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Vélasz Dr. Toldi Jozsef opponensi véleményére

Mindenekel6tt halas vagyok Dr. Toldi Jozsefnek, hogy elolvasta €s értékelte az MTA
doktora cimre benyujtott palydzatomat, ¢s szeretném megkdszonni megjegyzéseit, javaslatait
¢s elgondolkodtato kérdéseit, melyek a témakor még mélyebb megértésére sarkalltak. Kiilon
kdszondm méltatd sorait az értekezésben bemutatott tudomanyos eredményeket és azok
bemutatasat illetden.

Kérem, fogadja valaszaimat az opponensi véleményében megfogalmazott kérdéseire
€s megjegyzéseire.

Formai szempontu észrevételek, kérdések

Eldszor is szeretném megkdszonni a Birdlonak az értekezésem igényes kivitelezésére
tett pozitiv megjegyzését. Igyekeztem egy gordiilékenyen olvashat6, de tomor szoveget irni,
amely ezek szerint tobbségében egész jol sikeriilt. Az angol nyelvii kéziratok magyarra valo
atiiltetése ugy, hogy kozben tomorebbre veszi az ember, nem is mindig egyszert feladat.
Eléfordulhat, hogy voltak olyan részek, amelyek til tomorre, vagy nem elég magyarosra
sikeriiltek. Elirasok ¢és félreiitések pedig az ember legjobb igyekezete ellenére is mindig
maradnak a szovegben, ez alol ez az értekezés sem kivétel. Nagyon kdszonom a listat, ha
lehetne, kijavitanam.

Ko6szonom az észrevételt az abrakat és az dbraszovegeket illetéen. Valoban tobb
helyen is 6sszevontam az eredeti kozleményekben kiilon szerepld dbrakat. A cél az volt, hogy
az abraanyag jol illeszkedjen a szoveghez, hogy azokat a fobb adatokat mutassa, amelyek
alatamasztjak a szovegben megfogalmazottakat. Valoban jobban érthetd lett volna, ha
részletesebben leirok minden kisérletsorozatot, és sokkal tobb abraval tamasztom ala, de
valahogy optimalizalnom kellett, hogy a redlis hosszusagu értekezés és a megfeleld érthetdség
keretei kozott maradjak.

Az 4bréakat igyekeztem magyarul feliratozni, ha mar az értekezés nyelve is magyar.
Sajnos néhany abra esetében az eredeti, szerkeszthetd valtozat valahol elsikkadt az idok soran
(pl. az emlitett 28. dbra), igy azokat nem tudtam atirni magyarra. Mas esetekben meg
egyszertien fel se tint (pl. 8., 10., 18., 21. abrak), hogy az dbran szerepld szovegek kozott
maradt angol nyelvii felirat is, annyira hozza van szokva az ember ezek latvanyahoz. Elnézést,
hogy az abraaldirasok nem voltak elég részletesek minden esetben, ez valoban megkonnyitette
volna a megértést. Legkdzelebb jobban figyelni fogok arra, hogy minden ébran levé jeldlés
meg legyen magyarazva az aldirasban.
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Az elemszamok is a gordiilékeny olvasas és a tomorségre valo torekvés miatt
maradtak ki. Nem akartam tal hosszt értekezést irni, €s szerettem volna, ha konnyedén
olvashatd, nem szakad meg mindenhol a beszlrt elemszdmok miatt. Utolag belatom, az
elemszamokat mégis bele kellett volna irni, mert azokbol lehet leginkdbb leszlirni, hogy az
adott tulajdonsag mennyire sporadikus eléforduldsu, vagy inkdbb stabil jellemzdje a vizsgalt
jelenségnek. Természetesen minden esetben igyekeztiink a lehetd legmagasabb, jol
értékelhetd elemszamot elérni. A valaszom végén talalhatok a fo6bb elemszamok (éallatok,
szeletek, vizsgalt sejtek, szinapszisok, stb. szdma), cikkenként, az értekezésben szerepeltetett
sorrendben.

Tartalmi szempontu észrevételek, kérdések

1. A fiziologias éles hullam keletkezésével kapcsolatban megallapitottak - tobbek kozott-, hogy a
periszomatikus gatlo sejteknek kiemelten fontos szerepe van az éles hullam-ripple-k (SPW)
kialakulasaban, vezérlesében. Kétféle SPW-t karakterizaltak (T1 és T2). Mindketto
generalodasaban szerepe van még a piramis sejteknek, valamint tovabbi interneuronoknak is.
Kerdeés: Milyen tovabbi kisérletekkel lehetne tisztazni a tobbi kiilonféle gatlosejt esetlegesen
differencialt szerepét a Tl és a T2 SPW kialakulasaban?

A legkézenfekvobb megoldas — a rendkiviil heroikus ,,egyidejii extra-és intracellularis
elvezetések sordn vakon elvezetjiik és toltdgetjiik a neuronokat, majd post hoc anatomiéaval
igazoljuk a tipusukat” cimii kisérletsorozaton kiviil — a genetikailag modositott allatok
hasznalata. Egérben leirtak mar a kiilonb6z6 interneuron tipusok tlizelési mintazatat az in
vitro koriilmények kozott keletkezd SPW-ek soran (Héjos et al., 2013). Ebben a
kozleményben PV-EGFP, illetve GAD65-EGFP allatokat hasznaltak az interneuronok
hatékonyabb megtalalasa érdekében, de 1éteznek més genetikailag modositott egér torzsek is,
amelyekben a kiilonb6z6 interneuron tipusok kifejeznek valamilyen fluoreszcens fehérjét. A
kosarsejtek célzott vizsgalatara kiilondsen alkalmas a CCK-DsRED egér is, amelyben a
cholecystokinin/cannabinoid receptor 1-pozitiv sejtek fejezik ki a pirosan fluoreszkalod
fehérjét (pl. (Kohus et al., 2016). A genetikailag modositott egér térzsek hasznalataval
azonban van egy probléma. Az egér hippocampusban nincs kétféle SPW, pedig a fent emlitett
cikkben hasznalt kisérleti médszerek nagyon hasonldak voltak a mieinkhez. Valoszintileg
fajok kozotti kiilonbségrol van sz6. Az emlitett konstitutiv genetikai modositas ugyanakkor
sajnos patkanyokban még mindig gyerekcipdben jar. A legjobb megoldas a virus vektorok
hasznalata lehet. A virus tipusok, a promoterek ¢és a bejuttatand6 gének széles tarhazaval
valoszintlileg relative egyszeriien el lehet érni azt, hogy a kiilonb6z6é marker fehérjékkel
azonositott interneuron tipusok (pl. calbindin, calretinin, somatostatin, vasoactive intestinal
protein, stb.) szelektiven kifejezzenek adott fluoreszcens fehérjét. A célzott interneuron
vizsgalat ilyen kisérleti elrendezésben jo eséllyel hatékonyabb volna, mint a vakon végzett
sejttoltés. Sajnos az egész optogenetikai rendszer is egérre van optimalizélva, és
tapasztalataink szerint, ami egérben rutinosan megy, egyaltaldn nem biztos, hogy patkanyban
(vagy plane egyéb, magasabb rendl fajokban) is hasonléan miikodni fog. De egy
intrahippocampalis virus vektor beadassal jo eséllyel meg lehetne jeldlni specifikusan a
kiilonbdzd interneuron tipusokat, és vizsgélni lehetne azok szerepét a kétféle SPW-R
kialakulaséban.



2) Az epilepszidhoz kéthetd szinkron események az un. interiktalis tiiskék. Megallapitottik, hogy
az interiktalis tiiskeket a CA3a régio piramis sejtjei kezdik, és onnan tevodnek at a CA2-be és a
CA3b-be.

A 17. abra D része olyan helyzetet mutat be, ahol mini szeleteket készitettek, azaz, szétvalasztottak
a CA3a-t és a CA3b-t. Ekkor a ket régioban egymastol fiiggetleniil keletkeztek interiktalis tiiskek,
melyek elofordulasi valosziniisege kiilonbozott. A CA3b aktivitasa sokkal alacsonyabb volt.
Kerdeések: 1: Minél tavolabb keriiliink a CA3a-tol annal kisebb lesz az elofordulasi valosziniisége
ezeknek a tiiskéknek? Ha nem szakitjuk meg a kapcsolatokat a CA3a és a CA3b kozott, akkor
teljesen szinkron az aktivitasuk (17. abra A). 2: Ezek szerint a CA3a, mint ,, elsodleges vezérlo
kozpont” domindlja a koriilotte lévé régiokat? 3: A CAl-ben egydltalan nem keletkezik interiktalis
tiiske? 4: Kijelentheto, hogy a CA3a finomszerkezeti jellegzetessége (ti. a piramis sejtekre érkezd
magasabb serkenté bemenet szam) meghatarozo jelentdségii a fokozott szinkron aktivitasban?

A diszinhibicios in vitro hippocampus modell vizsgalata, mint az epilepszias
interiktalis tiiske modellje, az 1970-es évekre nyulik vissza. A legtobb munkacsoport (allattol
¢s alkalmazott farmakontdl fliggetlentil) arra a megallapitasra jutott, hogy a teljes
hippocampust tartalmazé szeletben a klasszikus CA3-CA1-Subiculum irdnyban terjednek a
diszinhibicioval indukalt tiiskék, &m ha a CA3 és CA1 kozotti kapesolatot elvagjuk, akkor a
CA3-ban tovabbra is keletkeznek spontan tliskék, mig a CA1 régidoban nem (Schwartzkroin &
Prince, 1978), csak tovabbi elektromos stimulacio hatasara (Dingledine & Gjerstad, 1980). Az
értekezésben szerepeltetett munkdnkban a CA3 régiora koncentraltunk, azt probaltuk feltarni,
hogy mely sejtes és halozati tulajdonsagok kellenek ahhoz, hogy egy régid vezetd szerepet
jatsszon a tiiskék generalasaban. J6 modellnek adddott a tengerimalac hippocampusa,
amelyben a CA3a régid inditja a BIC-indukalt tiiskéket, és a CA3b (illetve a CA2) régiod
koveti. Ugyanakkor, ha izolaljuk a CA3a és b alrégidkat, mindkettd képes a tliskék
generalasara. Azért ezt a modellt valasztottuk, mert ebben a két alrégidban minden nagyon
hasonlo, nincsenek régidbeli (pl. dsszekottetésbeli) kiilonbségek, mint a CA3 vs. CA2, CAl,
vagy a gyrus dentatus kozott. A CA3c (vagyis a gyrus dentatus két szara kozotti teriiletet)
izolaltan vizsgalni elég nehéz: ha rajta hagyjuk a gyrus dentatust, akkor annak hatasait nem
lehet kikiiszobolni, ha levagjuk, az elég jelentdsen deafferentélja az alrégiot (és nem mellesleg
annyira kicsi, hogy hagyomanyos technikékkal, vagyis szikével, olloval elég nehéz levagni).
Hogy a kérdésekre is valaszoljak: minél tavolabb keriiliink a CA3a régiotol, annal késobb
latszik az interiktalis tiiske csticsa a CA3a-hoz képest. Ez igaz a CA3c-re és a CA1 régiod
kozeli szakaszara (ezeket vizsgaltuk, de nem keriiltek fel az abrara). Mas régidokat nem
vizsgaltunk, de valosziniinek tartom, hogy a CA1 régid subiculumhoz kozelebb es6
szakaszahoz még késobb ér a tiiske (mondjuk azért itt is csak 5-10 ms-os késésekrol
besz¢liink). Kijelenthetd, hogy a tengerimalac hippocampus szeletben a CA3a régio vezérli a
tiiskék kialakulasat, és vonja bele a tobbi régidt. Ennek az alrégionak a finomszerkezete és a
sejtjeinek tulajdonséagai kellenek ahhoz, hogy inditsa a tiiskéket. A piramissejtek e
tulajdonsagai koz¢ tartozik az sszességében hosszabb dendritfa (18F &bra), a nagyobb
aranyban érkez6 serkentd axonok (19C abra). Erdemes megfigyelni, hogy a CA3a
piramissejtek tobb axontermindlist adnak a sajat régidjukban (19F éabra, bal oldal, meleg
szinek), mig a CA3b sejtek jobban elosztva adnak mindkét régioba (jobb oldal). Ez azt
eredményezi, hogy a CA3a sejtek hosszabb dendritfajara nagyobb szamu (kb. 30%-kal tobb!)
serkentd bemenet érkezik, mint a CA3Db sejtekére (19E abra). De ezek mellett az is fontos (és
Ossze is fiigg a nagyobb serkentd bemenettel), hogy a CA3a régidban joval tobb a spontan és a
burst-ben tlizeld sejt, mint a CA3b-ben (18A-E abra). A burstold sejtek koziil keriilnek ki
azok a sejtek, amelyek akkor is tudnak burst-ben tiizelni, amikor hiperpolarizalt allapotban
vannak (ezeket neveztiik erdsen vezetd sejteknek), és amelyek képesek arra, hogy sejttiizelést,
valamint mezdpotencial tranzienst is kivaltsanak. Ilyen sejteket csak a CA3a-ban talaltunk, a



CA3b-ben nem. A fiziologiai és anatomiai tulajdonsagok egyiittesen eredményezik azt, hogy
a CA3a régidban nagyobb eséllyel alakul ki epilepszias tiiske, mint a CA3b régioban, és
hatékonyan tudja bevonni a kdrnyez0 régiokat. Azt gondolom, hogy ezek a sejt- és
halozatszintli tulajdonsdgok mas szinkronizéacids folyamatokban is fontosak lehetnek. Az
mindenképp elmondhatd, hogy a hosszabb dendritfa, a ra érkezd serkentd bemenet magas
szédma, a nagy aranyu spontan, burstben tlizel6 sejtek aranya egy adott agyteriileten elérevetiti
annak a lehetdségét, hogy az egy szinkronizacids (vagy akar epilepszias) gocca valjon.

3) Az epilepszids rohamok keletkezésének tanulmdanyozasa soran génexpresszios,
elektrofiziologiai és anatomai kisérleteket végeztek. Genetikai profil vizsgalattal 1526
transzkript expressziojanak valtozasat figyelték meg kaindt egyik oldali dorsalis
hippocampusba torténd beadasa utan, kiilonbozo idokben. Megallapitottak, hogy a
génaktivacios valtozasok a korai (status epilepticus) idejére és a latens szakaszhoz kothetok,
mig a gyulladdsos folyamatok féként a ldtens szakaszt jellemzik. Erdekesnek taldlom, hogy 6
oraval a beadas utan, vagyis kb. a status epilepticus kialakulasanak az idejére, éppen a
contralateralis ventralis hippocampusban upregulalodott a legtobb gén expresszioja.

Kérdeés: Mi lehet ennek a magyarazata? Azaz, mi lehet az oka annak, hogy a
legkorabbi vizsgadlat soran tapasztalt génexpresszio upreguldlodas a legnagyobb mértékben
éppen a contralateralis-ventralis régioban torténik?

Nagyon koszonOm a Biralo kérdését, ezen a tényen mi magunk is meg voltunk lepve
annak idején. Aztan amikor kielemeztiik az egerek EEG elvezetéseit, akkor azt lattuk
(értekezés 21. 4bra), hogy a kainat beadasat kdvetden az ipsilateralis ventralis (IV)
hippocampus inditja a rohamokat, majd atterjed a contralateralis ventralis (CV) oldalra, onnan
a contralateralis dorsalis (CD) oldalra, majd kb. 5 ora elteltével az ipsilateralis dorsalis (ID)
oldal is bevonoddik a rohamba. Kiilondsen érdekes, hogy a beadas helye kapcsolodik be
legkésobb a rohamokba. Ez két dologgal magyarazhat6. Egyrészt a beadas helyén a
piramissejtek jo eséllyel nagyon hamar bekeriilnek egy depolarizacios blokkba (Le Duigou et
al., 2005), és/vagy elpusztulnak, igy nem tudnak részt venni egy epilepszias rohamban.
Masrészt a ventralis hippocampusban stirtibb a CA3 rekurrens kollateralis haldzat, mint a
dorsalis oldalon (Li et al., 1994), amely — ahogy fentebb is szoba keriilt — nagyobb
serkenthetdséget okoz, igy nagyobb valoszinliséggel fognak ott hiperszinkron események
keletkezni. A beadast kovetd 6. 6ra kornyékén a contralateralis ventralis hippocampusban
voltak a legnagyobb amplitidojiak a rohamok (értekezés 21. abra), igy elképzelhetd, hogy ez
a magas aktivitas osszefliggésben van az upreguldlodott gének szdmaval is. Ugyanakkor
fontos megjegyezni, hogy az expresszioban tortént valtozas mértéke tobbnyire az ipsilateralis
dorsalis hippocampusban, vagyis a beadas helyén volt a legmagasabb (1. dbra). Ezt talan jo
lett volna egy kicsit jobban kifejteni az értekezésben.
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1. abra

Hat klaszterre osztottuk a géneket az ido- és térbeli valtozasuk mintdzata szerint. A hasonld valtozasokat mutatod
géneket tettiik egy klaszterbe, majd megvizsgaltuk, hogy ezekben a klaszterekben milyen biologiai
folyamatokhoz kothetd gének talalhatok. A 6. 6raban (minden felsd panel bal oldala) féleg az els6 (A), valamint
a masodik (B) és harmadik (C) klaszterbe tartozo gének mutattak szignifikans valtozast. Az els klaszterben
féleg nukledris és intracellularis szignalizacioval (Nuc, Intsig), sejtpusztulassal (Death) és metabolikus
folyamatokkal (Metab) kapcsolatos gének voltak és az ID, IV, CD részekben valtozott az expresszidjuk. A
masodik klaszterben szintén nuklearis, intracellularis szignalizaciéval (Nuc, Intsig), és metabolikus
folyamatokkal (Metab) kapcsolatos gének voltak (sejtpusztulas nem!), és csak a CV teriileteken valtozott az
expressziojuk, a harmadik klaszterben pedig sejtnovekedéssel (Growth), intracelluléris szignalizacioval (Intsig)
és metabolikus folyamatokkal kapcsolatos gének voltak, amelyek szintén csak a CD hippocampusban mutattak
expresszio valtozast.

4) A hippocampalis szinkron aktivitasok anatomiai hatterét vizsgalva arra a megallapitasra
Jutottak, hogy a két parhuzamos rendszer (a gyrus dentatus: GD és a CAl) kozé ékelodo CA3-
as régio, a maga sajatos kapcsolatrendszerével lehet az anatomiai alapja az SPW-k
keletkezésének.

Megjegyzés: Az értekezésnek ebben a fejezetében két olyan allitast taldalok, melyek
onmagukban is és egyiitt is helytalloak lehetnek, mégis, tartalmuk rejt ellentmondo elemeket.
Az egyik allitast a fenti bekezdésben mar emlitettem. ,, ... a hippocampus, és ezen beliil is a
CA3 régio eme sajatos osszekottetési rendszere lehet az anatomiai alapja a SPW-ek
keletkezésének..” Ez a megallapitas —bar azt nem allitja, hogy csak ebben a
kapcsolatrendszerben keletkezhetnek SPW-k, annyit mond, hogy ez az ésszekéttetési rendszer
lehet az anatomiai alapja. A masik allitas, - ami, ha nem is mond ellent-, mindenképpen
gyengiti az elozot, az pedig azt mondja, hogy ,,morfologiailag kiilonbozo neurondalis
halozatok ugyan olyan szinkron aktivitas létrehozasara képesek...” (64. old. 14-15. sor).

Szeretném megkdszonni a Birdlonak ezt a megjegyzést.



A CA3 régionak valoban elég specidlis 0sszekdttetési rendszere van: az egyiranyu
bemenet, a rekurrens kollateralis rendszer, majd a szintén egyiranyu kimenet, mindez
megspékelve a gatlo sejttipusok kapcsolatrendszerével. Ez az 6sszekottetési rendszer a benne
levo sejtek tulajdonsagaival egyiitt alkalmas arra, hogy SPW-R komplexumokat generaljon,
amely szinkron események valoban biztositani tudjék a tanulasi és memoriafolyamatokhoz
kapcsolodo informacidkiemelést €és tovabbitast. A masik kijelentés, mely szerint a
morfologiailag kiilonb6z6 neuronalis halozatok ugyanolyan szinkron aktivitas 1étrehozasara
képesek, az interiktalis tiiskék keletkezésére vonatkozik. Ez a kijelentés mind a kainat egér
modellben, mind a human in vitro kisérleteinkben megallja a helyét. A human subiculumban
in vitro korilmények kozott kialakulnak interiktalis jellegt tiiskék (Huberfeld et al., 2007),
mig az anatomiailag kiilonb6z6 CA2-ben ugyanugy kinézd tiiskék keletkeznek (Wittner ef al.,
2009).

A SPW-R komplexumok és az interiktalis tiiskék raadasul nagyon hasonlitanak, ha
EEG-vel (pl. 0.1-100 Hz kozotti spektrumban) vizsgaljuk dket. Emellett, hogy még
bonyolultabb legyen a kép, az interiktalis tliskék egy tipusat sharp wave-nek is nevezik. A
tiiskék ¢s a SPW-R-ek még akkor is hasonlitanak, ha a spektrumot szélesitjiik €s a magasabb
frekvencidji komponenseket is mérjiik. Egy nagy amplitid6ju mezdpotencial tranziens (éles
hullam) a rajta 1il6 magas frekvenciaji oszcillaciokkal és megndvekedett sejtaktivitidssal — ez
a meghatérozas érvényes a SPW-R-re és az interiktalis tiiskékre is. A hippocampus CA3
régidja (ahogy fentebb is volt rola sz0), valoszinlileg pont a specialis struktirdjanak és
tulajdonsagainak koszonhetden képes az interiktalis tiiskék inditasara és a mas agyteriiletek
bevonasara. Ugyanez a régid generdlja a SPW-R komplexumokat, mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott, minden modellben (Buzséaki, 2015), és ugyanazon az Gitvonalon
terjednek a SPW-R-ek, mint az interiktalis tiiskék. Ez felveti azt a kérdést is, hogy vajon hol
van a hatér (van-e egyaltalan) a fiziologias és a patoldgias jelenségek kozott.

Azt gondolom, hogy ez az egész kérdéskor nagyon jol ramutat arra a masik filozofiai
kérdésre is, amellyel minden tudomédnyos megkdzelitéskor szembesiiliink. Latunk, majd
vizsgalunk valamilyen jelenséget, és megprobaljuk feltarni az okait. Mindig eszembe jut az a
hasonlat (amit sajnos nem emlékszem, hol olvastam), hogy a XX. sz4dzad el6tt hogyan
kozelitették meg a kohogést €s az okait. Volt a ,,kohogo betegség”, és nem is gondoltak, hogy
mennyi féle oka lehet. Ma mar, az orvostudomany fejlédésével tudjuk, hogy rengeteg oka és
kialakulasi mechanizmusa lehet, kezdve a virusos/bakterialis felséléguti fertozésektol, at a
TBC-n, az asztman, a COPD-n, a cisztas fibrozison ¢€s a refluxon, egészen a daganatos
megbetegedések ¢€s a sziv- €s érrendszeri panaszok melléktiinetéig. Tehat a jol koriilirhato,
tobbé-kevésbé homogén tiinet, a kohdgeés sokféle modon keletkezhet. Ugyanez igaz lehet az
altalunk vizsgalt szinkron aktivitasokra is (SPW-ekre, interiktalis tiiskékre). Latunk egy adott
elektrofiziologiai jelenséget, amely hatterében ugyanakkor lehet tobbféle mechanizmus is,
nem csak egy. Példaul a human szeletekben keletkez6 interiktalis tiiskék, melyek hatterében
valoszintlileg a klorid haztartas megbomlasa jatszik szerepet a subiculumban (Huberfeld et al.,
2007), mig a CA2-ben ugyanugy kinézo tiiskék esetén a klorid haztartds valtozasat nem, csak
a serkentés-gatlas egyensulyanak megbomlasat tudtuk kimutatni (Wittner et al., 2009). Vagy
az is eléfordulhat, hogy egymashoz nagyon hasonl6 (netan ugyanolyan) elektrofizioldgiai
jelenséget latunk olyan agyteriileteken, amelyekben jelentdsen eltérnek az anatomiai
jellemzoOk (mint az emlitett interiktalis tiiskék, melyek megjelennek a kainat egér modellben a
sejtpusztulast mutatd és nem mutaté teriileteken is). Erdemes tehat ezt észben tartani, hogy
amit az allatmodelliinkben latunk, nem biztos, hogy ugyanugy zajlik emberben, még akkor se,
ha ugyantigy, vagy hasonldan néz ki. Es természetesen az in vitro eredményekbdl is csak
mérsékelten lehet extrapolélni az in vivo eseményekre.



Azt gondolom tehat, hogy a két allitas egyaltalan nem mond ellent egymasnak, csak
egészen mas aspektusbol kozeliti meg a vizsgalt jelenségeket.

5) Az emberi hippocampusban megjelend interiktalis aktivitas mechanizmusat vizsgalva azt
talaltdak, hogy a subicularis piramis sejtek kb. 1/5-e GABA-ra depolarizalddik. In situ
hibridizacios modszerrel pedig kimutattak, hogy a subiculum piramis sejteinek 20-30%-ban
nem fejezodik ki a klorid homeosztdzis szempontjabdl fontos kettes tipusu K-Cl kotranszporter
(KCC2) mRNS-e.

6) Kimutattak tovabba, hogy -bar a CA2 régio szintén képes interiktalis tiiskék generadldsara-,
itt a subiculummal ellentétben, a kloridion gradiens nem jatszik fontos szerepet az interictalis
tiiskek generalasaban. Itt mas mechanizmust kellett feltételezni. Azt talaltak, hogy itt a
serkenté bemenetek szama no meg, azaz, a gyrus dentatus moharostjai sarjadzanak, benonek
a CA2 régioba, ahol a piramis sejtekre extra serkeneté bemeneteket adnak.

Kérdeés: Mi késztetheti sarjadzasra a gyrus dentatus moharostjait? Végso soron, mi lehet a
CA?2 régiobeli interiktalis aktivitas kialakulasanak eredo oka?

Részletesen vizsgaltak a human hippocampusban megjelend epilepszids aktivitas anatomiai
hatterét is. Itt is gyanuba keriilt a klorid homeosztazis egyensulydanak lehetséges megbillenése,
azaz, a KCC?2 fehérje. Az allatkisérleti eredményeknek némileg ellentmondott az az eredmény,
hogy a KCC?2 fehérje mennyisége megemelkedik epilepszids betegek hippocampusaban a
kontrollhoz képest. Ezzel kapcsolatos

Kérdések: A hippocampalis sclerosis mérteke (mHS vs sHS) mennyire all aranyban a
betegség sulyossagaval, pl. a hiperexcitabilitdassal, az interictalis-jellegii aktivitassal? Hogyan
kell értelmezni azt a Western blot eredmeényt, miszerint a KCC2 fehérje mennyisége az mHS

esetében nott meg szignifikansan, mig a sulyos szklerotikus esetekben (sHS) nem tért el a
kontrolltol (44. abra B)?

A varakozasainkkal ellentétben, a human epilepszias CA2 régiéban nem tudtuk
kimutatni a klorid homeosztazis megvaltozasat. Az intracellularisan elvezetett sejtek is
masképp viselkedtek, mint a subiculumban. Mig ez utobbiban a sejtek 80%-a hiperpolarizalo
valaszt mutatott az interiktalis tiiskék soran, a CA2 régidban ez az arany pont a forditottja
volt, a sejtek kb. 80%-a depolarizalodott. Emellett a KCC2 fehérje hidnyat sem tudtuk
kimutatni az egyes sejtek szintjén. Ezzel ellentétben a serkenté moharostok bendttek a CA2-
be, egy extra serkentést adva a régio6 piramissejtjeire. A moharostok sarjadzasat valosziniileg
az epilepszia soran megvaltozott morfologia valtja ki. Ahogy mas patologids esetekben is, az
epilepszia modellekben a deafferentdcio, mint példaul a perforans palya, vagy a
commissuralis palya atmetszése/lecsokkenése okozhatja a moharostok sarjadzasat (Noebels et
al., 2012). Az epilepszias emberi hippocampusban szelektiven elpusztulnak egyes interneuron
tipusok a hilusban és a CA3 régioban, illetve a scleroticus esetekben a CA3 régio
piramissejtjei is pusztulnak (Noebels et al., 2012). Valoszinlinek tartom, hogy e sejtek
pusztulasa, és az ezéltal kiesd rostok is okai lehetnek a moharostok sarjadzasanak. Es a mi
eredményeink szerint ez nem csak a gyrus dentatus molekularis rétegébe jut vissza, mint
ahogy azt eddig human ¢és kisérletes epilepsziakban kimutattak, hanem tovabb né a CA3
région tulra, a CA2 régioba is. A CA2 régiobeli interiktalis aktivitas valoszintleg ugy alakul
ki, hogy a moharostok adnak egy extra serkentést, mikdzben a periszomatikus gatlas
funkcionalisan kissé megvaltozik (a parvalbumin eltiinik a sejtekbdl, igy azok Ca®*-haztartasa
megvaltozik). Emellett sok a spontan tiizeld sejt, és burstdld sejtek is eléfordulnak, amelyek
képesek lehetnek elinditani egy ilyen szinkron eseményt. Ezen kiviil természetesen nem
kizarhatoak més folyamatok sem, mint a mas interneuron tipusok, a glutamat és a GABA-



receptorok, egyéb transzporterek érzékenységének valtozasa, az asztroglia sejtek
diszfunkcioja (1d. Noebels et al., 2012), illetve akar a CA2 piramissejtek esetleges axonjainak
sarjadzésa, amelyekrdl mind nincs informaciénk a CA2 régiora vonatkozdan. De minden, ami
a serkentés-gatlas megbillenéséhez vezet a serkentés javara, egy meglevd, miikodo
szomatikus gatlassal a szinkronizaciok kialakuldséhoz vezethet.

A hippocampalis sclerosis mértéke (mHS, sHS) nem feltétleniil fiigg 6ssze az
epilepszia idotartamaval és a rohamok gyakorisagaval. A tobb, mint 100 {6t szamlalod
adatbazisunkban tobb olyan beteg is volt, aki 35-40 éve epilepszias, terapia rezisztens, de
mégis az mHS csoportba tartozik. Ugyanakkor voltak olyan betegek is, akiknek alig fél-egy
éve voltak epilepszias rohamaik, de mégis kimutathat6 volt naluk a hippocampalis sclerosis.
Az epilepszias betegekben az interiktalis tiiskék gyakorisaga és a HS mértéke kozotti
Osszefliggésre nem taldltam adatot. A klinikai oldalrdl inkabb arra koncentralnak, hogy vajon
mi a kapcsolat az interiktalis tiiskék €s a rohamok megjelenése k6zott, vagy mi a rezekcios
miitét kimenetének progndzisa, ha az interiktalis tiiskézés egy oldalon vagy mindkét oldalon
megfigyelhetd (pl. Noebels et al., 2012). Ezzel szemben, humén epilepszids hippocampalis
szeletekben koriilbeliil hasonld aranyban jelennek meg interiktalis jellegii tiiskék a nem
scleroticus (mHS) ¢€s a scleroticus hippocampusban (sHS) is, ha az ataramoltatott oldat
excitabilitasat megndveljiik magas K™ koncentracioval (Reyes-Garcia et al., 2018). A
hiperexcitabilitas egyértelmiien 6sszefiiggést mutat a hippocampalis sclerosis mértékével.
Mivel kontroll (nem epilepszids) human hippocampus nem elérhetd elektrofizioldgiai
kontrollnak. Es valoban, az mHS és az sHS hippocampusok kozott jelentds kiilonbségek
mutatkoznak mind a neuronalis fizioldgiai jellemzok, mind a glutamat és GABA receptorok
tulajdonsagai és az altaluk kozvetitett aramok kozott (pl. Avoli ef al., 2005), mind a
sejtpusztulas mintazatat illetéen (Noebels ef al., 2012).

Mi magunk az interictalis-jellegli aktivitas és a HS 0sszefiiggését nem vizsgaltuk sem
a subiculummal, sem a CA2 régidval foglalkozé tanulmanyunkban. Az elébbi kézleményben
3/27 paciens volt az mHS csoportban, mig az utobbi kézleményben az elézdvel nagyrészt
atfedd pacienscsoportbol 2/13 mHS mintank volt. Ez annyira kevés, hogy ebbdl nehezen
lehetne érdemi kovetkeztetéseket levonni a tiiskék megjelenését €s a sclerosis mértékét
illetéen. Ugyanakkor az anatomiai munkainkban kimutattuk, hogy a HS mértéke dsszefiigg
egyes morfoldgiai jellemzok valtozasaival (1d. korabbi munkaink, Magloczky et al., 2000;
Wittner et al., 2001; Wittner et al., 2002; Wittner et al., 2005), tehat feltételezem, hogy az
elektrofiziologiai jellemzok, koztiik az interictalis-jellegli aktivitds megjelenése és a
hiperexcitabilitas is mutathat 6sszefliggést.

A korabbi anatomiai munkainkban elsésorban a hippocampus gatl6 interneuronjaira
koncentraltunk, de azért igy is feltiint egy-egy serkentd haldzat megvaltozasa. A gyrus
dentatusban a jol ismert jelenségen, a moharost sarjadzason tul (amely egy jelentds extra
serkentést ad a szemcsesejtekre) kimutattuk a supramammillaris nucleusbol ered6 palya
kiszélesedését (Magloczky et al., 2000), a CA2 régidban pedig a mar emlitett moharostok
bendvését (Wittner et al., 2009). A gatlo sejtek valtozésai is Osszefliggést mutatnak a HS
mértékével. A nem scleroticus mintakban is kimutathatok egyes valtozasok, pl.
megndvekedett periszomatikus gatlas a szemcsesejteken, egyes interneuronok szelektiv
pusztulasa a gyrus dentatusban (Wittner ef al., 2001) és a CA1 régioban (Wittner et al., 2005;
Toth et al., 2007). Ugyanakkor a nagyon markans valtozasok, amelyek mind a serkentd, mind
a gatld neuron haldzatokat érintik, csak a scleroticus hippocampusban figyelheték meg (1d. pl.
Wittner & Magloczky, 2017).



A KCC2 fehérje mennyisége Western blottal csak a nem scleroticus hippocampusban
nétt meg, mig a scleroticusban nem tudtunk szignifikans valtozast kimutatni. Ennek az lehet
az oka, hogy mig a kontroll és a nem scleroticus hippocampusban nagy ardnyu a cornu
Ammonis régi6 az egész hippocampushoz képest, addig ez az arany a scleroticus
hippocampusban megvaltozik a CA1 régio atréfidja miatt. Ugyanakkora mennyiségl
(tomegtli/térfogatll) szovetben igy tehat a scleroticus hippocampusban alulreprenzentalt lesz a
cornu Ammonis. Ugyan az egyes dendritekben er6sebb a KCC2-festés, a sejtes és dendritikus
rétegek térfogata rendkiviili médon lecsokken a sejtpusztulas miatt, és ezzel egylitt
valoszintlileg az 0sszes fehérje mennyisége is kevesebb lesz, mint a nem scleroticus
hippocampusban.

7. Az epileptiform aktivitas keletkezési mechanizmusait vizsgalva azt talaltak, hogy interiktalis
tiiskék spontan modon megjelentek mind a négy betegcsoportban, mig rohamokat csak a
ResEpi és a NoEpi csoportokban detektaltak.

Kérdeés: Elso hallasra ez megleponek tiinik -, marmint a NoEpi-ben megjeleno. Mi
lehet ennek a magyardzata?

A NoEpiben megjelené rohamokat (akarcsak az interiktalis tliiskéket) a GABAa
receptor antagonista bicuculline hozzaadasaval indukaltuk. Mindenképp szeretném
megjegyezni, hogy a NoEpi csoportban 6sszesen 3/26 szeletben lattunk 1-1 rohamot, mig a
ResEpi csoportban 7/29 szeletben keletkeztek rohamok, és azon beliil 6/7 szeletben visszatérd
rohamokat lattunk. Tehat a NoEpi szeletekben megjelend roham meglehetdsen ritka esemény
volt. A masik két betegcsoportban joval kevesebb mintank volt (TreatEpi 10 szelet, NoMed
5 szelet), igy a véletlen is okozhatja, hogy csak tliskéket lattunk.

Ugyanakkor tény, hogy az in vitro farmakologiai modellek koziil csak a 4-amino-
piridin hozzaadasaval lehet megbizhatdan elérni epilepszias rohamok megjelenését
konvencionalis hippocampalis és neocorticalis ragcsald szeletekben (Avoli et al., 2022). A
GABAa receptorok blokkolaséaval csak a piriform kéregben (de Curtis et al., 2019), illetve
izolalt tengerimalac agy hippocampusaban (Uva et al., 2005) lehet rohamokat kivaltani,
amugy csak interiktalis tliskék keletkeznek (pl. Wong & Traub, 1983). Hogy a human
neocorticalis szeletekben miért alakul ki mégis roham? Egyrészt metodikai okai lehetnek: mig
a konvencionalis szeletek inkabb 300-350 um-esek, a mi szeleteink 500 pm vastagok, igy
kicsit jobban megoérzddnek a sejtek kozti kapcsolatok. Valamint talan az atdramoltatott
folyadék sebessége és a szelet oxigén ellatottsadga is szamithat (Hajos et al., 2009). Mésrészt
az is lehetséges, hogy a human neocorticalis hal6zatok ennyivel komplexebbek (Molnar et al.,
2008), mint a ragcsaloké, és a kéregben levo erdsen 0sszekotott mikrohalozatok (Szegedi et
al., 2016) GABAa receptoron keresztiil torténd gatlas hianyaban képesek bevonni nagy
neuronpopuléciokat egy epilepszias rohamba. Az adatainkbol egyértelmiien latszik, hogy az
epilepszias szovetben (ResEpi), ahol van egy jelentds serkentd szinaptikus reorganizacio,
gyakrabban fordulnak el6 rohamok, mint ahol nincs (NoEpi).

8) A diszinhibicios modellben indukalt tiiskéket (11S-el jelolt) vizsgalva azt talaltak, hogy ezek
a kéreg barmelyik rétegebol indulhatnak.

Kérdeések: teljesen véletlenszerii, hogy az IIS-ek a kéreg mely rétegébdl indulnak? Nem
figyelheté meg semmiféle area-specifitas? Hasonloképpen, a terjedési sebességiik (3 félet
irtak le) sem kétheto areakhoz?



Nagyon koszonOm ezt a kérdést, nekiink esziinkbe se jutott, hogy ennek utananézziink.
Ugyan 27 (epilepszias) és 15 (nem epilepszias) szeletben sikertilt epileptiform aktivitast
indukalnunk, de a terjedési sebességét csak azoknak az aktivitasoknak analizaltuk, amelyek
soran legalabb 5 esemény kovette egymast egy elvezetésben. Igy (harom visszatérd rohammal
egyiitt) az analizalhat6 file-ok szama 15-re csokkent (9 ResEpi, 1 TreatEpi, 2 NoEpi
betegbdl). Valdszinii, hogy nincs area-specificitasa a terjedésnek, mert a mintak koziil kettd
kivételével (1 frontalis és 1 occipitalis) mind a temporalis lebenybdl szarmazott. Tehat a
temporalis lebenyben volt alacsony €s magas sebességli terjedés, mindharom tipus el6éfordult,
¢és volt kozte gyorsulo és lassuld sebességii is. A temporalis kérgen beliil altalaban a T2
gyrusbol kaptunk (n=5, illetve T1 n=1, a tobbirdl sajnos nincs adat). A T2 gyrusban volt
alacsony sebesség €s magas, mindharom induldsi mintazat és egy gyorsulé sebességii IIS, igy
valosziniileg még gyrus-specificitast sem mutat a jelenség. En inkébb arra gondolok, hogy a
BIC-indukalt 11S-ek indulasa és terjedése a szeletben talalhaté mikrohalozatok fiiggvénye,
amelyek valoszintileg elég esetlegesen valtoznak a szeletkészités soran.

9) A szakirodalombol is ismert, hogy ragcsalok diszinhibicios modelljében (bicuculline-al) a
burst-0lo V. rétegbeli piramissejtek inditjak az interiktalis tiiskéket. Véleményem szerint
fontos kiilonbség az a megfigyelésiik is, hogy human (szintén bicuculline-s) neocorticalis
szeletekben viszont a gatlo interneuronok tiizelése inditja az 11S-eket.

Ko6szondm ezt az észrevételt. Szerintem is ez egy rendkiviil fontos megfigyelés, amely
arra is ravilagit, hogy miért kell mindig visszanyulni az emberi betegség €s az emberi
folyamatok vizsgélatahoz. Sajnos nagyon sokszor szembesiiltiink azzal a human adatok
publikalasa soran, hogy ,,ez nem ujdonsag, mar le van irva egérben/patkanyban”. Nyilvan
egyszerlibb egereken és patkanyokon dolgozni, ahol a kutaté maga iranyitja a kisérletezést. A
human vizsgalatok mindig sokkal lassabbak, meg kell oldani a sebészek és a kutatok kozti
kommunikéciot, a mintak adott betegpopulaciok/orvosi irdnyvonalaktol/pandémiatol
valtozhatnak, nincs megfeleld kontroll, stb. De mégis, az emberi agy miikddése, patologiai
elvaltozasainak megértése €s az emberi betegség gyogyitasa a cél, ezért nem elég csak
allatmodellekbdl kovetkeztetéseket levonnunk.

A gap junction-0k vizsgélata a human szinkronizacids folyamatokban tervbe van véve.
Sajnos a pandémia és az idegsebészeti miitok felujitasa elég jelentdsen visszavetette a human
kisérleteinket, de ha minden igaz, januart6l Gijra tobb mintara szamithatunk.

Szeretném még egyszer megkdszonni a Birdlonak az értekezésemre szant idejét, energiajat,
pozitiv megjegyzéseit és €pitd javaslatait.

Budapest, 2022. 11. 23.

Dr. Wittner Lucia
wittner.lucia@ttk.hu
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Elemszamok a kiilonb6zo publikacidkban (az értekezésben valo leirds sorrendjében):

Hofer et al., 2015.

68 allat (patkany), 274 szelet

farmakologiai kisérletek: 5-10 szelet/farmakon
43 intracellularisan elvezetett sejt

71 klaszterezett gatlosejt

Wittner and Miles 2007.

70 allat (tengerimalac), kb. 250 szelet

csak extracelluléris elvezetés: 40 szelet
farmakologiai kisérletek: 5-12 szelet/farmakon
egyidejli extra- és intracellularis elvezetés: 62 sejt
16 feltoltott €s 3 dimenzioban rekonstrualt sejt

LeDuigou et al., 2005.

62 allat (egér), 80 szelet

(23 corticohippocampalis, 26 CA3 longitudinalis, KA beadas utan: 10 ipsilateralis, 15
contralateralis, 6 longitudinalis hippocampalis szelet)

13 intracellularisan elvezetett sejt

anatomia: 3 KA-injektalt, 3 kontroll allat

Motti et al., 2010.
11 allat (egér): 6 KA-injektalt, 3 NaCl-injektalt, 2 kontroll

Wittner et al., 2006.
9 allat (patkany), 13 in vivo intracelluldrisan toltott sejt

Wittner et al., 2007.
25 éllat (patkany), 34 in vivo intracelluldrisan toltott sejt
1 intracelluldrisan t6ltott sejt 3 dimenzios rekonstrualasa

Huberfeld et al., 2007.

27 epilepszias paciens, 145 szelet

102 intracelluléris elvezetés

farmakologiai kisérletek: 4-5 szelet/farmakon
sejtszamolas 6 paciensbodl

13 intracellularisan to1tott sejt addicionalis KCC2-festéssel

Wittner et al., 2009.

13 epilepszias paciens, 1 kontroll, 2 kontroll majom (makako)

20 szelet

19 intracellularis elvezetés

3 intracellularisan toltott sejt, abbol 1 sejt 3 dimenzids rekonstrukcidja

sejtszamolas 7 paciensbdl €s a 2 majombol

elektronmikroszkopia: 3 epilepszias paciens, 1 kontroll

elemzett sejttestek: kontroll: 28 sejt, nem szklerotikus epilepszias mintak: 21 és 18 sejt,
szklerotikus minta: 10 sejt
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Toth et al., 2018.

82 paciens (49 epilepszias, 33 tumoros)

481 szelet (287 epilepszids, 194 tumoros szovetbdl)

farmakologiai kisérletek: 4-9 szelet/farmakon/paciens csoport

33 intracellularisan elvezetett sejt (17 epilepszias, 16 tumoros szdvetbdl)

9 intracellulérisan toltott sejt, abbol 4 sejt 3 dimenzids rekonstrukcidja
NeuN-sejtszamolas 2-2 paciensbdl (14 202 sejt epilepszids, 8 633 sejt tumoros szévetbol)
PV-sejtszamolas 3-3 paciensbol

elektronmikroszkdpia 3-3 paciensbdl (757 szinapszis epilepszids, 679 szinapszis tumoros
szovetbol)

Kerekes et al., 2014.

7 paciens (4 epilepszias, 3 tumoros)

22 szelet

Ca?"-szignal elvezetés: 55 sejt epilepszids, 31 sejt tumoros szdvetbdl
7 intracelluldrisan elvezetett sejt, 2 sejt loose patch elvezetéssel

4 intracellulérisan toltott sejt, abbdl 1 sejt 3 dimenzids rekonstrukcidja

Kandracs et al., 2019.

49 paciens (30 epilepsziés, 19 tumoros)

69 szelet (43 epilepszias, 29 tumoros szovetbdl)

intracorticalis terjedés vizsgalata 12 szeletben

klaszterezett sejtek szama: 384 sejt epilepszids (193 sejt/16 szelet/13 paciensbdl kontroll
koriilmények kozott, 191 sejt/18 szelet/15 paciensbdl BIC alatt), 349 sejt tumoros szévetben
(182 sejt/14 szelet/11 paciens kontroll, 167 sejt/14 szelet/10 paciens BIC)

Wittner et al., 2005.

32 epilepszias paciens, 3 kontroll

PV sejtszamolas 6 paciens, 3 kontroll
elektronmikroszkopia: 5 paciens, 3 kontroll

Karlécai et al., 2006.

32 epilepszias paciens, 12 kontroll

Western blot: 9 paciens, 4 kontroll

elektronmikroszkopia: 3 paciens, 2 kontroll (3 hippocampalis teriilet: GD, CA3, CAl)

Wittner és Magloczky 2017.

Osszefoglal6 cikk kiegészitve 0j adatokkal és abrakkal (Ludanyi et al., 2008, Magloczky et
al., 2010, Wittner et al., 2001, 2002, 2005, 2009)

Osszesen kb. 35 epilepszids paciens és 12 kontroll

elektronmikroszkopia 6sszesen kb. 12 paciens €s 4 kontroll
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