig 2.

Effect of the GHRH antagonist MIA-650 on the B-amyloid distribution of 5= FAD mouse hippocampus.
The figure shows the immunohistoc hemistry (IHC) of both, (A) hippocampal section of a MIA-630
treated (10 pg/day) and (B) the untreated control B6SJL-Tg mouse. Mice brains sections were
obtained at 10 months, immunostained with anti-B-amyloid antibody and developed with peroxidase-
DAB. Nucleus was co-stained with hematoxylin. The untreated control hippoc apus showed a higher
density of AP plaques deposit (brown colored areas). 200= magnification (Courtesy of Dr. T. Reiner,
Research Health Scientist, Miami VAHCS).
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Teljesen egyetértek az IHC mintak Osszevethetfségével kapcsolatos felvetéssel is. Emiatt ezen
eredmények megjelentetését elsG publikacionkban'® nem is erdltettiik, csak késGbb jelentettiik
meg a kiado kérésének megfelelden®. Ugyanakkor mivel kell§ szamd mintank volt ugyanezen friss
fagyasztott mintdkbdl ELISA méréseket is végeztiink. Ezeknél pedig amyloid 1.4, és T expressziot
mértiink NanoDrop készilékkel azonos protein tartalomra standardizalva (Isd. a disszertacié 45/A

abrajat).

11. Kérdés, hogy a génexpresziokat dsszefoglalé 4. tabldzatban névekedés vagy
csékkenés van dbrdzolva, tehdt nétt vagy csékkent a gének expresszioja?
A 4. szdmu tdblazat megfogalmazdsa valdban nem feltétlenll egyértelml a gén expresszidk
tekintetében. Itt 1,00 jelenti a valtozatlant a Qiagen kit kimenetében. Ha nagyobb az érték, akkor

aranyos novekedés, ha kisebb, akkor pedig csokkenés volt tapasztalhatd.

12. Ismert, hogy a névekedési hormon (GH) koncentrdcié meredeken cs6kken a meno- és
andropausa utdn. A GHRH antagonistdk valdsziniien tovdbb csékkentik a névekedési hormon
szinteket (GH és IGF-1). Elfogadott, hogy ezek a névekedési hormonok fokozzdk az m-Tor
intracelluldris jeldtvivé utvonal aktivitdsdt. Blagosklonny MV tedridja (pl. Aging, 2010, Vol.2
No.5) szerint az m-Tor intracelluldris utvonal csékkenése késlelteti az 6regedést ill. ellene hat
az éregedéssel jaro patoldgids dllapotoknak (betegségeknek, esetleg a neurodegenerativ
betegségeknek is). Mit jelenthet tehdt az m-Tor utvonal tovdbbi involuciéja a kapott
eredmények értékelése szempontjabol?

Véleménylink szerint a GHRH antagonistak kedvez6 hatdsa nem az oldhatatlan amyloid

monomerek kialakuldsdnak befolyasolasan keresztiil érvényesil. AlapvetSen inkabb a szisztémas,

de taldn méginkabb a kozponti idegrendszeri’® IGF és inzulin szekrécié modulaldsa révén az
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inzulin-degradald enzim hozzaférhet6ségét fokozva gyorsithatjdk az amyloid fibrillumok
lebontasat®®. Ezen 2012-es feltevésiinket messzemendkig aldtamasztjdk késébbi publikacidink® és
mas magyar kutatdcsoportok nemrég publikdlt eredményei'®. Blagosklonny Professzor Ur
feltevése alapjan az mTOR uUtvonal is szerepet jatszhat a kedvezd hatdsokban: “Interestingly, while
a reduction of insulin/IGF-I signaling can result in diabetes, its reduction can also increase
longevity and delay the onset of protein-aggregation-mediated toxicity... This phenomenon, called
the “insulin paradox”, can be explained by mTOR mechanisms. Low insulin/IGF-I signaling, which
does not activate mTOR is beneficial for longevity and health..”. Véleménylink szerint az GHRH-
GH-IGF-IGF-R jelatviteli at aktivalasa, a millieu interieur aktudlis allapotatdl figgéen pozitiv vagy
negativ hatdsu is lehet. Egyértelmlien pozitivnak tlinhet bizonyos jelatviteli utak (pl. mTOR)
szelektiv blokkoldsa onkoldgiai*!, és protein aggregacidval jaré neurodegenerativ korképekben?.
S6t az mTOR-on keresztiil az inzulin receptorokra kifejtett gatlas felfliggesztése novelheti az
inzulin irdnti érzékenységet és csokkentheti a hiperinzulinémiat® (lasd aldbbi &brat). Itt ismét
Blagosklonny Professzor Ur szavait idézném: However, if insulin/IGF-I signaling is low, because of
the blockage caused by the feedback of the over-activated mTOR, then it is harmful...

A model illustrating how mTOR fits

IGF/Insulin Receptor

within the insulin/Akt signaling network.
Insulin or insulin-like growth factor

initiates signaling at the insulin receptor,

leading to activation of IRS1 and PI3K.
The lipid products of PI3K, PIP3 (i.e.
phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate

TSC1
and phosphatidylinositol 3,4
/—\ bisphosphate), recruit both PDK1 and Akt
Rheb2 [Rheb
rapamycin/FKBP GTP P to the plasma membrane. Akt s

subsequently phosphorylated on T308 by

e
o%e / T
\/r@'mTOR Raptor ﬂ[gi_-mma PDK1 and by mTORC2 (consisting of

¢ Rictor
/ J j * -—/—> mTOR, mLST8 and Rictor) on S473,

SéK 4EBP1  lanscnption. cuoskaem  leading  to  full activation. Akt then
b " organization
/ > biogenesis, phosphorylates numerous targets to
S6 elF4E  protein
i Ve stability, etc... . . .
promote growth and survival, including
Translation, .
\9‘ cell size, the TSC1/2 complex. By phosphorylating
cell growth

TSC2, Akt inactivates TSC2s GAP activity for the small G protein Rheb. GTP-bound Rheb is a potent activator
of the rapamycin-sensitive complex mTORC1 (consisting of mTOR, mLST8 and Raptor). mTORC1

phosphorylates several targets, including the translation control proteins S6K and 4EBP1. By phosphorylating
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and activating S6K, mTORC1 initiates a negative feedback loop to modulate its own activity, via S6K-

mediated reduction in the activation of Pl 3-kinase.

Ugyanakkor mindenképp hangsilyoznam, hogy a kognitiv folyamatok vizsgdlatakor az akut

memoaridra gyakorolt hatas mindenképp modulalja a kréonikus hattérfolyamatra gyakorolt hatas

24,25

észlelését. Mivel a GHRH inkabb pozitiv instrinsic hatasi a meméridra ezért ez a jelenség akar

még tompithatta, maszkolhatta is a GHRH antagonistak kedvezd per se befolydsat az Alzheimer-

kor tanuldsi tiineteinek progresszidjara.
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