Valasz Gulyas A. opponensi véleményére

Valasz Dr. Gulyas Attila,
az MTA doktoranak opponensi véleményére

El6szor is szeretném megkoszonni Gulyés Attila Professzor Urnak, az MTA doktoranak,
hogy a palyazatom biralatat elvallalta.

Kiilon készondm tdmogato, kritikus észrevételeit, amelyekkel jovobeli kutatd
tevékenységemet jobbitani fogja.

Feltett kérdéseire az alabbiakat valaszolom:

Gulyas A: A magyar rendszerben egy kdzlemény csak egy doktori dolgozatban
szerepelhet a kozlemény alapjaul szolgéald irodalomjegyzékben. A jeldlt dolgozatdban
nincsenek szétvalasztva ezek a cikkek az egyéb sajat cikketdl. Kérdésem, hogy itt is
hasonlo elvek szerint jart-e el a Jelolt, azaz a német kollegdk hasonl6 fokozataiban
megjelent vagy megjelend munkak részét képezik-e a dolgozatnak vagy sem?
Valasz: Valoban a doktori miiben nem valasztottam szét a doktori munka alapjaul
szolgalo kozleményeket az egyéb sajat kozleményektdl. Ez a szétvalasztas a Rovid Tézis
flizetben megtortént.

Tisztaban vagyok vele, hogy egy publikécio6 csak egy MTA doktori palyazat alapjaul
szolgalhat. Ez ligyben egyeztettem a tarsszerzokkel és a dolgozatom alapjat képezo
tudomanyos miiveket csak én hasznalom fel erre a célra.

Gulyas A: 1.4, 12.0.: ,,A dendritfanak eme zsugorodasa illetve a szinaptikus kapcsolatok
csokkenésének felteheté magyardzata az, hogy a neuronok igy probalnak védekezni a
magas glutamat szint mar toxikus hatadsaival szemben.”

A magas glukokortikoid és a magas glutamat szint kozott mi az 6sszefliggés?

Vilasz: Régi megfigyelés, hogy stressz hatdsara az excitatorikus aktivitas illetve a
glutamat kidramlas jelentdsen fokozodik tobb limbikus aredban, igy pl a
hippokampuszban és a prefrontalis kéregben (Moghaddam, 1993). Ezt elektrofiziologiai
és mikrodializisen alapul6 kisérletek bizonyitjak. Ugy tiinik ezt a hatast a mellékvese
kéregbdl felszabaduld hormonok, elsdsorban a kortikoszteron medialja, mivel a stressz
eme hatdsa mellékvese kéreg irtott allatokban jelentdsen csokken (Lowy et al., 1993;
Moghaddam et al., 1994)

Gulyas A: 3.5.1: ,,Az als¢ ¢és felsd fokusz-sikokban eléfordulo egyedeket nem vettiik
figyelembe. A sejtszam 0sszegét a BrdU jeldlt sejtek szdmanak 6tszorose adja.”

A pontos szamolast add disszektor modszerben csak az egyik felszinrdl kell elhagyni a
vagott elemeket!. A hiba szerencsére csak akkor jelentds, ha abszolut stirliséget
szamolnak. Itt csak relativ valtozéast mértek.

Vilasz: En ugy tudom, hogy ha valaki igazan precizen akarja hasznalni a disszektor
madszert, akkor a metszet alsé és felsd részén is megtart egy ugynevezett ,.,guarding
zone”-t (lasd pl. Keuker et al., 2001 és a hozza tartozo abrat). Bar valoban a legtobb
esetben erre csak az egyik felszin szolgal.
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Gulyas A: 3.5.1: Nem értem miért pont a sejtszam 5xdse az eredmény? Minden 5.
metszetet vizsgaltak?
Vilasz: Igen, azért szoroztunk 5-tel, mert minden 6todik metszetet szamoltuk.

Gulyas A: 3.4 dbraszdveg aljan valahonann odakeriilt 4 sor talalhato
Valasz: Valoban, ez egy €szrevétleniil maradt hiba, elnézést kérek.

Gulyas A: 4.1 ,,patkanyokban a ragadozo (roka) szaganak érzékelése mar egyetlen
extrém, eltulzott reakcidnak érzem, nem tlinik tul adaptivnak, hiszen egy vadon €16 allat
naponta taldlkozik hasonl6 esetekkel. Mi errdl a véleménye? Lehet egy ,,sterilen” tartott,
rossz stresszkiiszobbel rendelkezd kisérleti allat reakcioja? Vagy egy mechanizmus az
emléknyomok egyfajta megdérzésére? Hiszen ha képzddik sejt akkor el is kell tiinnie! Van
erre adat?

Vilasz: Valoban, szdmomra is meglepd, milyen érzékenyen reagalnak ezek a sejtek
olyan stressz hatasokra, melyekkel napi szinten kell, hogy taldlkozzanak az allatok
természetes kornyezetiikben. Ennek egyik lehetséges oka valdban az, hogy az
ingerszegény kornyezetben €16 laboratoriumi allatok sokkal érzékenyebben reagalnak
barmilyen ingerre. Ismert, hogy a stressznek ez a negativ hatasa a feln6ttkori
neurogenezisre tranziens €s hamar normalizalodik. Nem tisztazott, e gatlas funkcionalis
szerepe, de igen, egyes elméletek szerint ez egyfajta mechanizmus lenne a negativ
emléknyomok megdrzésére.

Gulyas A: Mar kordbban is felmertiilt bennem a kérdés: brDU val nézte e valaki, hogy
meddig él egy szemcsesejt? Ertelemszeriien egy periédusban megjelslt sejtek szaméanak
csokkenése (kontroll allatokban) mérhetd. Vagy ez a modszer nem alkalmas erre?
Vilasz: De igen, a BrdU modszer alkalmas erre. Példdul Kempermann és mtsai (2003)
egerekben vizsgaltak igy az 0jsziilott neuronokat BrdU jel6léses modszerrel, 6k 11
honappal késobb is lattak BrdU jelolt sejteket az allatok hippokampuszaban. Ebbdl és
mas korabbi tanulmanyokbdl tudjuk, hogy az jsziilott sejtek jelentds része spontan
elpusztul, de egy kisebb hanyaduk sokaig, akar egy életen at talél.

Gulyas A: 4.3. 29.0.: ,,AN csokkenése hozzdjarul-e a hippokampusz egészének volumen
csokkenéséhez. Meglepetésiinkre, a szemcsesejt réteg térfogatat valtozatlannak talaltuk.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a csokkent AN a gyrus dentatus-ban nem lehet a
hippokampusz volumen csokkenésének kozvetlen oka.”

De akkor fel kell tételezniink, hogy a sejtpusztulasnak is meg kellett alnia!

Valasz: A felndttkori neurogenezis €s a sejtpusztulas nem feltétlentil 6sszefliggd
folyamatok. Igaz, az Gjonnan képzddott neuronok nagy része spontan elpusztul, illetve
van, aki gy gondolja az idésebb szemcsesejtek cserélddnek le folyamatosan, de a
sejtpusztulés elvileg a piramis sejteket, illetve GABAerg interneuronokat is érintheti. A
mi fenti adatunk inkabb arra utalt - a mi értelmezésiink szerint -, hogy a stressz okozta
véltozas a felndttkori neurogenezis eléforduldsdban nem volt olyan mértékii, hogy ez a
szemcsesejt réteg térfogatan is meglatszodjék.
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Gulyas A: 4.4.1 31.0.: ,,varakozasainkkal ellentétben a TMS kezelés - az altalunk
alkalmazott kisérleti elrendezésben - nem volt képes normalizalni a stressz-indukalta
hippokampalis AN csokkenést.”.

Mivel a HPA tengelyre hat akkor szlikségszertien nem lehet szifgoru 6sszefliggés a HPA
tengely mitkodése ¢s az AN csokkenése kozott. Parhuzamos kdvetkezményei a stressznek!
Errél mi a véleménye?

Vilasz: Irodalomi adatok szerint a HPA-tengely ¢és a feln6ttkori neurogenezis
szabalyozésa szorosan Osszefiigg. A HPA-tengely aktivitasa befolyasolja a neurogenezis
elérordulsai gyakorisagat (Schoenfeld and Gould, 2012), s6t friss adatok szerint a
neurogenezis normalizaldsa a HPA-tengely miikodésének normalizaldsahoz vezethet
(Surget et al., 2011). Ugyanakkor 1éteznek az irodalomban ennek ellentmond6 adatok is,
igy a mienk is, melyek arra utalnak, hogy bizonyos esetekben e két folyamat egymastol
fliggetlentil akar ellenkezd iranyban is valtozhat.

Gulyas A: 4.4.2 33.0.: Sziikségtelen megint leirni a ,,stressz onlyt” meg a kontrollt mikor
ugyanaz a paradigma
Vilasz: Igaz, elnézést kérek.

Gulyas A: 4.5 35.0.: ,,Meglepetésiinkre a hippokampusz egészét tekintve az apoptotikus
sejtek szaménak szignifikdns csokkenését talaltuk a stresszelt csoportban, mikézben az
entorhindlis kéregben kronikus stressz ndvelte az apoptotikus sejtszamot”

Nem lehetséges, hogy a valtozasok hatasara a sejtek gyorsabban mennek at a jelolést adod
apoptotikus allapoton és ezért egy adott pillanatban kevesebb jelolt sejt lathato?

Valasz: Igen, ez valoban egy lehetséges variacid, de amikor mi néztiik az apoptozis
eléfordulasat, akkor mar tal késé volt mert a pusztulasra itélt sejtek ekkor mar mind
elpusztultak. Azért az a tény arnyalja ezt a képet, hogy a sztereologias sejtszdmolasi
adatok sem talalnak jelentds neuron pusztulasra utal6 jeleket kronikus stressz hatds utan
(lasd pl. Sousa et al., 1998)

Gulyas A: 36.0.: ,,Az apopto6zis kimutatasara ismét a megbizhat6 ISEL technikat
hasznaltuk. Ezzel a modszerrel nyert adatok szerint az apoptotikus sejtek szdma igen
alacsony, metszetenként egy-egy régidban atlagosan 4-6 ISEL-pozitiv sejtet lattunk
jelentds egyedi szorasokkal”. Sokat nézegettem CA1 metszeteket és egy CA1 metszet
radiatuméban, patkanyban/egérben sok nagysagrenddel tobb sejt nem is lathato, ha a
sejtek rovid ideig jeloltek mar a kontroll allatban sem maradna sok idegsejt 1-2 honap
utan. Tudtommal itt nincs de novo sejtképzddés. Hogyan oldhato fel az ellentmondas?
Vilasz: Elnézést, ez egy szerencsétlen magyar megfogalmazas, sét elirds volt, mert
val6jaban metszetenként(!) lattunk 4-6 apoptotikus sejtet (lasd az eredetei szoveget
Lucassen et al., 2004, 791 oldal). E cikk 5. Abraja szerint atlagosan egy kontrol
mokuscickdnyra szamitva a teljes Cornu Ammonis-ban (tehat a CA1-2-3 egyiitt, €s
minden sejtréteget nézve a piramis sejtréteget is!) talaltunk 25 apoptotikus sejtet. S6t
ezek nagy része valdszintlileg glia sejt volt. Fluor6 Jade festéssel (mely szelektiven jeloli
az apoptotikus neuronokat), csak minden 3.-ik metszetben lattunk egy darab Fluoro Jade
pozitiv sejtet.
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Gulyas A: 4.6. ,,Milyen egyéb sejtszinté mechanizmusok csokkentik a stressz kapcsan a
hippokampusz térfogatat? Szamolhatunk-e a glia sejtek vagy a kapillarizacio
redukcidjaval?” fejezet cim.

A neuronok nyulvanyrendszerének redukcidja egy kézenfekvo lehetdség lenne. Ezt miért
nem vizsgaltak itt? Vagy ezt addigra mar leirtak (masok)? Itt miért fluoxetint hasznaltak
amikor el6z6 tanulmanyaikban masik antidepresszanst hasznaltak?

Vilasz: A neuronok dendritf4jat mi azért nem vizsgaltuk, mert mar akkor is igen sok
részletes adat létezett errdl az irodalomban.

Azért hasznaltunk fluoxetint, mert ez a gyodgyszer az antidepresszansok kozott a
klinikumban is talan a leggyakrabban hasznalt és legismertebb SSRI.

Gulyas A: 40.0.: ,,A mokuscickdnyok hippokampuszanak anti-GFAP jelolése utan az
immunjeldlédés intenzitasanak markans kiilonbségét figyeltilk meg, mégpedig a
stresszelt allatokban mutatkozott a jelol6dés szemmel lathatdan gyengébbnek”.
Tapasztalataink szerint kiilonb6z6 beavatkozasok, pl ha stresszes az allat, jelentdsen
befolyésolhatja a perfuzids mindségét €s jelentds kiilonbségekhez vezethet az
immunfestésben! Késobb a palyazo mutatta is, hogy a vaszkularizacié megvaltozik.
Ellendrizték més, varhatéan nem valtoz6, immunfestésekkel hogy nem ebbdl fakad a
festés erdsségének megvaltozasa?

Valasz: Igen, ez egy jo kérdés. Kisérleteink soran szamos antitestet kiprobaltunk és nem
minden esetben kaptunk a stresszelt allatokban gyengébb jelolddést. Példaul amikor a
parvalbumin sejtek stressz indukalta valtozasat néztiik (Cz¢h et al., 2005), akkor a CA1
régioban nem talaltunk sejtszam valtozast, csak a CA3 aredban és a gyrus dentatus-ban.

A gyengébb GFAP jel6l6dést mi annak az ismert megfigyelésnek tulajdonitottuk, hogy az
emelkedett szérum glukokortikoid szint hatasara a stresszelt allatokban csokken GFAP
protein expresszidja. Ez ismert irodalmi lelet pl. Nichols et al. (1990) és O'Callaghan et al.
(1991).

Gulyas A: 41.0.:” Ezzel szemben a kontroll és kontroll + fluoxetinnel kezelt allatok
kozott nem volt eltérés...”

Az el6z6 kisérletben (apoptdzis) az antidepresszans a kontrollban csdkkentette a
pusztulést. A kiilonbség betudhatd-e a masik antidepresszans hatdsanak, hiszen hasonlo
sejteken volt valosziniileg a pusztulas!?

Valasz: Igen, el6fordulhat, hogy kiilonb6z6 antidepresszansok hatasa eltéré. A
tianeptine mas laboratoriumokbdl szarmazd adatok szerint is meglepden kifejezett
neuroprotektiv hatast. A két gyogyszer hatdismechanizmusa is eltérd, a fluoxetine a
selective serotonin reuptake inhibitor-ok (SSRI) csaladjanak jeles képviseldje, mig a
tianeptine kémiai szerkezetét tekintve egy triciklikus antidepresszans, kevéssé tisztazott
hatdsmechanizmussal, de Uigy tlinik a szerotonerg rendszeren kiviil hat a glutaméat
transzmissziora is (lasd pl. McEwen et al., 2010)

Gulyas A: 4.7. 46.0.: ,,E16sz0r azt ellendriztiik, hogy vajon a szelet készités 6nmagaban
nem deformalja-e a neuronok dendritfajat.”

Mi volt a kontroll amivel dsszehasonlitottak.

Vilasz: Ismert, hogy a stressz indukélta dendritfa reorganizaci6 szinte kizarolag az
apikalis dendritfat érinti. Els6 korben a kontrol és a stresszelt csoportbol szarmazd CA3
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piramis sejtek bazalis dendritfajanak méreteit illetve komplexitast vetettiik ossze.
Tovabba olyan irodalmi adatokra is tamaszkodhattunk, amelyekben a preparatumokat
masként készitették (pl. Magarinos et al., 1996). Ezekbdl deriilt ki, hogy a szeletkészités
onmagaban nem okoz szignifikans kiilonbséget a két csoportbdl szarmazoé sejtek kozott.

Gulyas A: A kortikoszteron szint befolyasolja a CA3 piramissejtek tulajdonsagait,
tobbek kozott dendrithosszat. Feltételezhetd, hogy ennek valamilyen funkcionalis szerepe
lehet azon a szinten mieldtt még a koros folyamatok beindulnanak. Mi lehet a szerepe
ennek a mechanizmusnak?

Valasz: Igen, errl a jelenségrdl bovebben irok az 1.4. fejezet utolsé paragrafusaban (lasd
12.oldal): Idézem: ,,A dendritfanak eme zsugorodasa illetve a szinaptikus kapcsolatok
csokkenésének felteheté magyardzata az, hogy a neuronok igy probalnak védekezni a
magas glutamat szint mar toxikus hatasaival szemben.” Ez a dendritfa zsugorodas
leggyakoribb magyarazata.

Gulyas A: 51: ,,mind az sIPSC 10 frekvencia mind az sIPSC amplitud6 gyors
novekedését figyeltiik meg.” Nem magyarazhatd-e ez egyszeriien a sejt input
rezisztenciajanak novekedésével?

Vilasz: Szerintiink ez nem valdszinli. Amplitadé valtozasnak talan lehetne ez az oka, de
a frekvencia valtozas mindenképp valamilyen pre-szinaptikus jelenségre utal. Tovabba
kisérleteinkben a sejt ellendllasat sziroproba szertien ellendriztiik és szamottevd
valtozésa esetén az eredményeket megsemmisitettiik.

Gulyas A: 53.0.: ,,Akut stressz utan az sIPSC frekvencia megnétt a kontroll (nem
stresszelt) allatokhoz képest, ugyanakkor az sIPSC amplitid6 valtozatlan maradt”.
Mivel magyarazhat6, hogy itt nem nétt az amplitud6?

Vilasz: Sajnos nem tudjuk a valaszt. Ugy tiinik egy valosdgos stressz hatas
mechanizmusa bonyolultabb, mint amilyennek a farmakoldgiai kisérletekben latszik (pl.
ha valaki corticosteron-t mos ra a szeletre).

Gulyas A: 55.0: ,,tdpoldataba kevert 5 mM carbacholt hasznéltunk a ritmikus sIPSC jelek
keltésére”

A mi kisérletinkben 2-3uM CCh elég volt, hogy gamma oszcillaciot valtson ki. 10 uM
jelentdsen csokkentetette a szinaptikus atvitel er0sségét és er0sen depolarizalta a sejteket.
A harom nagysagrenddel nagyobb CCh milyen hatasokat vathat ki? Miért ebben a
koncentracioban hasznaltak?

Vilasz: Elnézést kell kérnem ez az 5 mM a forditas sordn becstszott elirds. Az eredeti
tanulmanyban mi is 5 microM-t hasznaltunk (lasd Hu et al., 2010 1702. oldal), tehat
valdjaban ugyanabban a koncentraci6 tartomanyban dolgoztunk, mint az opponens (és
masok).

Gulyas A: ,,carbachol adasa utani sIPSC aktivitasi szakaszokon végzett power spektrum
analizis szerint minden sejtben szignifikansan nétt a total power és ezen beliil egy éles
power csucs fejlodott ki a 4-14 Hz-es téta frekvencia tartomanyban”

A szakirodalomban talalhato kisérletek zomében CCh applikaciéo gammat valt ki, igaz
sokkal kisebb koncentracioban. Mi lehet a kiilonbség oka? Mennyiben tekinthetd a fenti
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4-14Hz es oszcillacio hasonlonak az in vivo thetdhoz? Lehetett-e a kiilonb6z6 rétegekben
az in vivohoz hasonl¢ polaritasfordulast €s faziseltolodast latni (hasonld aramok
generaljak-e)? A finomszerkezete milyen volt, tartalmazott-e theta fazis modulalt gammat?
Valasz: A koncentracié tartomanyr6l fentebb szoéltam.

Nekiink kevés tapasztalatunk van a carbachol altal kivaltott neuron-halozati aktivitasrol,
de ugy tudjuk, hogy carbachol 20 microM-os koncentracioban in vivo kelt gamma
oscillaciot, de tuléld szeletben théta oszcillaciot is okoz (Tiesinga et al., 2001). Mi a
kisérletiinkben a magasabb frekvencia tartomanyokat nem analizaltuk.

Mivel in vivo intracellularis méréseket nem végeztiink, igy mi sem tudjuk, hogy az in
vitro preparatumok mennyiben, milyen hatarig modellezik az in vivo észlelt jelenségeket.
Polaritasfordulést és faziseltolodéast nem lattunk. Tudomdasunk szerint ilyet csak
extracellularis elvezetésben latni, mi viszont intracellularis voltage patch clamp
technikédval dolgoztunk.

Sajnos nem elemeztiik a hullamok finom szerkezetét. Tapasztalanok 1évén, Karson et al.,
2008-as munkdja alapjan csak 50 Hz-ig analizéltuk az oszcillaciokat. Ma mar masképp
csinalnank.

4 Gulyas A:.1.8 dbra: Hogyan magyarazza hogy csak frekvencia valtozott de az
amplitud6 nem nétt?
Valasz: Ahogy azt fent emlitettem, erre sajnos nem tudjuk a vélaszt.

Gulyas A: 4.8 54.0.: ,,Kronikus stressz hatasara csokken a PV-immunoreaktiv neuronok
szama, mikdzben a CCK-pozitiv sejteké valtozatlan marad”

Nem diszkutalta, hogy a PV+ sejtszdm csokkenés a PV eltlinésének vagy a sejtek
pustulasanak eredménye. Ha sejtpusztulasrdl van szo, miért nem valt ki epilepsziat a
stressz indukalt PV sejtpusztulas?

Vilasz: Egyelére nem tudjuk, hogy a PV-immunoreaktiv neuron szam csokkenés hattere
valodi sejtpusztulas vagy csak a PV expresszio redukalddik. Ezt jelenleg is kutatjuk.
Feltételezziik, hogy itt csupan a PV expresszid csokkenésérdl van sz6. Mas adatok szerint
tartos stressz kovetkeztében gyakoribb az epilepszias aktivitas (1asd pl. Pavlides et al.,
2002 allatkisérletes adatait), de ismert klinikai megfigyelsé az is, hogy depresszios
betegekben gyakoribb és az epilepszia, illetve hogy sok epilepszids egyben depresszios is
(Kanner et al., 2003).

Ismételten megkdszondom Professzor Urnak jobbité szandéki kritikai észrevételeit és
tisztelettel kérem, hogy vélaszaimat elfogadni sziveskedjen.

Oszinte nagyrabecsiiléssel,

Dr Czéh Boldizsar

Pécs, 2012. oktober 5.
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