Opponensi vélemény

Az MTA Doktori Tanacsa DT.58.027/21/08 szamu felkérésére az alabbiakban fejtem ki
opponensi véleményemet Dr. Wittner Lucia: ,,Fiziologias és epilepszias szinkronizacios
folyamatok vizsgalata human és ragcsalé agykéregben” cimii doktori munkéjarol.

Az epilepszia olyan neuroldgiai betegségek gyiijtoneve, melynek soran az agyi elektromos
aktivitas atmeneti zavara (hiperexcitabilitds és rohamok) figyelheté meg. Eldfordulasat
tekintve a lakossag nagyjabol 1-1,5%-a érintett vilagszerte. A betegség kezelésére szamos,
kiilonbozé hatdsmechanizmusu, kiilonbozd célmolekuldn hatdé gyodgyszert kifejlesztettek,
melyek végsé soron a tulzott neuronalis aktivitas csokkentését célozzak, ugyanakkor gyakran
kellemetlen mellékhatasokkal jarnak. Az esetek egyharmada azonban terapia-rezisztensnek
bizonyul.

A téma tanulmanyozasa elméleti szempontbdl is izgalmas, kiilonosen, ha
Osszehasonlitjuk az epilepszia-szerii szinkronizacios aktivitasokat a fizioldgias szinkron
tevékenységekkel. Ugyanakkor, mint fentebb emlitettem, a témanak jelentds orvosi,
tarsadalmi, gazdasagi vonatkozasa is van.

Ezen a teriileten végzi kutatasait Dr. Wittner Lucia, és foglalta Gssze legfontosabb
eredményeit egy akadémiai doktori értekezés forméjaban.

El6szor formai szempontbdl szeretném értékelni az értekezést.

Az értekezés 129 (irodalmi listdkkal egyiitt 146) oldalnyi terjedelmii, hagyoméanyos
szerkezetl, abrakkal (63 db) gazdagon ellatott munka.

Ami rogton megragadja az olvasot, az az értekezés igényes elkészitése, esztétikus
kivitelezése. A mii alapos tanulmanyozasa soran sem csalddik a biralo; betiihibat, félreiitést,
vagy stildris problémat alig talalni az értekezésben. Néhany aprosag azért eléfordul.

Ezek koziil példaként felsorolnék parat:

- kovetkezetlenség a (ko)transzporter — (ko)transporter irdsaban pl. 37., 39. o.

- mas a betlisorrend az abran (c-1) és az abra szovegében (i-C) (21. abra)

- felesleges ,,z” betli (,,.. a gatlo idegsejteket” helyett (,,.. az gatlo..”) 69. o., 12. sor

- 30. dbra E: a skéla 10 um, az abra szovegében 50 um

- 30. abra G: az abra szovegében ugyan szerepel, hogy mi lathaté a G panelben, de
hianyzik a vonatkozé szovegrész eldl a ,,G” betil.

- félreiités miatt ,,€s” helyett ,.ér”, 56. dbra szovege

- betlikimaradas: ,,egymast” helyett ,,egymst” 57. dbra szovege

- Dbetlicsere miatt ,,emeli meg” helyett ,,elemi meg”, 60. abra szovege

Egyéb, tobbségében még mindig formai szempontu észrevételek:

- Dicséretes, hogy a magyar nyelvii értekezés abrainak jelentds része is magyar
nyelvii, ugyanakkor vannak abrak (pl. a 21. dbra), mely az eredeti kozleménybol
valtoztatas nélkiil, angol nyelvii roviditésekkel lett atvéve.

- Az dbra magyardzatok nem mindig elég részletesek, pl. 28. dbra B paneljében 1évo
b abra részen 1évé nyilhegyek, tovabba a c abra részen 1évé 7th, 8th stb.
roviditések magyardzata hianyzik. Természetesen tudhato, hogy pl. az utobbi az
egyes elagazodasok utani axon szakaszokat jelolik, de ha egy dbran jeldlések
vannak, azokra illik kitérni az abra szovegében.



- 41. abra C: a szinaptikus boritottsdgot mutatja. Hidnyzik az elemszam (N)!
- A 101. oldalon (11. sor) szerintem hibas hivatkozas torténik az 54. abrara. Az 54.
abra nem errdl szol! A helyes hivatkozas az 52. D abra lenne.

A Jelolt a Célkitiizések fejezetben (35-38. old) 8 csokorba szedte a vizsgalt
tudomanyos kérdéseket. Minden egyes kérdéscsoporthoz megadta azt, ill. azokat az
eredeti kozleményeket, melyekben az adott problémat annak idején vizsgaltak. Ha az
eredeti  kozleményeket megnézziik, ¢&s Osszevetjik a jelen értekezéssel,
megallapithatjuk, hogy vannak abrak, melyek egy az egyben keriiltek at az értekezésbe
(pl. az értekezés 13. abraja megegyezik a hivatkozott kdzleményben a Fig. 1-el), de az
abrak tobbsége ,,atszabva” keriilt be a dolgozatba (pl. az értekezés 14. abraja - egy
nagyon komplex abra, mely az eredeti kdzleményben két abrara bontott (a Fig. 2-re,
ami raadasul ott ki van egészitve, és a Fig. 3-ra). Valosziniileg a Jelolt az értekezésben
roviditeni akarta eredményeinek ismertetését, ezért Osszevonasokat eszkozolt, ami azt
eredményezte, hogy a mii helyenként nagyon tomény lett. Az eredeti kézlemények
sokszor konnyebben kovethetdek (gyakran hosszabbak az abraszovegek is). Tobb
alkalommal is volt ilyen érzésem.

A fenti kritikai észrevételek ellenére is megallapithatd, hogy az értekezés komoly
tudomanyos eredményeknek egy jol sikeriilt stiritménye, mely a maga toménységében
is jol olvashatd, —tobbségében- kovethetd és érthetd. A megértést nagyban segiti a
kell6 szamu és részletességli abra anyag.

Tartalmi _szempontu észrevételek, kérdések az altalam elfogadott 0 tudoméanyos
eredményekkel kapcsolatban.

Alapcélkitizés az epilepszids ¢és nem epilepszids szinkron események kozti
hasonlésdgok ¢és kiilonbozdségek feltarasa volt, allatmodelleket és human agyszeleteket
vizsgalva.

1) A fizioldgias éles hullam keletkezésével kapcsolatban megdllapitottik - tobbek
kozott-, hogy a periszomatikus gadtlo sejteknek Kiemelten fontos szerepe van az
éles hullam-ripple-k (SPW) kialakuldasiban, vezérlésében. Kétféle SPW-t
karakterizaltak (T1 és T2). Mindketté generalodasaban szerepe van még a piramis
sejteknek, valamint tovabbi interneuronoknak is.

Kérdés: Milyen tovabbi kisérletekkel lehetne tisztdzni a tobbi kiilonféle gatlosejt
esetlegesen differencialt szerepét a T1 és a T2 SPW kialakulasaban?

2) Az epilepszidhoz kothet6 szinkron események az un. interiktalis tiiskék.
Megallapitottak, hogy az interiktdlis tiiskéket a CA3a régio piramis sejtjei kezdik,
¢s onnan tevodnek at a CA2-be és a CA3b-be.

A 17. dbra D része olyan helyzetet mutat be, ahol mini szeleteket készitettek, azaz,
szétvalasztottadk a CA3a-t és a CA3b-t. Ekkor a két régioban egymastol fiiggetleniil
keletkeztek interiktalis tiiskék, melyek eléfordulasi valdszintisége kiilonbozott. A
CA3D aktivitasa sokkal alacsonyabb volt.

Kérdések: 1: Minél tavolabb keriiliink a CA3a-t6l annal kisebb lesz az
eléfordulasi valoszinlisége ezeknek a tliskéknek? 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 ,elsédleges vezérld kozpont” dominalja a
korilotte 1évo régiokat? 3: A CAl-ben egyaltalan nem keletkezik interiktalis
tiske? 4: Kijelenthetd, hogy a CA3a finomszerkezeti jellegzetessége (ti. a piramis



3)

4)

5)

6)

sejtekre érkezé magasabb serkentd bemenet szam) meghatirozo jelentdségii a
fokozott szinkron aktivitasban?

Az epilepszias rohamok keletkezésének tanulmanyozdsa sordn génexpresszios,
elektrofiziologiai és anatomai kisérleteket végeztek. Genetikai profil vizsgalattal
1526 transzkript expresszidjanak valtozasat figyelték meg kainat egyik oldali
dorsalis  hippocampusba  tortén6 beadasa utdn, kiilonb6zo  idékben.
Megallapitottak, hogy a génaktivacios valtozasok a korai (Status epilepticus)
idejére és a latens szakaszhoz kothetdk, mig a gyulladasos folyamatok foként a
latens szakaszt jellemzik. Erdekesnek taldlom, hogy 6 draval a beadas utan, vagyis
kb. a status epilepticus kialakuldsanak az idejére, éppen a contralateralis ventralis
hippocampusban upregulalodott a legtobb gén expressziodja.

Kérdés: Mi lehet ennek a magyardzata? Azaz, mi lehet az oka annak, hogy a
legkorabbi vizsgalat soran tapasztalt génexpresszid upregulalodds a legnagyobb
mértékben éppen a contralaterdlis-ventralis régidban torténik?

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

Kimutattak azt is, hogy a sejtpusztulias nem feltétele az epilepszidas aktivitds
kialakulasanak.

Megjegvzés: Az értekezésnek ebben a fejezetében két olyan allitast talalok,
melyek onmagukban is és egyiitt is helytalloak lehetnek, mégis, tartalmuk rejt
ellentmond6 elemeket. Az egyik allitast a fenti bekezdésben mar emlitettem: ,... a
hippocampus, és ezen belill is a CA3 régié eme sajatos Osszekottetési rendszere
lehet az anatdmiai 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 Osszekottetési rendszer lehet az anatomiai alapja. A masik
allitas, - ami, ha nem is mond ellent-, mindenképpen gyengiti az el6z6t, az pedig
azt mondja, hogy ,,morfoldgiailag kiilonb6zé neuronalis halozatok ugyan olyan
szinkron aktivitas 1étrehozasara képesek...” (64. old. 14-15. sor).

Az emberi hippocampusban megjelend interiktalis aktivitds mechanizmusat
vizsgalva azt talaltak, hogy a subicularis piramis sejtek kb. 1/5-e GABA-ra
depolarizalodik. In situ hibridizaciés moddszerrel pedig kimutattak, hogy a
subiculum piramis sejteinek 20-30%-ban nem fejezddik ki a klorid homeosztdzis
szempontjabdl fontos kettes tipusu K-Cl kotranszporter (KCC2) mRNS-e.
Kimutattik tovdabbd, hogy -bar a CA2 régio szintén képes interiktalis tiiskék
generdldsdra-, itt a subiculummal ellentétben, a kloridion gradiens nem jatszik
fontos szerepet az interictalis tiiskék generaldsaban. Itt mas mechanizmust kellett
feltételezni. Azt talaltak, hogy itt a serkenté bemenetek szima né meg, azaz, a
gyrus dentatus moharostjai sarjadzanak, benoének a CA2 régioba, ahol a piramis
sejtekre extra serkenetd bemeneteket adnak.

Kérdés: Mi késztetheti sarjadzasra a gyrus dentatus moharostjait? Végsd soron, mi
lehet a CA2 régidbeli interiktalis aktivitas kialakulasanak ered6 oka?

Részletesen vizsgaltak a human hippocampusban megjelend epilepszias aktivitas
anatomiai hatterét is. Itt is gyanuba keriilt a klorid homeosztazis egyensulyanak
lehetséges megbillenése, azaz, a KCC2 fehérje. Az allatkisérleti eredményeknek
némileg ellentmondott az az eredmény, hogy a KCC2 fehérje mennyisége



7)

8)

9)

megemelkedik epilepszias betegek hippocampusaban a kontrollhoz képest. Ezzel
kapcsolatos

Kérdések: A hippocampalis sclerosis mértéke (mHS vs sHS) mennyire all
aranyban a betegség sulyossagaval, pl. a hiperexcitabilitassal, az interictalis-jellegli
aktivitassal? Hogyan kell értelmezni azt a Western blot eredményt, miszerint a
KCC2 fehérje mennyisége az mHS esetében nétt meg szignifikansan, mig a sulyos
szklerotikus esetekben (sHS) nem tért el a kontrolltol (44. dbra B)?

Nem epilepszias (pl. tumoros) betegekbdl szarmazd nagyagykérgi é€s
hippocampalis tulélé szeletekben is megjelennek szinkron események (SPA),
melyeket az interictalis tiiskék in vitro modelljének tekintenek (NOEpi). Ezeket
Osszehasonlitottak a harom epilepszias csoport (ResSEpi: terapiarezisztens;
TreatEpi: kezelhet6 epilepszias és NoMed: antiepileptikumot nem kapott) szinkron
eseményeivel. Kétféle szinkron tevékenységet tudtak karakterizalni: a spontdn
populaciés aktivitast (SPA-t) és az interiktalis-jellegi kistilést (I11D-t). Az SPA
eléfordult mind epilepszias, mind pedig nem epilepszias csoportokban, mig az 11D
csak epilepszids szeletekben. Kimutattdk, hogy a glutamaterg és a GABAerg
rendszer is szerepet jatszik az SPA-k kialakitasdban. A vizsgalatok egyértelmiien
mutattak az epilepszias mintak hiperexcitabilitasat (pl. az SPA-k magasabb LFP és
CSD amplitadoéi, melyek az IID-k esetében még magasabbak). Kiilon szeretném
kiemelni azt a kisérletsorozatot, melyben az SPA-k kialakulasat kombinalt
elektrofiziologiai ¢és két foton mikroszkopos rendszerrel vizsgaltdk. A
szakirodalomban eldszor korreldltattak humdn neuronokban a szomatikus és
dendritikus Ca”*-jeleket sejttestbél elvezetett akciés potencidlokkal.

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

Kérdés: Elso hallasra ez meglepdnek tiinik -, marmint a NoEpi-ben megjelend. Mi
lehet ennek a magyarazata?

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

Kérdések: teljesen véletlenszeri, hogy az II1S-ek a kéreg mely rétegébdl indulnak?
Nem figyelhetd meg semmiféle area-specifitas? Hasonloképpen, a terjedési
sebességiik (3 félét irtak le) sem kothetd aredkhoz?

A szakirodalombol is ismert, hogy ragcsalok diszinhibiciés modelljében
(bicuculline-al) a burst-616 V. rétegbeli piramissejtek inditjak az interiktalis
tiskéket. Véleményem szerint fontos kiilonbség az a megfigyelésiik is, hogy
humdn (szintén bicuculline-s) neocorticalis szeletekben viszont a gadtlo
interneuronok tiizelése inditja az I1S-eket.

Epilepszia esetében a legfontosabb kérdések egyike, hogy az inicidlodéas utan milyen
mechanizmussal szinkronizalédnak a neuronok. Ennél a kérdésnél a Jelolt felveti az
egyes interneuron csoportokon 1évé gap junction kapcsolatok szerepét, €s jelzi, hogy
ezeket a hipotéziseket a jovoben tesztelni szeretnék.



Nagyon egyet tudnék érteni azzal, ha a Jelolt a rendelkezésére allo, kiemelkedd szinvonalu
infrastrukturat, az elérhetd metodikai repertoart és tudasat egy idére a gap junctionok
lehetséges szerepének vizsgalatara is tudna fokuszalni. 15-20 éve halmozddnak a gap
junctionok lehetséges szerepére utalé evidenciak. Ugy gondolom, hogy a téma megérme egy
intenziv, ilyen iranyba fokuszalt kutatast.

Az értekezés nagy pozitivumanak tartom a kiemelkedd metodikai szinvonal mellett a kisérleti
adatok ovatos interpretalasat, a mértéktartd kovetkeztetés-levonast, és azt, hogy kiilon felhivja
a figyelmet az allatmodellekbdl nyert adatok ovatos kezelésére, ill. a humanra vonatkozo
kovetkeztetés-levonéasok esetleges buktatoira.

A bemutatott eredmények alapjan senkiben kétség nem meriilhet fel annak tekintetében, hogy
Dr. Wittner Lucia nemzetkézi mércével mérve is kimagaslo tudomanyos munkat végzett.
Szakszeriien, gondosan megtervezett, a legkorszeribb modszerekkel, széles metodikai
repertoart hasznalo kisérletek soran jutott jelentés megallapitdsokra. Ertekezésében tobb
eredeti megallapitast tett, és eredményeit rendszerbe foglalta. Mindehhez szivbdl gratulalok!
Véleményem szerint Dr. Wittner Lucia értekezése, (legféképpen a bennfoglalt publikéciok)
messzemenden teljesitik a tudomany doktora cim megszerzésével szemben tdmasztott
kovetelményeket. Ennélfogva a mii alkalmas a nyilvanos vitara. Tisztelettel javaslom a Biralo
Bizottsagnak az értekezés elfogadasat, és Dr. Wittner Lucia részére az MTA doktora cim
odaitélését.

Szeged, 2022. szeptember 09.
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