Valasz Dr. Csillag Andras biralatara

Mindenekel6tt koszondm, hogy a Tisztelt Birald elvallalta munkam értékelését. Kilon
orom szamomra, hogy a birald kiemeli, hogy munkdmat nem a ma divatos ‘tézis’ formaban
készitettem el, hanem a hagyomanyos akadémiai disszertacido-format vdlasztottam.

Kérdéseire, felvetéseire az alabbiakban valaszolok, a biralatnak megfelel6 sorrendben.

Az értekezés formai megjelenésére ill. tartalmi hibaira vonatkozé kritikai
megjegyzésekre adott valaszaim:

Egyetértek azzal, hogy valdban szerencsésebb lett volna, ha az 5. fejezetben
megtalalhatd szoveges 0Osszefoglalds mellett az Uj eredményeimet pontokba szedve
kiemelem. Ugyanakkor ennek a fejezetnek a célja pont az Uj eredmények egységes és tomor

bemutatasa volt.

Az ellitések és hibds abrakra torténé hivatkozasok valdban maradtak a dolgozatban,
melyek minden bizonnyal figyelmetlenségem kévetkezményei, sajnos egy majd 120 oldalas
m(inél ez szinte elkerilhetetlen. Az egyes szavak esetében el6forduld irdsmddra vonatkozd
megjegyzéseit minden esetben elfogadom és kdszonom. Ugyanakkor halas vagyok Birdldonak
a disszertacid nyelvezetére és kozérthetfségére vonatkozd méltatd szavaiért, ami mogott

észrevette a tobb évtizedes egyetemi oktatéi munkamat is.

Birald szadmos terminoldgiai elirasra hivja fol a figyelmet, melyek kritikdja teljesen
jogos. Mentségemre megjegyezném, hogy mint egyetemi oktaté ill. kutatd nap mint nap
taldlkozunk képletek, molekuldk, anatémiai fogalmak, stb. magyar, latin/gorog ill. angol
valtozataval, hiszen példaul Intézetiinkben magyarul, németil és angolul oktatunk,
latin/gorog terminoldgiat, ugyanakkor a kutatasi eredményeinket angol nyelven publikaljuk.
Jelen értekezésben sajnos nem mindig sikerilt a nevezéktant k6zds nevezére hozni, de ez,
ahogy Biradld is megjegyzi, sokszor a ,magyarban hibds szarmaztatas eredménye, és nem a
jeldlt hibaja”. Ugyanakkor kdszondm, hogy a birdlat elkészitése soran erre — mindnyajunk
okuldsara — kiilon felhivta a figyelmet. Példaul, egyetértek abban, hogy egy magyar nyelven

irt disszertacidban jobb lett volna napszaki ritmust irni cirkadian helyett, vagy az angolbdl



szarmaztatott oxcintikus sejtek helyett megmaradni a magyar fedGsejtek vagy a latinos

parietalis sejtek elnevezés mellett.

A hypothalamus bemutatdsanal valdban szerencsésebb lett volna a funkciok

bemutatasat egységesiteni.

Az dllatok tdpjara vonatkozd rész sajnos valdban elirdst tartalmaz. Természetesen a
standard (SD) ill. magas zsirtartalmu tap (HFD) nem ugyanakkora felszabadithatd energiat
tartalmaz (11.8kJ ill. 16.2kJ). Az, hogy a patkanyoknal és az egereknél nem egységes a
felszabadithato energia mértékegysége (k) vs. kcal) azzal magyarazhatd, hogy a kilonb6z6
gyartoktol szarmazd tdpokon kilénb6zé modon vannak megadva ezek az értékek, és ez

kerlilt be az értekezésbe is.

A Western-blot soran alkalmazott PMSF roviditése valdban kimaradt a leirdsabdl:
Phenil-metil-sulfonil-fluorid. Ez az anyag egy szerin protedz inhibitor, amely a szovetek
homogenizalasa soran alkalmazott oldat egyik komponense. Itt jegyezném meg, hogy az
EGTA és az EDTA sem szerepel a roviditésjegyzékben, de ezek az anyagok legtobbszor mar
mint roviditések ismertek, és az ezen moddszereket alkalmazdéknak szinte evidensek, ezért is
keriilhette el a figyelmemet. Ugyanakkor a roviditéslistat sem akartam a végletekig

kib&viteni, mert az mindenképp az attekinthet&séget rontotta volna.

Természetesen a post-embedding immunarany technikat nikkel ill. arany grideken
végeztik. Mint arra a kés6bbiekben is utal a Birdld, nem feltétlendl jart sikerrel az az
erGfeszitésem, hogy az ‘Anyag és Mddszer’ fejezetben egységesen mutassam be a kisérletek
soran hasznalt technikdkat, holott ez szamos el6nnyel is jarhatott volna. K&sz6ném, hogy

Birald is felhivta erre a figyelmet.



A tovdbbiakban a konkrét kérdések megvalaszoldsaval folytatom:

Kérdés: Mit ért a szerz6 longitudinalis adatokon?

Vdlasz: ElGre tervezett, meghatarozott id6kozonként megfigyelt, a vizsgalt
objektum/kérdés szintjén bizonyos idGintervallum alatt bekovetkezett valtozasokra
vonatkozo adatok. Ez az adatgytjtés elsGsorban a SCN magvak sejtszamolasos vizsgalatara
vonatkozik. Ahogyan Biraldo megjegyzi, t-proba ill. egyutas ANOVA vizsgalatokat valdban csak
megfelel6 elGzetes vizsgalatok soran lehet alkalmazni. Erre ugyan a disszertacioban nem
tértem kilon ki, de amikor ilyen statisztikai analizist végeztlink, az adatsorokat el6zetesen

mindig ellengriztiik.

K&szondm Biraldonak azt az er6feszitését, hogy a n. suprachiasmaticus BrDU jeldlt
sejteivel kapcsolatos fogalmazasbeli anomaliakat feltarta. Valéban keveredtek a szegmens és
a metszetsik meghatarozasok. Ugyanitt sajnos valdban fellletesen kerdilt feltiintetésre a 4.
fejezet jelzett abrdin az, hogy mely teriiletekre (shell vagy core) vonatkoznak az egyes
grafikonok értékei. Valdjaban a grafikonok egylttesen mért értéket mutatnak be

(shell+core).

A szOvettani abrak és az azokat reprezentald grafikonok kozotti eltérésre vonatkozd
megjegyzésével egyetértek, de sajnos mar az eredeti kdzleményben is igy szerepel, és nem

akartam a disszertacidoban sem megvaltoztatni.

A 4.1.5. dbra C részén a léptékre vonatkozé érték valéban nem kerilt feltlintetésre, a

10 um az A és B abrara vonatkozik.

Kérdés: A c-fos sejtszamoldsnal hianyoznak bizonyos metodikai részletek, amelyek a
bemutatott eredményeket jobban megalapozndk (kiilon6és tekintettel az alacsony
egyedszamra): hany parhuzamos metszeten szamoltak a sejteket, hogyan zartak ki a
hatarokat, alkalmaztak-e korrekciot a ’lost cap’ problémara, és az abszolit sejtszamok
mennyire vonatkoztathatdk a vizsgalt magok teljes volumenére?

Vdlasz: Biraléval egyetértek, a sejtszamolas részletei sem a dolgozatban, sem pedig az

eredeti kozleményben nem keriilnek teljesen kifejtésre. Ezért az észrevételért utdlag is



koszonettel tartozom, fontos azonban kiemelni, hogy f6emlGsbdl szarmazd anyaghoz igen
ritkdn lehet hozzaférni, ezért a vizsgalt egyedszam szinte minden hasonld kisérletes
munkanal alacsony. Ezért az eredményeket mindig nagyobb fenntartassal kell kezelni, mint
az altalaban sok ragcsalo felhasznaldsaval kapott eredményeket. Ebben a konkrét esetben a
metszetek kvalitativ és kvantitativ vizsgdlata vakon tortént. Sejtszamolds soran disszektor
technikat alkalmaztunk. Egymast kovet6 metszeteken meghataroztuk a sejtek atlagos
méretét és ennek az értéknek kb. 30%-at hasznaltuk, mint disszektorok kézotti tavolsag. A
sejteket mindig két, egymast kovet6 metszeten szamoltuk (referencia és ‘look-up’
metszetek). Amennyiben egy sejt nem volt fékuszban, vagy nem tartdzkodott teljes

terjedelmében az adott latdmezdében azt figyelmen kiviil hagytuk.

A 4.2.3. dbra magyarazataban valéban szerencsésebb lett volna a kett8s jeldlésre
utalni. De mind a B, mind a C felvételen a sejtmagban egyértelm(ien latszik a sejtmag c-fos

immunreaktivitasa.

Birdld megjegyzésével, miszerint a 4.3.2 dbran bemutatott felvételek nem megfeleld
méretliek (kilondsen az elektronmikroszkdépos felvételek tul kicsik) ahhoz, hogy a
mondanivalot alatamasszak, tulajdonképpen egyetértek. De sajnos a kdzleményekben, mint
az koztudott, szigoruan korlatozzak a megjelenithets képek szamat és méretét. Ez az abra jol
példazza ezt, fény és elektronmikroszképos felvételekbdl 12 panelt tartalmaz, 6sszes(ritve
mindazt a vizuadlis informaciét, amely az eredmények bemutatasahoz elengedhetetleniil

sziikséges.

K6szonom, hogy biralé felhivta a figyelmet arra, hogy a ghrelin leszoritasos kisérletek
modszertani része nem kerilt megfelel6en kifejtésre. Ebben az esetben az eredeti
kozleményben azonban megtaladlhato a részletes leirds, mind ahogy ezt Biralé mar korabban
is megjegyezte pl. a tesztoszteron-proprionat kezelések sejtszam-csdkkenté hatdsanak
esetében is. Koszonom, hogy mindkét esetben az eredeti kdzleményeket is részletesen
tanulmanyozta, hogy az esetleges metodikai félreértéseket tisztazza. Minden részletet
valdban nem fejtettem ki a disszertaciéban, ami a hagyomanyos disszertacido forma egyik
hatranya, mivel a terjedelmet prébaltam kordaban tartani, és ami szamomra esetleg magatdl

értet8d6, az az olvasd szdmadra nem feltétlenil vildgos.
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Kérdés: Az elektrofizioldgiai mérések eredményeihez nem tartozik metodikai leiras az
Anyagok és Modszerek fejezetben.

Vdlasz: Az 'Anyagok és Moddszerek’ fejezet ezen hidnyossagara, illetve az ennek
kovetkezményeként a elektrofizioldgiai kisérletek leirdsdnak hidnydra vonatkozé megjegyzés
természetesen jogos, de ezek az adatok a disszertaciohoz csatolt eredeti kdzleményekben
megtalalhatdk, s ezzel igyekeztem a disszertdcio terjedelmét az elvart kereteken beliil
tartani. Az elektrofizioldgiai mérések mddszertananak kihagyasa azonban részben szandékos,
hiszen a mddszerek leirdsanal arra torekedtem, hogy az dltalam végzett ill. irdnyitdasommal
tortént kisérletek technikai hatterét tarjam az olvaso elé. Ugyanakkor ugy érzem, hogy az
eredmények tdrgyaldsanal vétek lett volna a funkcionalis eredmények mell6zése, hiszen,
mint az Biralé a kés6bbiekben meg is jegyzi, ez a tudomanyos munka leger6sebb és
legmesszebbre mutato része. Tovabba valdban célszerl lett volna a fiziologiai eredmények

kdzott a ghrelin inszenzitiv TRH+ sejtek gorbéjét is bemutatni.

Kérdés: A szerz6 felveti a ghrelin preszinaptikus hatasanak lehetéségét. Axo-axonikus
szinapszisokra gondol?

Vdlasz: A doktori miiben bemutatott kisérletek és eredmények alapjan a preszinaptikus
hatas mibenléte, ill. megléte valdban nem bizonyithaté egyértelmien. Azonban 2011-ben,
mar a doktori értekezés elkészitését kovetden latott napvildgot az a kisérleti eredmény (Yang
Y. et al.., 2011, Cell 146 (6) 992-1003), ahol elegansan bizonyitast nyert, hogy a ghrelin
hatdsa alapvet6en preszinaptikus, elsGsorban a perifériarol érkezik, és elsGsorban a GABA, ill.
NPY neuronokat elérd, serkentd, ghrelin-szenzitiv axonterminalisokon keresztil fejti ki
hatdasat. Ez is jol mutatja, hogy a hypothalamicus szabalyozé-mechanizmusok kutatasa soran
gyakran taldlkozunk olyan eredményekkel, amelyek az agyteriilet mikdodését uj

megyvilagitasba helyezik.

Kérdés: Hogyan jelolték egymdas mellett a POMC és GnRH tartalmu elemeket
elektronmikroszkopos szinten?

Vdlasz: Az emlitett elemeket korrelalt fény- és elektronmikroszkdpos maddszerrel
jeloltiik: a GnRH antigén esetében Ni-DAB (nikkel-DAB) volt a kromogén, mig a POMC

antigén esetében DAB jel6lést alkalmaztunk. A kétféle csapadék konnyen



megkilonboztethets elektronmikroszkdpban, elsGsorban a Ni-DAB csapadék eré6teljesebb

elektrondenzitasa miatt.

Kérdés: Jelolt szerint gyakorlatilag valamennyi parvalbumin sejt kifejez POMC-t is.
Fontos volna tudni, hogy ezt milyen koriilmények k6zo6tt észlelte, 6sztrogénnel kezelt vagy
nem kezelt allatokon. Azt ugyanis egyértelmiien bizonyitja, hogy Osztrogén hatasara
er6sen emelkedik a parvalbumin sejtek szama. A fenti 6sszefiiggés alapjan ez egyben azt is
jelentené, hogy a POMC sejtek szamanak is hasonléan nénie kell (erre azonban nem utal a
szerz8). Ha viszont ez nem 4ll, akkor fel kell tételezniink, hogy talan még sincs direkt

Osszefiiggés a parvalbumin és a POMC expresszidja kozott.

Vidlasz: A vizsgalatokat természetesen Osztrogén kezelt allatokon végeztiik, oly mddon,
hogy kristalyos osztradiolt tartalmazo subcutan kapszulakat helyeztiink el az intrascapularis
teriileten. A kontroll allatokba lres kapszuldkat helyeztliink el ugyanilyen mddon. Birald
felvetésével részben egyet tudok érteni, hiszen parvalbumin expresszié a POMC sejtekben
krénikus dsztrogén kezelés hatdsara alakul ki. Ugy gondoljuk, hogy ez a parvalbumin indukcié
a POMC sejtekben annak a kovetkezménye, hogy a megnovekedett stimulalé szinapszisok a
sejten belili kalcium-szintet megemelik (részben a megnovekedett kalcium-atereszt6 AMPA
receptor aktivitds miatt), aminek koévetkeztében indukalddik a parvalbumin, mint kalcium-

pufferold fehérje termelése.

A 4.5.2. abran taldlhaté glia-lefedettség magyarazata nem egyértelm(, hogy valdban
szazalékos lefedettségrél van szd, nem pedig a végtalpak szamarol. Ezért, valamint a 4.5.2. és

4.5.3. abrak magyarazataban Biralo altal felfedezett pontatlansagokért elnézést kérek.

Kérdés: az SD és HFD allatok kozotti kiilonbség leirasa ill. bemutatasa a POMC ill. NPY
sejttestek és kapillarisok kozotti glianyalvanyok tekintetében nem pontos.

Vdlasz: Koszonom birdlonak az észrevételét. Az inkriminalt abrakon véleményem
szerint meglehet&sen latvanyosan keriill bemutatasra a sejtek ill. glianydlvanyok valamint
sejttestek viszonya. Mig az E abran valdban a sejttest és a kapillaris endothel koz6tt egy alig
felismerhet6 talan glidlis eredetl nyulvany felfedezhetd, addig az F és G abran egyértelm(ien

latszik a vaskos glia-nyulvany. Ennek ellenére Birdld felvetésével egyetértek, valdjaban



lehetséges, hogy a glianyulvanyok vastagsaga valtozik SD ill. HFD taplalas hatasara. Az abra
aladirasaban a nyilak funkcidja félreérthet6en lett feltiintetve, azok is a glidlis elemekre

mutatnak.

Kérdés: Az NTPDaz-3 fejezet abrainak jelolései zavaréak. Az NTPDAz-3-mal
kapcsolatos kisérletek és a purinerg jelatvitel kérdései csak lazan kapcsolédnak a
disszertacid f6 vonalahoz, és sok benne a spekulativ elem.

Vdlasz: 1tt ismét szeretném megkoszonni birald alapossagat, valéban az abrak jeldlése
és feliratozasa kozben pontatlansagok torténtek. Birald altal jelzett problémadk egy része az
eredeti kozleményben azonban helyesen szerepelnek. A fejezet spekulativ jellegére
vonatkozd megjegyzésével tulajdonképpen egyet kell, hogy értsek, azonban ezen
spekulacidk alakul(hat)nak lassan at hipotézisekké és gyakran meghatdrozhatjak egy kutatas

folytatasanak az irdnyat.

Ismételten szeretném megkoszonni Dr. Csillag Andrasnak tudomanyos eredményeim
elismerését és tételes Osszefoglaldsat, a rendkivil alapos és értékes biralatot, valamint a
hasznos észrevételeket és kritikakat. Kilon kdszondom, hogy a disszertacid nyilvanos vitara
vald bocsajtasat és elfogadasat javasolja.

Budapest, 2012. junius 5.
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