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Nagyon k6szondm Rajna professzor urnak, hofiéd energiat szant értekezésem
elolvasasara és biralatara. Koszondom munkamattmélaait.
Vélaszom a felmeriilt kifogasokra és kérdésekre:

Elnézést kérek a nagymennyiéaggpelési és tordelési hibaért. A hianyzé abraval
kapcsolatban nem menteggtésképpen, hanem okulasul emlitem meg, hogy ae$ss
abra megvan a world dokumentumban, és a pdf fomi@walo atalakitas soraimt el,
amit nem ellefiriztem, mert nem is gyanitottam, hogy a pusztakmiverzié okozhat
ilyesmit.Nagyon sajnalom.

.,rfoham alatt ..... bizonyos sejtcsoportok kiterjedpersztulnak”. Ez az informacio az
epilepszia modellekih szirodétt le. Tébb olyan kronikus epilepszia modell varely a

spontan visszatérohamokkal, és a tempordlis lebeny erédgtilepszidhoz hasonlo
tiinetekkel jar és azokhoz hasonl6 patholégiai édeket mutat, pld. a pilocarpin-modell
(Turski és mtsai, 1989), vagy az intrahippocampisat-beadas (Magloczky és Freund,
1993). Ezeknél az epilepszias rohamok sejtpusttokizhatnak (Meldrum, 2000), a hilaris
gatlosejtek szama pld. minden modellben csokkemgeig 1991). Emberi agyban
természetesen nem lehet rohafittaloham utan vagy bizonyos ideig fennéllé beteggég
megvizsgalni a sejteket, és dsszehasonléiiesti a betegség kialakulasétél allapottal, de az
alapkutatasi eredmeények egybehangzoéak, és johaddtéottak abban a vonatkozasban, hogy
a rohamok kovetkeztében idegsejtek pusztulnalEelnincs ellentmondasban azzal, hogy a
rohamok kialakulasa EDTT is volt/lehetett primer 1ézi6 a betegek agyatsmezt nem

tudjuk megvizsgalni, mert csak nagyon kevés bétedinak rendelkezésre adatok a
rohamok kialakulasa &ttrol, és ezek sem szévettani vizsgalatok. Az viszosgreti

adatokkal alatamasztott, hogy a fent emlitett melbén is hasonlé sejtpusztulasi mintazatot
mutatnak ugyanazok a sejttipusok, mint emberi ligppgousban (Ben-Ari, 2001), (Ben-Ari

és mtsai, 1980) amit sajat vizsgalataim is bizatidk (Magloczky és Freund, 1993;
Magloczky és Freund, 1995). A rohamok miatt léivéjéejtpusztulas nem zarja ki, €s nem is
erésiti meg a primer 1€zio létét vagy nem |étét, csatkmutatja, hogprimer 1€ziotol
fuggetlentl, a rohamok kdvetkeztében is kialakul a krénikispdtra jellem# sejtpusztulas.
Raadasul, minden egyes roham is okoz szérvanytmisejulast a hippocampusban, un.
0démas tipusu, akut sejtpusztulast, melyben akbejt@amlo ionok és viz sejtduzzadast
okoz, és amelyik sejt nem képes a feleslegeslir@itol megszabadulni, elpusztul (Choi,
1988; Choi, 1992), és elektrolucens degeneracidatdisejtként megfigyelh&t
elektronmikroszk6pban (Meldrum, 1990) mar 2 ér&aminzultus utanEz a szorvanyos
sejtpusztulas, illetve a serkentés hatasara bakéxeaxonsarjadzas (Ben-Ari és Represa,
1990; Bernard és mtsai, 2007) lehet #&dedzért, amikor egy betégjimegvonjak az
antiepileptikumot, kap egy rohamot, és hiaba kgeal antiepileptikumot szedni, nem



lessz rohammentes tbbbet. A sejtek/kapcsolatok yisggenek nagyon kis valtozasa is
atbillentheti a haldzatot egy kritikus ponton .

...... a roham indulasi pillanatanak kulonlegedduai jelenségeidl a szerd nem tesz
emlitést. Mar csak azért is kar, mert érzésemrizetietséges, hogy roham indulasakor
éppen a SPR expresszal6 sejtek halozata képe#tietgeglamilyen fontos ,hidat” a kil- és
belvilagi hal6zati harmaonia felborulasaban.”

A roham indulési pillanatanak valtozasait én nemsgéltam morfolégiailag, és emberi
agyban ezt — morfolégiailag — nem is lehet vizsgéde egyetértek a biraléval, az SPR-t
expresszalo sejteknek, illetve a principélis sefkexpresszidjanak lehet szerepe beriite, s
bizonyitottak, hogy SP-tuladagolas kovetkeztébgranglyan gyongyozottseg alakul ki az
SPR-t expresszal6 sejtek dendritjein (Mantyh éami®995), mint amilyet mi talaltunk az
epilepszias betegek hippocampusaban (Magloczkysés,i2000).

“A bevezetés masodik részében a jeldlt kiemelirabeari és a ragcsald hippocampusanak —
az értekezés szempontjabol fontos — kilénbségeidncsi vagyok, hogy az emlitett
kalonbsegek mennyiben befolyasolhatjak az epil@pstvaltozasokat?”

A teljesség igénye nélkiil, a kovetkemegfigyeléseket emlitem példaként:

- A ragcsaldkra jellentz bal- és jobboldali hippocampusokesszekotbttsége miatt az
epilepszia modellekben a hippocampus szklerézigszegre érinti mindkét oldalt,
gyakorlatilag nem fordul 8] hogy csak az egyik hippocampus mutasson szkktr@masik
ne, ugy, mint a TLE betegek egy részében.

- Viszont ragcsalékban a ventralis hippocampus lesmszklerotikus a legtdbb esetben, csak
a dorzalis, amit semmihez nem tudok kotni az attal&sgalt emberi hippocampusokban, az
altalam kapott mintak (fej+test eldlsésze) egyetlen kivétellel homogén szklerdzistattak.

- Egyes interneuronok jelenléte/hianya ragcsald eamemberi hippocampusban: pld. CR-
tartalmu tlskés sejtek a ragcsalok hippocampusi@iemvannak a CA3 régié stratum
lucidumaban (Gulyas és mtsai, 1992), és rendkizdkenyek epilepszias inzultusra
(Magloczky és Freund, 1993), emberben nincs ilygnh(Erban és mtsai, 2002).

“Az anyag és modszer fejezetben hianyzik az alkatiiatatisztikai modszerek leirasa.”

A 11I/3., Kvantitativ analizis fejezetben minden mgelleg alfejezetének a végén
megtalalhatd, hogy milyen statisztikai eljarastétkaztunk a mért adatok kiértékelésénél,
31-32. oldal. Altalaban Mann-Whitney U-tesztet, eggsetekben ANOVA-t
alkalmaztunk.

“Az eredmények ismertetésekor az Uj immerzids &gaimddszer dsszefoglalasanal
morfolégiai modszerek esetében biztosan megszaketiz inkabb elektrofiziologiali
standardokhoz szokott birdlo szamara pontatlarirak fel a definicio tébb eleme: ,1-1,5cm



x 1-1,5 cm blokknagysag” — azaz t6bb, mint 125%e08letkilonbség, a kivagott blokkok
slehetoség szerint azonnali” fixalo oldatba helyezéseldat frissre cserélése ,20-30
percenkeént”, ,legalabb 6, de nem tébb, mint 8 dw@resztul”, utofixalas egy ,€jszakan at".
Kérdésem: ezek a hatarértéekek hogyan alakultakikyen mérések mutatjak ezek
Iétjogosultsagat? Milyen kilénbségek voltak a feréilg értékekkel fixalt mintak
kozott?Meddig tart egy éjszaka? Sziikséges-e pé&das) hogy sotét legyen?”

A blokknagysagban mutatkoz6 szérasigateken kapott minta meérete miatt van. A
sebészek altal kiemelt hippocampus mintan altaléhjgam van a parahippocampalis gyrus
bizonyos része is, maguk a hippocampusok pedigthedrearialnak aszerint, hogy
szklerotikusak-e, és mennyire. Egy nem szklerotikppocampus akér a kétszerese is lehet
atmévben egy szklerotikusnak. A hippocampus mintat @yilegyben kell tartanunk a
vizsgalat miatt, tehat ez a maximalis méret, ameekptimalis fixalasara toérekedtem, egy
ennél nagyobb mintarél a nem hippocampadlis régéit levalasztjuk, és kilon blokként
fixaljuk, mint parahippocampdlis gyrust. A kisebénmeti hippocampusokon viszont
rajtahagyjuk ezeket a régidkat, mert téreksziinksohlé méretre, a diffazids fixalas fizikai
paramétereinek standardizalasa miatt. A “lébé& szerint azonnal” a konkrét esetben
val6jdban azonnali fixaloba helyezést jelent, araintitét soran lehéség van ra, hogy a
sebész és aiitbsns a mintat kiadja. A 20-30 percenkeénti fixalécsema@dszer idbeni
valtozasanak kovetkezménye, eleinte 20 percenls&néltik a fixalot frissre, kébb

attértiink a 30 percenkénti cserére. Nem okoz kisiégét. A “legalabb 6 6ra de nem tébb
mint 8 6ra” a probakisérletek eredménye. Rosszabtaubdtak a blokkok, ha kevesebb,
mint 6 Orat voltak glutaros fixaléban, puhak maskdinem lehetett vibratommal lemetszeni.
Viszont, ha tébbet, mint 8-at, pld. egész éjszaltanrazogépen fixalddtak, az gyengitette az
immunreakciot. Az etsnéhany nitét mintain végeztem ezeket a kisérleteket, valamin
kontroll hippocampusokon, parhuzamos blokkok irsdital. A kilonboé ideig fixalt
blokkokat lemetszettem és immunreakciét végeztgmkieegyszerre, azonos koncentraciéju
antitestekkel, azonos ideig hivva, 6sszehasoritokiilonbd# markerek immunogenitasat,
majd ellerdriztem az elektronmikroszkopos néegottséget. Ezen kisérleti tapasztalatok
alapjan alakult ki a jelenlegi protokoll. Az egy&pkan at valo, razas és glutaraldehid nélkali
fixalas altalanos gyakorlat az allatkisérletekltserha a perfuzido nem volt tokéletes, és nem
lett kemény és metszliehz agy. igy el mar tudtam, hogy nem rontja az immunfetés
mindségét, és emberi blokkon is ugyanezt tapasztahartegy éjszakan at” egysaem azt
jelenti, hogy mire mindezt megcsinaljuk gitétrél elhozott blokkokkal, mar este van, tehat
masnap folytatjuk a kisérletet, oldatcsere a ghédntes fixalashoz mar nem szikséges, és
nem kell sététnek sem lennie. Osszefoglalva, a mevd=tlja a mintak reprodukalhatéan
azonos mifisédi, j0 elektronmikroszkopos mégottséget, immunogenitast és
metszheiséget ado fixalasa volt.



“A szerz miért nem vette at az idézett 5 csoportos feles2t@ amorelle ) Hogyan
magyarazza azt, ho@k nem talaltak moharost sarjadzast?”

Az emlitett kdzlemény (de Lanerolle és mtsai, 20@3Retrospective Analysis of
Hippocampal Pathology in Human Temporal Epilepsyd&nce for Distinctive Patient
Subcategories) 2003-ban jelent meg, én 1993-battdwmzfoglalkozni emberi
hippocampus mintakkal. A csoportositast mar létzedma, mire ez a cikk napvilagot
latott, és ez rdadasul olyan patoldgiai és fizi@bgdatokkal volt kiegészitve,
amelyekkel én nem rendelkeztem. A sdaszarra kovetkeztetésre jutott, amire sajat
eredményeinkéil mi is, hogy a & és Iényegi kilonbség a szklerotikus-nem szkleustik
csoportok kozott van. Az brak alapjan azt feleein, azért nem taléltak moharost
sarjadzast, mert az immunfestés gyengesafige miatt csak nagyaranyud rostsarjadzast
lehetne észlelni. Egy kevésb&&moharost sarjadzas halvanyabb denzitas-emelkedést
okozhat a dynorphin immunreakciéban, amit ozmiurtiamametszeteken, ilyen
mindsédi immunreakcio mellett nehéz észrevenni. Elektromoskkopos vizsgalatot
pedig nem csinaltak.

LItt vetem fel azt a (feltehéen laikus) kérdést, hogyilyen alapon valasztottak ki a kiébi
részvizsgalatokhoz az egyes epilepszias és komtraihkat? Midl flggott a felhasznalt
mintak szama? A kivalasztasi kritériumok alapjamnyére tekinthefek reprezentativnak a
kapott eredmények?Példaul mely szempontok szatagaottak ki a 2 kontroll, 1 enyhe, 3
foltos és 5 sclerotikus szbvetet a PV-poz inteeak vizsgalatahoz? A mintaszamok még a
csoportaranyokat sem tikrozik. (51.0.")

Az 51. oldal szbveges részében hianyosan szerépelmenték, a helyes értékek a
szoveg alatt vannak, a tdblazatban, (51. olda§®azat), igy tehat 2 kontroll, 3 enyhe, 2
foltos és 4 szklerotikus betegjlkészilt sejtszamolas. A kvantitativ mintak
kivalasztasanal arra térekedtiink, hogy

1. A minta ép legyen, tiiéti 1€zi6 a vizsgalni kivant tertiletet ne érintse

2. Az immunfestés missége megfeléllegyen

3. Ne legyen kivétel. Ez azt jelenti, hogy az adstiportra jellem& elvaltozasokat
mutassa, ami a csoportba sorolt mintak tdbbségétemvan, ne pedig olyat, ami
0sszesen 1-2 mintdban fordulb.eEzt jelenti a reprezentativ minta.

~-Hogyan torténik a szemcsesejtek ,szétvandorlassiirékor kovetkezik ez be? (63.0.)
Mi lehet a szereplik az egyébként épnek latszé sei@naju hilaris interneuronoknak a
reorganizacioban?(66.0.)”

A szemcsesejtek szétvandorlasa a szkler6zishaddgedenség, nem szklerotikus
mintakban ritkan fordul é| a szklerotikusok tobb, mint 70%-aban jelen vaajat



mintainkban (Magloczky, 2010). Carola Haas és mtéarkai kimutattédk, hogy kdzvetlen
kapcsolat van a reelin expresszié csokkenése Zenacsesejt-diszperzio kozott (Haas és
mtsai, 2002). Ad eredményeik szerint csokken a reelin-tefimsgjtek szama a
szétvandorolt szemcsesejt réteggel biré TLE betbgglocampusaban. A mi
eredményeink azt mutatjak, hogy ugyanilyen mintakbagymeértékben lecsdokken a
horizontalis dendrit, CR-tartalmu sejtek szama a gyrus dentatus stratalacularejaban
(Toth és mtsai, 2010). Ezek a sejtek azok, melyletaAam és munkatarsai szerint
jelentbs mértékben atfednek a Cajal-Retzius sejtekkely@hkaleelint termelnek

(Abraham és Meyer, 2003). Tehat a szemcsesejtati@ppegyik oka a reelin-terntel
sejtek szamanak csokkenése miatti reelin-szintlekésg, hiszen a reelin stop-jelként
muikddik, és blokkolja a sejtek vandorlasat. Ugyanezreghanizmus részt vehet az SPR-t
expresszald sejtek stratum moleculareba valo fdldasaban is. Valamint a
szemcsesejtek sajat, BDNF-et, NT3-at és NT5-¢ltaez06 sarjadz6 axonjainak stratum
moleculareban valé megjelenése is szerepet jatebhain (Mathern és mtsai, 1997; Sato
es mtsai, 1996), mert kimutattak, hogy a neurataKitermebdése megemelkedik
epilepszias hippocampusban (Hughes mtsai, 1999).

“Mi lehet a szerepilk az egyébként épnek latsAs&@xomaju hilaris interneuronoknak a
reorganizacioban?(66.0.)”

Sajnos nem allnak rendelkezésre sejttoltéses adatdéris calbindin tartalmu sejtek
funkciojarél emberi hippocampusban. Epilepszia niekben megfigyelték az
életbenmarado, hilaris szomatosztatin-tartalmalfiad interneuronok
megnagyobbodasét, ezek a szemcsesejtek dendtit@rstettek kontaktust (Zhang és
mtsai, 2009). Egy masik kutatécsoport az életbead@hilaris gatldésejtek vetitését
vizsgalta, és azt talalta, hogy a szklerotikus @&dio interneuronjain végadnek az
axonjaik (Tang és mtsai, 2005). A stratum mole@ldan vizsgaltuk a calbindin-tartalmu
elemeket, itt nagyon ritkan fordultéetalbindin-immunpozitiv, szimmetrikus szinapszist
ado terminalis, ezért valosttrennek tartom, hogy a hilaris CB-pozitiv sejtegtiatum
moleculareba vetitenének, kéilsegidba vald vetitésik valdésibb. Ha az emberben is a
CAL régioba vetit a hilaris sejtek egy része, azién megmagyarazza a CA1 régidban
talalt nagyszamu gatlé termindlist (Wittner és mt@02), masrészt, a szemcsesejtek
aktivitdsanak fuggvényeében géatolhatja a CA1 régjtest.

“A 49.abra éertékelésével nem értek egyet: a szirsrmfam szinaptikus boritottsagi arany
NEM emelkedik meg a scleroticus mintakban. (139.0.)

Az egymashoz viszonyitott arany csakugyan nem ezdiédkneg szignifikansan. Mi azt
allapitottuk meg, hogy "...az aszimmetrikus szirzégisk boritottsaga nem valtozik meg
lenyegesen, de a szimmetrikus szinapszisok bondiisséranya megemelkedika szklerotikus



epilepszias CAl-ben.” A statisztikai proba p<0.@mten szignifikdnsnak talélta a
novekedést. Az aszimmetrikus szinapszisok boritdsativekedése nem volt szignifikans.

"A novekedési jelenségek értékelésénél a gap-jurszerepével kapcsolatosan tett allitasat
idézettel nem tAmasztja meg. (Ezzel az opponegainas, am jelefis tdbbletmunkara
sarkallja a vonatkoz6 2006-0s az Epilepsia-ban etegj Gajda Z, ...Szente M kdzlemény
felkutatasa érdekében).”

A 167. oldalon hivatkozom a munkacsoport egy koréidkére: "Leirtak a gap junction-
ok mennyiségének novekedését epilepszias patkarf@zante és mtsai, 2002), és
valészirii, hogy epilepszids emberi hippocampusban is eleaség all a gyakoribb
dendritikus kapcsolatok megjelenésének hatterében.”

"Nem vagyok benne biztos, hogy €l szempontbdl példaul egyetlen, a betegségfaémall
konvencionalisan hasznalt mutatéja optimalis.”

Teljesen egyetértek a biraloval, ez a mutatd mak mem is objektiv és sok olyan vettilete
van, ami nem fligg 6ssze a betegséggel, pld. hbgyes mikor jarul hozza atitéthez.
Azonban koézponti adatbazis nem allt fenn akkor kamaz eredmények sziilettek, és nem
tudtam a betegek adataihoz hozzajutni. Szeleseblbkiaikai adatokkal valo dsszehasonlitas
0] tavlatokat nyitna.
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35. Abra: Kontroll CA1 régiobdl zarmazo interneuron sejtt@s) és dendritek
szinaptikus bemenetei lathatdk a képen (B, C).jest kevés szinapszist kapott, egyet
talaltunk ezen a sejttesten (bekeretezve), az aszirkus szinapszist adé (nyil) termindlis
nagyobb nagyitassal a bevagott kisképen lathatintdmeuron dendriteken legtdbbszor
kisméreti aszimmetrikus szinapszist ado terminalisok wégzk (B, C nyilak). Mérce: 1
um, a kisképen: 0.km




