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VALASZ
Dr Kisvarday Zoltan biralatara

Koszonom Dr Kisvarday Zoltannak, hogy elvallalta az értekezésem biralatat és a
hianyossagok feltarasaval lehetdséget adott azok tisztazéasara.

A formai kritikara és észrevételekre adott valaszaim, azok biralatban megfogalmazott
sorrendjében.

1. ... magyarul irédott és nem angolul. ...”

A doktori értekezésre vonatkozo szabalyok szerint kérhettem volna, hogy angol nyelven irjam
az értekezést (ez egyébként megkonnyitette volna a dolgomat), azonban kihivasnak éreztem,
hogy magyarul fogalmazzam meg a tudoményos tevékenyégemmel kapcsolatos ismereteket,
gondolatokat elkeriilve, amennyire csak lehet, egy kevert nyelvii szleng hasznalatat.

2. ,..a disszertacid téma szerinti fejezeteinek beosztdsa és a tézis flizet témafejezeteinek
beosztdsa kozotti diszharmonia... A disszertacidban 4 f6 téma kerdl kifejtésre, ugyanakkor a
tézisflzet 3 témafejezetet tartalmaz, bar ugyanaz a tartalom, de a tagolas mégis mas.”

Az eltérést a TNAP témafejezet besorolasa okozza: a disszertacioban kiilon D. fejezetként
szerepeltetem, mig a tézisfiizetben a C. ,,Az élek szerkezete és szerepe...” c. fejezetbe
olvasztva, egy kiilon pontban. A tézisflizetben a fejezetek 0sszeolvasztasaval az volt a célom,
hogy egyértelmisitsem az értekezésem azon koncepcigjat (1d. értekezés Bevezetés, A. fejezet,
13. o. utolsé két bekezdés és a TNAP-al kapcsolatos fejezetek focimei), hogy a TNAP az
agykérgi halozatban a szinaptikus aktivitas szabalyozasan keresztiil az élekhez kapcsolodo
funkciot 1at el. Erre a tézisfiizet terjedelmi korlatja miatt ezt a kifogasolhatd megoldast
talaltam célravezetOnek. Ugyanakkor, részben az aldbbiakban megfogalmazott modszertani
okbol (Id. alabb Szakmai észrevételek), valamint a TNAP vizsgalatdval kapcsolatos
eredmények terjedelmét €s Osszetettségét tekintve az értekezésben a téma kifejtése onalld
fejezetet kivant.

3. ,zavard ... a fejezetek, alfejezetek és a tovabbi szovegtagoldshoz hasznalt sorrendi jelolés
megvalasztasa... Négy fajta jeldléssel taldlkozunk... Az eklektikus jeldlés helyett a jél bevalt arab
szamokkal és ponttal vald szovegtagolas segitette volna a md kdnnyebb atlathatosagat.”

A birdlat szerint a szandékommal pontosan ellentétes hatdst értem el. A nagybetiikkel
igyekeztem a nagyobb témakdroket egyrészt egymastdl konnyen megkiilonboztethetdvé
tenni, masrészt az értekezés modszertanin kiviili 6 {6 részében kdnnyen azonosithatova és
kovethetéveé tenni. A tagolads tovabbi szintjeinek értekezésen at torténd azonosithatdosdgara



pedig atlathatobb megoldasnak gondoltam a kiilonbozo jeldlések kovetkezetes hasznalatat. A
tagolas jelolése ilyen forman bonyolultnak tlinhet. A birdlé véleménye teljes mértékben
elfogadhat6 és helytallo.

4. Ettél komolyabb kifogdsom, hogy a tézisflizetben feltlintetett 15 sajat publikacio kozdl,
amelyek a disszertacid tudomanyos tartalmat megalapozzak csak részben jelennek meg a
disszertaciéban, illetve annak irodalomjegyzékében. A szerz§ 6sszesen 7 sajat publikaciora
hivatkozik a disszertacioban a tézisflizetben taldlhatd 15 helyett.”

A tarsszerzéségemmel késziilt kzlemények egy részébdl csak bizonyos részeket hasznaltam
fel, azokat, melyek szorosan kapcsolodtak az értekezés tematikdjdhoz ¢és amiben a
hozzéjarulasom is jelentds volt. Ugyanezen kézlemények mas, az értekezésben nem kifejtett,
de felhasznalt eredményeit hivatkozassal jeleztem. Azokat értekezés alapjaul szolgdlo
kozleményeket, amelyeknek az eredményeit teljesen felhasznaltam az értekezésben nem
citaltam. Masik birdlat hasonld észrevételeit is figyelembe véve a birdld feladatat
megkdnnyithette volna, ha mindezt az értekezésben pontosan jelzem.

5. ,...két hivatkozas nem taldlhaté az Irodalomjegyzékben (103.0., Wang et al, 2013). Egy
abrahivatkozas téves (104.0. 34.4bra) 5). A 34. dbra elektrofiziologiai adatokat mutat a kereszt-
korrelacios feldolgozasban, azonban nem egyértelm, kinek a munkajardl van szé (hianyzik a
hivatkozas).”

A Wang et al. (2013) kozlemény (ebben megosztott elsészerzd vagyok) eredményeit
felhasznaltam az értekezésben, ezért nem hivatkoztam rd. Azonban a kifogasolt mondatban a
szoveg kontextusa ,,...(bovebben az eredeti kdzleményben: Wang és mtsi., 2013 Supplemet,
S3D,E &bra).” megkivanta volna a kozleményt feltiintetését hivatkozéasok listajaban. A 34.
abra ugyanebbdl a kozleménybdl szarmazik és az Eredmények B.1.6.b. ,Idegsejtek
tiizelésének korrelacidja” fejezet Osszefoglald abraja. Miutan sajat eredmény, kiilon nem
hivatkoztam ra.

A szakmai észrevételekre adott valaszaim, azok biralatban megfogalmazott
sorrendjében.

0. ,Ez utébbi (TNAP) témaval kapcsolatban ... szerencsésebbnek tartottam volna, ha nem
kerdl a disszertacidba... Mig az els¢ harom téma koherens abban a tekintetben, hogy az
agykéreg area és sejtszintl huzalozdsaval, valamint funkciondlis kovetkezményeivel foglalkozik,
ugyanez kozvetlentl nem mondhatd el a molekuldris szintl reguldciot érinté TNAP jelatviteli
szerepének vizsgalatardél.”

Egyetértek a birdloval, a TNAP téma kakukktojas abban az értelemben, hogy nem
palyajeloléses munkak eredményét targyalja. Azért dontdttem az értekezés kontextusaban
valé bemutatdsa mellett, mert 0j és megitélésem szerint fontos eredményeket tartalmaz,
jelentds klinikai vonatkozdsokkal. Szerettem volna erre a hazai tudoményos kozosség
figyelmét is felhivni. A téma agykérgi halozattal osszefiiggésben valo targyaldsa ehhez fontos
iranymutato lehet tovabbi, akar klinikai vizsgalatok (pl. ritka betegségek) szamara.



1. “Az agykéregben vizsgdlt heterogén axon populadciét felosztottdk myelinizalt és nem
myelinizalt axonok tdrsasagara. Véleményem szerint tulsdgosan is le van egyszer(sitve a
feladat, azaz a myelinizalt axonok forrasat és termindciojat is meg kellene hatdrozni, ami
szerintem nem mindig sikertlt. Mivel az alkalmazott jel6l6anyagrél (BDA) kordbbi tanulmanyok
kezelni a jeldlt axonokat. Mely tulajdonsagok alapjan hatdroztak meg, hogy a jelolt axonok
tényleg a beadasi helyrdl jelol6dtek?”

Erre csupan indirekt moédon kovetkeztethettiink az axonok, elsdsorban a csupasz, boutonokkal
tarkitott csoport morfologidjabol. A beadashoz kozelebb esé és onnan sugarirdnyban
szétterjedd szegmensek vastagabbak, konnyen beazonosithatd iranyultsaggal és kevés
elagazassal rendelkeztek a tdvolabbi vékonyabb, kanyargos és gyakran elagazo tarsaiknal. Az
altalunk jelolt axonok tartalmazhatnak atfutd rostokat, ezek ardnya viszont alacsonyra
becsililhetd annak figyelembevételével, hogy az agykéregben az 0Osszekottetések dontd
hanyada (kb. 80%, Horvat és mtsi., 2016) lokalis, a beadastol szamitott par szaz mikrométeren
beliil ered (a beadds mag régidja, Id. Eredmények B.I1.2. ,,A BDA-jeldlés jellemzése”). A
mielines axonok eredetének azonositdsdra az egymastdl meghatarozott tdvolsdgban gytijtott
metszet sorozat nem ad esélyt, mert a szegmensek csak egye-egy metszeten kovethetdk a
folytonossdg hidnya miatt. A mielinizalt axonok esetében a dontéen inter-aredlis
iranyultsdguk csoporton beliili és csoportok kozotti (drea 3b vs. area 1 beadasok) konzisztens
eloszlasa ad némi bizonyossagot azt illetden, hogy legaldbb egy jelentés hanyaduk a beadasi
helyrdl ered.

2. ,Kérdésem, hogy a kis- és nagyméret(i axon terminalisok kozotti mérethatart miért 1 um-
re allitottak be?”

Lényegében sajat tapasztalatokra és irodalmi adatokra alapozva vélasztottuk ezt a mérethatart.
Ezt ugyanazon fejezetben meg is fogalmazom: ,,Bar az agykérgi axonvégzdédések altalaban
kicsik, 1 pm-nek megfeleld vagy anndl kisebb atmérdjiiek, a nagy végzddések atmérdje
meghaladhatja az 1 um-t (ld. sajat eredmények és Anderson és mtsi., 1998; Anderson és
Martin, 2006, 2009; Covic és Sherman, 2011; Innocenti és Caminiti, 2017). Az 1 um-es
mérethatdr megvalasztasa megkdnnyitette a nagy boutonok kivalasztdsat és
fénymikroszkopos feltérképezését, és segitett csokkenteni a szamos 2. tipust bouton torzitd
hatasat az teriileti eloszlas eredményére.” Tovabba, amint ezt ugyancsak megjegyzem
ugyanitt az értekezésben, ez a méret még viszonylag biztonsaggal kezelhetd volt az ozmiumos
metszetek fénymikroszkopos tanulmanyozasaban. Utdlag, az adatok elemzésének eredménye
szerint mindenesetre az 1 um j6 valasztasnak bizonyult.

3. ,Kérdésem, fenntarthato-e azillesztés 10 um-es precizitdsa és egyaltalan szikség van-e erre
a meglehetdsen nagyfoku térbeli pontossagra a funkcionalis és anatomiai térképek kozotti
korrelacio méréséhez?”

Koszondm a birdlo észrevételét, fontos adatokra hivta fel a figyelmemet, amit a
tanulmanyainkban nem vettiink szadmitasba. Ezek szerint a mikroszkdpos rekonstrukciok
intrinzik optikai jellel késziilt funkcionalis térképpel valo illesztését a birdlo altal leirt hatdsok
akdr 130 ume-el is torzithatjdk. Szerencsére vizsgalatainkat az ujjbegy reprezentaciora
fokuszaltuk, aminek a mérete egy kérgi oszlopénak a sokszorosa. Az ujjbegy altalunk
tanulmanyozott 2 mm atmérdjii részére lokalizalt felszinének kérgi reprezentacidja
milliméteres méretskalaval mérhetd. Ez a nagysagrendi eltérés viszonylag jol kompenzalja az



illesztés torzitd hatasait. Fontos ugyanakkor, hogy az illesztést nagy térbeli pontossagu
elektrofiziologiai térképekkel is elvégeztiik. Ebben az esetben az elektroda szarcsatornak
lokalizacidja és az agyfelszini foton jelolt mérdpontok szolgéltak referencia pontként. Ilyen
moddon a biral6 altal megadott adatok alapjan durvan 30 um-es torzitassal szamolhatunk, ami
elhanyagolhato az altalunk célul kitizott szomatotopias lokalizacid pontossagat illetden.

4. ,A BDA jeldl6anyag bejuttatdasa utan 14 nap tulélést hagytak az allatoknak. Ez szokatlanul
hosszu id6nek szamit dsszehasonlitva mas munkakban végzett hasonld jelolési kisérletekkel.
Végeredményben néhany (3-5) mm tavolsagra torténd jeldlGanyag transzportjardl beszélink,
amit a gyors tipusu transzport mechanizmus elvileg kevesebb, mint egy 6ra alatt teljesiteni tud.
Mindezek fényében mivel magyarazhatd a hosszu idej( tulélés alkalmazasa?”

Az elérhetd legerdsebb jeloléshez a lassabban terjedd, nagy molekula tomegii (10K) BDA
transzport idejét vettiik figyelembe. Irodalmi adatok alapjan: ,, Transport is estimated to span
15-20 mm of tract in 1 week” (Lanciego and Wouterlood 2020). Ezért legalabb 10 napos
tulélési idével szamoltunk. A hosszabb talélési id6t nem tartottuk limitalo faktornak a BDA
szOveti stabilitasa miatt: ,,BDA remains stable in the rodent brain up to 4 weeks post-injection,
while in primates, it may remain detectable up to 7 weeks after application.” (Lanciego and
Wouterlood 2020).

5. ,Hogyan lehet a retrograd és anterograd axon jel6lést megkllonbdztetni?”

Axon szegmensek, tehat nem terminalis eldgazddasok (foltok), esetén ez csak az axon teljes
rekonstrukcidjdval volna lehetséges. A fent részletezettek szerint a mi kisérleti
megkozelitésiink ezt nem tette lehetdvé. A tanulmanyainkban a fokuszt a specifikus
célteriileteket (efferens teriiletek) azonositani képes axonfoltok eloszlasara helyeztiik, igy
csOkkentettiik az esetleges miitermék mértékét. Ez a probléma tehdt azon eredményeink
esetében okozhatott nehézséget, ahol az axon szegmensek eloszlasat vizsgaltuk, nevezetesen
az Eredmények, C.I. ,,Axonmorfologia: csupasz és velOshiivelyes rostok eloszlasa a
szlirkeallomanyban” fejezetben. Ennek okan a 3b és 1 aredk kozotti reciprok mileines axonalis
Osszekottetés erdsségének, azaz a mielines rostok eloszlasi preferencidjdnak azonositasa
tovabbi vizsgalatokat igényel. (pl. fluoreszcens monoszinaptikus virusjeloléssel kombinalt
mielin-immunhisztokémiaval).

6. ,A projekcids idegsejtek csoportositdsa klaszterezési algoritmussal tortént. Nagyon sokféle
klaszterezési algoritmus létezik (pl. K-means, Mean-shift, Gaussian Mixture Models, DBSCAN).
Miért a DBSCAN-t mddszert hasznaltak?”

Erre a kérdésre a mddszertani részben a B.I1.6.a fejezetben (51. o) valaszolok: ,,...a klaszterek
azonositasa helyett a klaszteresedés tendenciait hasonlitottuk Ossze a kiilonbozd afferens
palyak esetén. A DBSCAN elénye, hogy nem igényel feltételezést a klaszterek szdmaval
kapcsolatban, nem érzékeny a klaszterek méretére, alakjara vagy lokalizacigjara, ami
elényOsebbé teszi mas rekeszméret (binning) meghatarozason alapuld vagy K-kozép (K-
means) klaszterezési technikdkkal szemben.” A klaszteresedés tendencidit pedig, ,,...a
klaszterezést a hosszparaméter fiiggvényében vizsgaltuk, nem pedig egyetlen konkrét értéket
kivalasztva...”. Ebbdl a szempontbol elénydsebb, mint a klasztereket azonosito iterativ Mean-
shift klaszterezés, vagy a parméteres kevert Gauss modelleken alapul6 klaszterezés.



7. ,Clasca és munkatarsai (Cerebral Cortex, 2018) szerint a PSD kiterjedése linearisan korrelal
a posztszinaptikus tlskék felszin méretével. Szinaptikus kapcsolatok tekintetében nem ez az
egyetlen strukturalis paraméter, ami a PSD méretével korreldl. Ezért is meglepd, hogy a
figyelembe vett preszinaptikus paraméterek egyike sem korrelalt: sem a bouton-, sem a MITok
felszini mérete. A dokkolt vezikuldk slrlségének megmérése talan segitett volna, amirdl
kimutattak, hogy korreldl a transzmitter felszabadulads valdszin(iségével. Miért nem végeztek
szinaptikus vezikula paraméter méréseket (méret, alak, tavolsag, denzitas)?”

A postszinaptikus struktirat, a PSD-t kivéve, nem vizsgaltuk, tehat csak a preszinaptikus
struktarara érvényes kovetkeztetéseket vonhatunk le az eredményeinkbdl. Szeretném
megjegyezni, hogy az idézett munkdban kdzolt, sajatunkéval dsszehasonlithaté eredmények
nagyon jo megegyezést mutatnak; pl. csak a PSD-vel kapcsolatban a PSD- vs. bouton felszin
korreldcidja naluk is kicsi, a MITok méretével pedig nem vetették dssze a PSD méretét. A
feltett kérdésre valaszolva, a szinaptikus vezikula kvantitativ eloszldsanak mérésére tett
kisérletiink sajnos kudarcba fulladt. A NiDAB jelolés (ami segitett a fénymikroszkdpiaban)
¢s az 6lom-citratos kontrasztozas olyan mértékben elfedte a szinaptikus vezikulumokat, hogy
azok jelentds részét csak nagy bizonytalansdggal tudtuk azonositani. Ezért ezzel a
vizsgélatunkkal fel kellett hagynunk.

Az értekezésben nem szereplé hivatkozas
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