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Vélasz Prof. Fekete Istvan opponensi véleményére

El8szor is szeretném megkoszonni Fekete Istvan Emeritus Professzor Urnak, hogy
elolvasta és értékelte az MTA doktora cimre benyujtott palyazatomat. Koszondm méltatd
szavait az €rtekezésben bemutatott tudomanyos eredményeket illetden.

Az alabbiakban valaszolok az opponensi véleményében megfogalmazott kérdéseire,
kérem fogadja valaszaimat.

1. A ,,Modszertani” részhez tett megjegyzésem kapcsan kérdésem, hogy példaul a
fénymikroszkopos, az anatomiai és az elektrofiziologia vizsgalatokban, vagy a
mikroelektrodas vizsgalatokban hany szeletetet, vagy sejtet vizsgaltak altalaban, esetleg
atlagolnak (nyilvan ez a kisérleti elrendezéstol, a vizsgalt kérdéstol fiiggéen mas és mas
lehet)? Az abrakon egyes szeletekbdl nyert osszes informdciok szerepelnek (a legjellemzobb
mintak demonstralasa), vagy tobb szeletbol hasonlo informaciok?

Ertekezésemet igyekeztem olvasmanyossa, de ugyanakkor elég tomérré tenni, hogy ne
legyen tul hossza, de mégis érdekes legyen. Ennek estek dldozatul az elemszamok, nem
akartam a szdveget minduntalan zardjelbe tett szamokkal megakasztani. Utolag belatom,
mégiscsak bele kellett volna irni az elemszdmokat, mert fontos informaciot kdzolnek arrol,
hogy egy-egy adat mennyire stabil jellemzdje lehet a vizsgalt jelenségnek, vagy inkabb csak
ritkan el6forduld érdekességnek tekinthetd. A valaszom végén megtalalhatok a fobb
elemszamok, cikkenként, az értekezésben vald targyalasuk sorrendje szerint. Réviden, az in
vitro kisérletekben altaldban 40-70 allatot (100-250 szeletet) hasznaltunk fel egy-egy cikk
megirasahoz. A human in vitro kisérletek elemszama nagyon variabilis volt, ehhez 12-40
paciens/csoport (20-250 szelet/csoport) adatait hasznaltuk kozleményenként. Az
intracellularis elvezetésekbdl késziilt analiziseket altaldban 15-30 sejten végeztiik
csoportonként. A farmakoldgiai kisérletekhez 4-10 szeletet hasznéltunk/farmakon/csoport. Az
in vivo intracellularis sejttdltéseket tartalmazoé cikkekben 9-25 allatot (13-34 feltoltott sejtet)
vizsgaltunk cikkenként. Az anatomiai vizsgalatokat kb. 10-30 paciens/csoport mintaibol
végeztiik, amelyeket 3-12 post mortem kontroll mintdhoz hasonlitottunk. Sejtszamolést és
elektronmikroszkopos analiziseket altalaban 3-4 paciens/csoport mintaibol végeztiink.

Azokon az abrékon, amelyeken eredeti adat lathato, egyes szeletekbdl vett
elvezetéseket mutatok. Altalaban a legjellemzbb mintakbél szarmaznak az elvezetések. A
hétérképek az adott elektrofiziologiai események atlagat mutatjak. Az atlagok bemutatasara és
a csoportok Osszehasonlitasara altaldban grafikonokat hasznaltam. Az anatomiai adatok
bemutatasara is igyekeztem a legjellemzobbet kivalasztani, és ha lehetett, egy kisérlet
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kiilonb6z6 elemeit mutatni. Példaul a 18. dbran az A2 és B2 részben mutatott CA3a és CA3b
piramissejtrol szarmazoé elvezetés és a feltoltott sejt fotdja lathato, de ugyanez a két sejt
szerepel az F dbrarészben, ahol a 3D rekonstrukcidjukrol késziilt képek szerepelnek. A
mellette levo grafikon, amely a dendrithosszakat mutatja a sejttesttdl valo tavolsag
fiiggvényében, szintén a mellettiik levo rekonstrualt sejtekrol késziiltek. Szintén egy adott
kisérlet kiilonboz6 elemeit mutatja az 53. abra, ahol egy szeleten mértiink a lineéris
sokcsatornas elektrodaval, majd ugyanonnan extracellularis, intracelluléris elvezetést és vele
egyidejii Ca®" képalkotast végeztiink. Az 54. 4bra is hasonlé felépitésii: egy adott szeletben
mért sok sejt Ca’'jeleinek valtozasa (A), a kivalasztott sejt Ca**-jele (B), melyet pont az
aktivitdsa miatt valasztottunk az intracelluléris elvezetésre (C), sejttoltésre (D), 3D
rekonstrukciora (E) és elektronmikroszkopos analizisre (F).

Ertelemszertien, ahol kiilonb6z6 csoportok kozti hasonlésagokat vagy kiilonbségeket
mutatok be, azokon az abrakon kiilonb6z6 szeletekbol/mintakbol szarmazo adatok
szerepelnek. Ilyenek példaul az epilepszias mintak kontrollhoz/tumoros mintdkhoz valo
hasonlitasa. Vagy példaul az 55. abran az SPA, az IID és a roham elektrofiziologiai jelei,
amelyek kiilonbozo szeletekben keletkeztek. De az adott SPA/IID/roham jellemz6i (LFPg,
CSD, MUA, HFO) mar értelemszeriien abbol az adott elvezetésbol késziiltek.

2. Kainatot alkalmazo epilepszidas modellben az epilepszias allatokban egy specialis
sejtpusztulasi mintdzatot lattak, amely mind a serkentd, mind a gatlo neuronokat érintette.
Ugyanakkor azt talaltak, hogy az ipsilateralis szelektiv interneuron pusztulast mutato
hippocampalis teriiletek ugyanugy képesek voltak interictalis aktivitas generalasara, mint
contralateralisan, ahol nem volt sejtpusztulas. A megallapitas az volt, hogy a sejtpusztulas
nem feltétele az epilepszias aktivitds kialakulasanak. Mi lehet a morfologiai és az funkcionalis
(elektrofiziologiai) vizsgadlatok ezen eltérésének a magyardazata?

Nagyon koszonOm ezt a kérdést, ez egy érdekes jelenségre vilagit ra. Az epilepszias
roham meghatarozasa egy elég tag fogalom: olyan jelek és/vagy szimptémak Osszessége,
amelyek hatterében a neuronok szinkron és excessziv kisiilése all. A kiilonbozo agyi
teriileteken, az epilepszids rohamok soran mért elektrofiziologiai aktivitas altaldban nagyon
hasonlé fenomenolégiai szempontbol (6ridsi amplitadoja, ritmusos EEG jel). Ugyanakkor a
kiilonb6z6 agyi régiok (amelyek bevonoddnak a rohamba) anatémiai jellemz6i nem feltétleniil
ugyanazok, vagyis a kiillonb6z0 sejtpusztuldsi mintazatok ellenére hasonlé rohamok
vezethetok el. A kainat modellben a beadasi helyen (ipsilateralis dorsalis) a hippocampus
minden régidja érintett a sejtpusztulasban, a legtdbb sejt (a humanhoz hasonléan) a CAl
régioban pusztul el. Azt mindenképp meg kell emliteni, hogy azért még igy is sok sejt életben
marad a hippocampusban, amelyek képesek a rohamokban val6 részvételre. Azt nem
vizsgaltuk, hogy a hippocampus melyik régidja inditja a rohamot, és melyik az, amelyik csak
koveti. A sejtpusztuldsi mintdzatot tekintve valoszinilinek tartom, hogy a ventralis
hippocampus kezdi a rohamtevékenységet, ahol kisebb mértékii a sejtpusztulas (de lehet, hogy
nagyobb a szinaptikus reorganizacio, illetve a receptorok eloszlasanak és tulajdonsagainak
megvaltozasa is jelentOsebb). Az egyértelmii, hogy az ipsilateralis oldalon keletkezik, a
contralateralis oldalon pedig késdbb jelenik meg a roham elektrofizioldgiai jele, és onnan
terjed tovabb a neocorticalis régidkra (21. dbra). Valdsziniileg érdemes volna részletesen
megvizsgalni, hogy a hippocampus melyik teriilete (dorsalis, ventralis), és azon beliil is
melyik régio (gyrus dentatus, CA3, CA1l, subiculum) inditja a rohamokat, és ezt 6sszevetni az
anatomiai valtozasokkal. Akkor talan a részletesebb mechanizmusokra is fényt derithetnénk.



A masik jelenség, ami az elektrofizioldgiai és az anatodmiai eltérésekre magyarazatot
adhat, az az, hogy az ugyantgy (hasonloan) kinézé elektromos aktivitds mogott elképzelhetd,
hogy més mechanizmusok allnak. Erre lathatunk példat a human in vitro kisérletekben, ahol
kimutattuk, hogy a subiculumban keletkezd interiktalis tiiskék kialakuldsaban a megvaltozott
klorid-homeosztazis allhat (Huberfeld et al., 2007), mig az anatdmiailag is kiilonbozé CA2
régidban az ugyanugy kinézo tiiskék keletkezését nem tudtuk 6sszekotni a klorid
homeosztazis megvaltozasaval, viszont a serkentés-gatlas egyensulydnak megbomlasat lattuk
(Wittner et al., 2009). Elképzelhetd, hogy a kainat modellben is kiilonb6z6 mechanizmussal
alakulnak ki a rohamok a sejtpusztulast mutaté és nem mutaté régiokban. A fent emlitett
részletes vizsgalat talan erre is fényt derithetne.

3. Tobb irodalmi adat taldalhato az epileptogenesis és a programozott sejthalal, ezen beliil a
caspase rendszerrel (1, 2, 3, 6) dsszefiiggésével kapcsolatban terdpia rezisztens temporalis
lebeny epilepsziaban, sot dallatmodellekben sikerrel kecsegteto gyogyszeres beavatkozasok is
torténtek (Scientific Reports volume 7: 12313 (2017), NeuroMolecular Medicine 9: 129—144
(2007), Ann Neurol. (2021); 90(3):377-390, J Adv Med Biomed Res. 2022; 30(138): 30-38).

Véleménye szerint hozzajarulhat-e az epileptogenesis kapcsan az apoptosissal
osszefiiggo sejthaldl, funkciozavar a ragcsalokban és az epilepszias betegekbol nyert human
szeletekben vegzett komplex vizsgalatok eredményeiben észlelt kiilonbségekhez?

Szeretném megkdszonni a Biralonak, hogy felhivta a figyelmemet az apoptodzis
jelenségére és a caspase rendszerre. Egyetértek a Biralo altal javasolt cikkekben
megfogalmazott allitdsokkal, hogy egy 1j terapias titvonalat jelenthetne a caspase rendszerbe
vald beavatkozas, és az apoptozis megallitasa/csokkentése. Az irodalmi adatok alapjan azt
gondolom, hogy tovabbra sem tiszta, melyik jelenség okozza a masikat terapiarezisztens
epilepszias betegekben: a tilzott excitabilitas és a rohamok okozzék a sejtpusztulast, vagy
torténik egy sejtpusztulas, ez magéaval vonja a szinaptikus reorganizaciot, majd a serkentés-
gatlas egyensulydnak megbomlasat, amely rohamok kialakuldsdhoz vezet. Leginkdbb
valoszinlinek azt tartom — az allatmodellekbdl vett adatok alapjan —, hogy elészor a serkentés-
gatlas (ideiglenes?) megbomlésa kivalt egy rohamot, amely olyan valtozasokat hoz, amelyek
miatt sejtpusztulas alakul(hat) ki, és a rendszer bekeriil egy 6rdégi korbe, amely soran minden
rohammal nd a szinaptikus reorganizacio €s a sejtpusztulds mértéke, és az Gijabb roham
kialakulasi valoszintisége. Elképzelhetd, hogy ha ebbe beavatkozunk az apoptozis gatladsaval,
akkor a rohamok szama ¢€s a terapiarezisztencia kialakuldsanak a valdszintisége is
csokkenthetd lenne.

Ugyan explicite nem vizsgaltuk a programozott sejthalalt, de az elektronmikroszkopos
analiziseink sordan mi is lattunk a humén hippocampusban degeneralddo sejteket (féleg a CAl
régioban). Valdsziniinek tartom, hogy az apoptozis €s a caspase rendszer szabalyozasa egy
konzervalt folyamat, amely hasonl6 lehet ragcsalokban és emberben. Véleményem szerint
nem e rendszer kiilonbségeinek koszonhetd, hogy a ragcsaldo modellek és az emberi mintak
kozott kiilonbségeket latunk. Sokkal inkabb a faji kiilonbségekre vezethetd vissza, amely az
agykérgi sejtek, mikro- és makrohalozatok szintjén is megjelennek. Csak hogy néhany példat
hozzak: a human neocorticalis sejtek dendritfaja joval nagyobb, mint az egereké (Deitcher et
al.,2017), de ezzel egyiitt is a piramissejtek informacid feldolgozasi sebessége nagyobb
emberben (Eyal ef al., 2016). Vannak humén-specifikus sejttipusok, mint a csipkebogy?6 sejt
(Boldog et al., 2018), és SPA-t sem lattak még mas fajok neocorticalis szeleteiben. Az agy
méretét, a neuronok szamat és azok kapcsolatait talan nem is kell nagyon magyarazni. Tehat
szerintem az in vitro kisérletekben latott kiilonbségek inkabb az agy felépitési ¢s mitkodési



kiilonbozdéségének a kovetkezményei. Vannak subcellularis/molekularis mechanizmusokban
is kiilonbségek, mint receptor/ioncsatorna alegység-dsszetételben (pl. szerotonin-receptorok,
(Miyake et al., 1995)), Ca*"-koté fehérjékben (egérben a mohasejtek calretinin-pozitivak
(Fujise et al., 1998), mig emberben nem (Toth et al., 2010)), stb. Ha van is kiilonbség a
caspase rendszerben, €s az apoptotikus folyamatok mechanizmusaiban ragcsalok és ember
kozott, akkor is valoszinlibbnek tartom a fent emlitett felépitésbeli, 0sszekottetésbeli
kiilonbségekbdl adodo folyamatokat abban, hogy hogyan alakulnak ki az interiktalis tliskék in
vitro koriilmények kozott.

4. Ismert, hogy az epilepszids folyamatok patomechanizmusanak pontosabb
megismerése réven az epilepszia kezelésére egyre tobb uj gyogyszert alkalmazunk. Mégis,
tovabbra sem valtozott a terdapiarezisztens betegek aranya. Az értekezés dsszes adatinak
birtokdaban lat-e a szerzé olyan pontot, patofiziologiai mechanizmust, ahol kedvezéen lehetne
az epilepszias folyamatokba beavatkozni?

Valoban, a terapiarezisztens betegek az antiepileptikumok széles tarhaza ellenére
sokan vannak (de azért joval kevesebben, mint azok, akiknél valamilyen terapiaval
rohammentesség érhetd el). A klinikus kollégak szerint még mindig az empirikus hozzaallas
miikddik legjobban a betegek gyogyitasakor, vagyis a kiilonb6zo gyogyszerek és azok
kombin4cioinak a probalgatasa. A XX. szdzad elejétdl-kozepétdl hasznalt antiepileptikumokat
alkalmazzuk ma is, illetve azoknak az 1990-es években kifejlesztett, j generacios valtozatait.
Azobta sem tortént jelentds attorés a gyogyszeriparban e téren, annak ellenére, hogy a
kiilonboz6 epilepszidk patomechanizmusarol egyre tobbet tudunk. Sajnos az epilepszia egy
meglehetdsen diverz tiinetekkel és nagyon kiilonb6z6 korokokkal jellemezhetd klinikai
tiinetegytittest jelent, igy a kiilonb6z6 epilepszidkra mas-mas terapidk hatékonyak.

A fent emlitett apoptdzis-kialakulasba vald beavatkozason tal 1), optogenetikai
kisérletek (Levesque ef al., 2022), transzkranialis elektromos stimulacié (Berényi et al.,
2012), valamint a vaszkularizacié modositasa (Veersema et al., 2019) vagy a vér-agy-gat
integritasadnak visszaallitasa (Swissa ef al., 2019) is igéretes terapias utvonalak lehetnek.
Ezeken feliil valdszintileg a mikroglia sejtek (Landucci ef al., 2022), vagy a gap junction-6k
(Guo et al., 2022) miikddésébe vald beavatkozas is szoba johet.

A PhD éveim alatt a hippocampus gatlé interneuronjainak valtozasaival foglalkoztunk,
¢s akkor azt gondoltuk, hogy a periszomatikus gatlosejtek aktivitdsa, amelyek hatékonyan
gatoljak a principalis sejtek kimenetét, j6 beavatkozasi pont lehetne egy tjonnan fejlesztendd
terapia szamara. Akkor még futurisztikusnak tlint, hogy a kosarsejtek aktivitasaba szelektiven
be lehessen avatkozni (I1évén, hogy nem volt €s tovabbra sincs jo szelektiv
agonistajuk/antagonistajuk). Mara ez optogenetikai modszerekkel egész konnyen
kivitelezhetd, de sajnos nem valtotta be a hozza fiizott reményeket, mert a parvalbumin-
tartalmtl kosarsejtek szelektiv serkentése eldsegiti a rohamok kialakulasat (Levesque et al.,
2019), nem pedig gatolja, ahogy akkor gondoltuk. Ha a szinkronizaci6 feldl kozelitjiik meg a
problémat és a hiperszinkron események kialakulasat szeretnénk gatolni, akkor véleményem
szerint a kemogenetikai modszerek lehetnek a legcélravezetobbek. Ha virus vektorok
segitségével a megfeleld sejttipusokba a megfeleld kémiai anyagra érzékeny
ioncsatorndkat/transzportereket bejuttatjuk, akkor az aktivator/deaktivator hatast kémiai
anyag bevitelével szelektiven mddositani lehetne a genetikailag modositott sejttipusok
aktivitasat. Ehhez persze tudnunk kellene, mely sejttipusok miikodésébe kell beavatkozni.
Mivel sok kiilonb6z6 induldsi mintazata rohamot irtak le, valoszintileg ezeknél mind fel kéne
tarni a kialakuldsi mechanizmusokat, ¢s minden betegnél egyéni terapiat kellene



meghatarozni. Ez ma még elég tavolinak tlinik, de talan nem lehetetlen. Bizom benne, hogy a
tudomany fejlédése lehetové teszi ezt majd.

Szeretném még egyszer megkdszonni a Birdlonak az értekezésemre szant idejét, energiajat,
pozitiv megjegyzéseit és elgondolkodtatd kérdéseit.

Budapest, 2022. 11. 23.

Wit eznr
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 éallat (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 paciensbdl

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



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



