Valasz Professzor Dr. Bereczki Daniel, az MTA dokia
opponensi véleményére

Elészor is szeretném kdszonetemet kifejezni BerecaKieBszor Urnak, az MTA doktoranak,
MTA doktori értekezésem biralatanak elkészitéséért.

Szeretném megkodszonni a részletes, etedzékelést, amely az eredmények pontosabb
interpretalasat illetve a jébeni kutatas-tervezési csapdak elkerllését bizamyaegiteni
fogja.

Professzor Ur kérdéseire, megjegyzéseire a vatasz&iovetkesk:
a) tartalmi kérdések, megjegyzések:

1. Professzor Ur felhivja a figyelmet, hogy a disgacioban Kelet-Eurépahoz soroltam
Magyarorszagot, Kézép-Eurdpa helyett.

Geografiailagnyilvanvaléan helytallo lett volna Kozép-Européatlgenem, a tévedéseért
elnézést kérek. Ugyanakkepidemioldgiaiszempontbdl, az egészségugyi ellatérendszer
teljesitmeényeét figyelembe véve, legalabbis a neavmbatologiai ellatas vonatkozasaban
sajnélatos modon inkdbb a harmadik vilag orszagaslooolhaté Hazank. Erre utal, hogy- a
disszertacié témajat nem képexizsgalataink szerint a sulyos koponyasérultelgpozisara
vonatkozo6 kimeneteli kalkulatorok Magyarorszagogéidhoz és Indiahoz hasonléan
mikodnek, azaz az alacsony jovedélarszagokra (,Jow income countries”) jelletnz
maodon, kilénésen az enyhébb sértlilést szenvedait varhatéan jobb kimeneidbetegek
esetében joval tulbecsilik a kimenetelt (Hansagl.e2010) (Roozenbeek et al.,
2012;Steyerberg et al., 2008a).

2. Az Alzheimer-koér 2-4,5-szer gyakoriblsrdulasanak hatterébera legtobb bizonyiték

az apolipoprotein E szuszceptibilitasi geghallél-valtozatanak koroki szerepére van, ez
ugyanis egy- illetve két-kopiaséébrdulasban 3-, illetve 12-szeresre noveli az Alater kor
kialakulasat, s ez az 6sszefligges agyi traumaellatrzéses stroke esetében kulondsen
megalapozott. A fenti génvariacié amyloid bétg)Arotein lerakddasadhoz vezet az erekben,
novelve a spontan allomanyi vérzes veszélyét (,ardyngiopathia”) illetve a neuronokban,
ahol az Alzheimer betegség kialakulasat facilitalgosziiileg a nem-toxikus B monomer
toxicitast elsegit polymer formajanak létrejéttén keresztil(Verghesal., 2011).

A koponyaseériiltekben azonban a szuszceptibiligsek jelenléte nemcsak a A
felhalmozodason keresztil, hanem attol valdgemfliggetlendl, intraneuralis tau
felhalmozodas utjan is generalhatja Alzheimer baigdialakulasat; ez a jelenség okozhatja
példaul a ,dementia pugilistica” néven is ismek)lwivok és amerikai futball jatékosok
ismételt micro-fejsérilése hatasara kialakul6 ddiagm(McKee et al., 2009).

3. Az 1. tablazatban szeréplhypoxids agykarosodas’elnevezésldjdban félre vezét
nem derdl ki a magyarazatbdl, hogy itiem secundaer hypoperfusios hypoxias
agykarosodasroélvan szé, hanem arrdl a -gyakorlatilag nem tuléhetxtrém hypoxias
agykarosodasrol, amely akceleracids- deceleraciés mechanizmussal |étdegiNyos diffuz
agyseérulékovetkeztében részben azonnali agyi perfusios zZ@agmmoedema kovetkeztében),
részben nyaki erek dissectioja, részben mikro-éillések kovetkeztében jon létre, és



gyakorlatilag csak post-mortem észlelhed, hasonléan a diffiz  vascularis
karosodashoz(Tomlinson, 1970).

4. Professzor Ur kérdésében, amelyben a diffiz adensérilés soran rendelkezésre allo
terdpias ablak fajok kozti kilénbségdr érdeklsdik, mar benne van a legplauzibilisebb
valasz is: a legnagyobb valésa$éggel a lysencephalicus agyi struktura, a ,gékezet”
kuldnbosége, az axonok falszerkezetének é#ége magyarazza a gyorsabban progredialé
karosodast a ragcsalokban. Ugyanakkor John PogksRwofesszorral kdzésen, 1999-ben
mini-pigben végzett, mindeddig nem publikalt difféizon karosodasi vizsgalataink alapjan az
immunhisztokémiai reakcio-kinetika az akkoriban inszefien elemzett markerekre
vonatkozoan (spektrin lebontas, amyloid prekurzotgin transzport fehérje kimutatas) mar
gyakorlatilag alig tért el-, vagy teljességgel netglt a humanban leirtaknak.

5. A ciklosporin ischaemias stroke-ban tori@nklinikai kiprobaldsanak elmaradasara
vonatkoz6an pontos magyarazattal szolgalni nemktu@iobb adat is van arra vonatkozoéan,
hogy a szer potencialisan alkalmas az ischaenmdkesiiletve subarachnoidealis vérzés utan
kialakul6 ischaemias karosodasok csdkkentéséreftauesd al., 1999;Leger et al., 2011;Ryba
et al., 1991;Uchino et al.,, 1998;Yoshimoto et dl999;Yuen et al., 2011). Siesj6 €s
munkatarsai éppen ischaemias modellben irtdk lék di$zott a szer jotékony kodzponti
idegrendszeri hatasat 1995-ben(Uchino et al., 1995)

Az European Brain Injury Consortium megbizasdbélll2thyara Ota részt vehetek a
Neurovive Gyodgyszergyar Phase Il/lll stadiumu, tnas koponyaseérilésekben ciklosporin
analégot — a cremophor elhagyasaval anaphylaxésidkat mar ki nem valté NeuroStat-rol
van sz0) kiprobalni tervezett vizsgalatanakkébkzitésében, a protokoll bizottsagban. Ezen
vizsgalatok megtervezésekor is jelentprobléma a ciklosporin kdzponti idegrendszeri
hatasait kifejteni képes dézisanak potencialis atekicitasa. A kozponti idegrendszeri
vizsgalatokra vonatkoz6 biztonsagi vizsgalatok Wéan illetve a cremophor miatt
hatvanyozott veszéllyel fennallé sZd@mények mind hatraltattak a szer eddigi neuroptistek
célu klinikai alkalmazasat.

6. Az ischaemias penumbra és a traumas penumbrazéisasonlitasakorlvi anatémiai
kulonbséget talalunk, hiszen agchaemiasgoc altalaban jol definialt, elhalt necroticus
tertletldl all, amelyet egy potencidlisan apoptotikus sdgtife elpusztulni képes, ATP-ben
gazdag, tehat energiafitgpalalutat valasztd sejtcsoport vesz korul. Ezraupera a trauma
esetében még egy focalis contusiondl is kevésbi&ydilirt, hiszen a roncsolt és ép teriletek
kesztyiujjszefien fonodhatnak, tehat a penumbra éles elkulonéleben kevesbé észlellbet
Ugyanakkor, ha a penumbra kialakuladsaathobiologiai alapon vizsgaljuk, mindkeét
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alacsonyabb perfazioja zona van, amely elvileg ma&g perfuzié helyreallitasaval
megmenthet; részben e célt irAnyozzadedz rTPA kezelés is. Ujabb vizsgalatok a vér-agy
gat karosodasanak-, illetve az annak kovetkezt&iakulo szoveti oedemanak a keringés-
rontd6 szerepét hangsulyozzédk, melynek generalasabazabadgyokok vezetszerepet
jatszanak(Fraser, 2011).

A traumas gocos sérllés- vagy a burki vérzés hatdsszenyomddva karosodd agyterileten
a serultek kdzel egy harmadaban a vérataramlasikukri8ml/100g/min ala esik (Bouma et
al., 1991), (Muizelaar et al., 1989)) majd néhargy dtan normalizalodik,é, a jo taléléssel
jard sulyos sériltek esetében az 1-5 nap kozotewbulikus igény emelkedését tiukioz
hyperperfusios valasz jelentkezik (Kelly et al.9T%®



Amennyiben a trauma hatasara tartdsan a fenti@acszinten marad az agyi perfazié, ugy a
localis sz6veti oxygen nyomas a kritikus p@5Hgmm ala esik, laktat és szabadgytk
akkumulacié 1ép fel, kdvetkezményes oedema &dezsel (Doppenberg et al., 1998;Menzel
et al., 1999).

Tovabbi hasonlésdg a penumbra vonatkozdsadban mdme és traumas eredet
agyserulésben, hogy a laesio kivaltotta depolaidsazavarok, a spreading depression a
penumbra tertlet irreverzibilis khrosodaséat eredregmetik (Strong et al., 2005).
Osszefoglalva, mig anatémiailag logikus eltérésséliatok, addig pathophysiologiailag a
folyamatok rendkivil hasonléak, marpedig, David Memt idézve: the (traumatic)
penumbra may need to be defined physiologicallyheratthan confined in terms of
perilesional anatomy'{Menon, 2003).

7. A calpain medialt spectrin fehérje bontas gata funkcionalis kimenetel javulasdban
nyilvanult meg tébb vizsgéalat soran, ugyanakkor régty esetben az ilyen kisérletekben a
calpain medialt spectrin lebontas jelenségében qutativ valtozast a vizsgalok nem
talaltak.

E jelenség nem a calpain medialt spectrin leboatdarkéreredetben jatszott szerepét zarja ki
vagy csokkenti, csupan arra hivja fel a figyelnteigy a focalis karosodasi modellekben
létrejov6 masodlagos diffuz axonalis laesio, illetve az efpdyadék perkusszidés trauma
modellben létrejo corticalis, illetve hippocampalis karosodas bedsliasa nem képezte a
calpain gatlas terapias hatdsanak célpontjat aztdeizsgalatokban. Véleményink szerint a
calpain gatlasa ezekben a kevert trauma modellekieem a robusztus corticalis contusio
vagy az ugyancsak kiterjedt hippocampalis elvakokétertletén hatott, hanem azokat az
agytorzsi diffz axon karosodasban létréjdehérje bonté folyamatokat gatolta, amelyeket
egyik idézett vizsgalat sem elemzett, bar a jelgmeindegyik vizsgalt modellben a traumas
agykarosodas részét képezi.

8. Az 5 mikrométert meghalad6 atm#i#i axonok szamolas@apasztalati médszer, amely a
diffz axonkarosodas elemzésében ttdzerepet jatszé richmondi laboratériumban az
eredmények kvantifikalasa sorandslsrban azeért nyert létjogosultsagot, mert a bétgad
precursor protein, illetve a neurofilamentek kadumb axonballonokban tortérkimutatasan
alapulo vizsgalatoknal ezt a méretet véltek médobhgaggal elkilonithébhek mas szoveti
reakcioktdl, illetve immunhisztokémiai depositumalkt

9. A morfometriai vizsgalat soraaz echodenzitds szamoladsakor minden esetben risanuél
szamolast alkalmaztunk, a vizsgalati csoport szetjgol naiv kdzreritk6dé szamold
segitségével. Az axonballonokat, illetve immunraaiikon szakaszokat mindig egy személy
szamolta, illetve a munkacsoport tagjai az adotseet forras-allatat kodolas alapjan a
statisztikai elemzés &t dekddolhattak csak. Sajnalatos moédon a rendé#kakre allo
legkorszeiibb képelemé& szoftvernél (NIH IMAGE J és UTHSCSA-IMAGETOOL

3.00 valamint Image Pro szoftverek) sem tudtukneélézt, hogy megbizhatdéan a fenti 5
mikrométeres atmé@ralkalmazasaval egy d&k kijel6lt terlleten automata axon szamolast
alkalmazzunk, s mivel az automata-szamolast minkiigkellett egésziteni manualis
jelolésekkel is, érdemi &hyét az automatizalt szamolasi médszernek nenklattu

10. Koszéném Professzor Urnak, hogy egyensulyozasi teszt nonparametrikusltara
felhivta a figyelmemet, célszerlett volna ennek megfelédn elemezni a fenti teszt
eredmeényeit.



11. A Pécsi Sulyos Koponyaseérult Adatbalefrdsaban részletezett fiziologiai paraméterek
kézil harom beteg esetében sikerilt eddig ,Therm#fusion Flowmetry-Hemedex”
késziulék alkalmazasaval agyszoveti aramlas-mérégeani. A Hemedex készilék
thermodiluciés médszerrel egy 1 trolumerii teriilet &ramlaséat elemzi és a szerencsésebb
finanszirozasi struktiraval rendelkenrszagokban- hasonléan a Licox monitorozashoz- a
rutin neuro-monitorozas része(Bratton et al., 2(Bréaton et al., 2007b;Jaeger et al.,
2005;Rosenthal et al., 2011), ennek magyarazatg esak a 6. kérdés kapcsan, a
penumbrara vonatkoz6 valaszra utalni. A Klinika metkdzi kollaboracios vizsgalatai, illetve
klinikai kutatasi finanszirozasanak koszoweet tovabbi hat beteg esetében van Hemedex
monitorozasi lehéségink, és az eddigi 40 Licox monitorozason atdsdtgen tul tovabbi
egy tucat beteg esetében alkalmazhatjuk ezt a aromési médszert is.

12. A human liguor mintak elemzése sorda kamrai és lumbalis liquormintdk eliér
fehérjetartalmanak zavaré hatasat kivédenal 100 kilodalton molekulatomeg alatti
fehérjékél tisztitott mintakat elemeztik, egyériehérje-tartalmu, albumin-mentesitett liquor
mintakat vittink fel a polyacrylamide gél egy —emintahelyére, igy a blottok @ivasakor
nem volt szikség albuminra valé normalizélasra.

13. A prognosztikai vizsgalatok sorarizsgélat paraméterekdbntben azon dlvizsgalatok
alapjan hataroztunk meg, amelyeket Andrew Maas @ikatsoportja az IMPACT adatbazis
feldolgozasa sordn, illetve a Rotterdam Score nketidakor végeztek, és figyelembe vettik
e nemzetk6zi munkacsoport mas vizsgalatok eredmény@natkozod kritikus elemzését is
(Hukkelhoven et al., 2005;Marmarou et al., 2007;Myret al., 2007;Steyerberg et al.,
2008b).

14-15. A repeated measure ANOVA alkalmazasind az axon denzitas elemzése, mind
pedig a fénymikroszkdpos kvantitativ immunhisztol@nmmegfigyelések vonatkozasaban
potencialisan hasznalhat6 lett volna, ugyanakkoe@y szempontos varianciaanalizis post
hoc elemzéssel elegaimkk bizonyult a folyamat kinetikdjanak leirdsah&gpes volt a
szignifikans eltérések igazolasara. Természetesenjowben az ismételt méréses
varianciaanalizis érzékenységét léé szerint igyekszink kihasznalni.

16. Az axonok szamanak vizsgalatak@mintak normal eloszlasanak vizsgalatat utolagosa
elvégeztik, a Kolmogorov-Smirnov teszt eredményéllékelem, az egyik valtozo esetében
sem jelezte a mintak normalistél eliéeloszlasat, igy az alacsonyabb hatékonysagu
nonparametrikus préba alkalmazaséara nem volt sgiiksé

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

0,5height 1,0height 1,5height 0,5hour 1,0hour 2,0hours 6,0hours
N 6 10 16 8 7 12 5
Normal Parameters Mean 4,255833 19,4835 43,08969 17,00313 21,08429 28,07583 57,856
Std. Deviation 1,437506 8,531995 25,83948 11,98923 15,17833 27,42222 22,42994
Most Extreme Differences Absolute 0,166668 0,190544 0,244207 0,14484 0,17604 0,31467 0,170496
Positive 0,166668 0,116466 0,244207 0,14484 0,17604 0,31467 0,170496
Negative -0,13497 -0,19054 -0,11763 -0,12262 -0,1476 -0,18654 -0,15676
Kolmogorov-Smirnov Z 0,408252 0,602553 0,976829 0,40967 0,465759 1,090048 0,38124
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,996255 0,860884 0,29567 0,996072 0,981758 0,185618 0,998646
Exact Sig. (2-tailed) 0,984568 0,999637 0,564365 0,997597 0,99388 0,377906 1
Point Probability 0 0 0 0 0 0 0

a
b

Test distribution is Normal.

Calculated from data.



17. Professzor Ur a spectrin szinteknek a sérillélysssagi fokatol kimeneteldl, illetve az
intracranialis nyomasemelkedés mértékgnld fliggésére kérdez, felvetve a 77.-78. oldalon
leirt vizsgalati eredmények és a kdvetkeztetéseki kiszkrepanciat.

Szeretném Professzor Ur figyelmét felhivni arragyhaz eredmények leirasakor kiemeltiik,
bar szignifikans 0sszefiggés nem volt a séruléyossagi foka, a kimenetel és az
intracranialis nyoméasérték mértéke, valamint a speszintek kozott,kdzel szignifikans
ertékek, illetvetrendekvoltak megfigyelhdt és a kovetkeztetések soran is csdakeadekre
utalunk.

Azt, hogy e kis esetszamu human mintardladsat leirt trendek kdzzététele talan nem az
eredmények tulértékelése, alatamaszthatja a didsidran idézett szamos olyan publikacio,
melyek felvetéseinket mind allatkisérletes, mindhhn mintdkon munkank megjelenése utan
egyértelniien igazoltak.

18. Mind a 21., mind a 22. 4braaz y tengely optikai denzitds értékeket mutat,ymelativ
optikai denzitas, mértekegysége pedig a pixel dészi

A 150-kilodaltonos control érték relative magasablianak okt pontosan azonositani nem
tudom, de valdszirsithet, hogy a hattérben az all, hogy a 150-kilodaltoleb®ntasi termék
mind a calpain, mind a caspase aktivadlodasa koxetken képidhet (ellentétben az AB 38
antitest altal kizardlagosan kimutatott 150-kilddabs lebomlasi termékkel, amely spectrin
specifikus hasitasi termék). Ezt a 150 kilodaltoneécsot a Western blot vizsgalat soran
alkalmazott antitest a generaldé enzim tipusatogétignil felismerte (az antitest csak erre a
vizsgélatra alkalmas, immunhisztokémiai vizsgalatbeem specifikus, szemben a fent
emlitett, ,kézjegy fehérjét” felismérAB-38-as antitesttel.

19-20. ponttal kapcsolatbaegyetértek Professzor Urral, hogy ezekben az idsateaz OR
érték mellett a 95 %-0s konfidencia intervallumékrmegadasa igényesebb adatszolgaltatast
jelentett volna.

21. A calpain inhibitor MDL-28170 kezelt allatokbara qualitativ immunhisztokémiai
vizsgalatokkal morfologiai kulonbséget a &anyaggal kezelt allatokhoz képest nem
eszleltink, azaz, ha az axonkarosodas kialakukpralannak morfolégiai tulajdonsagai
gyakorlatilag megegyeztek a két kisérleti csopartbagyanakkor az axon karosodas
szignifikansan kisebb valosziségben fordult éla gyogyszerkezelt esetekben.

A jelenséget azzal magyarazzuk, hogy a calpairbitdriaz axonok egy részében képes volt
leallitani az enzimaktivalodast. Ez a hatas vékwetattol figgott, hogy az axon milyen
mechanikai perturbaciét szenvedett el, azaz milgennyisé§ kalcium aramlott be, igy ahol
nagyfoku kalcium bearamlas és membran karosodasthkexteben a proteolytikus folyamat
gatolatlanul vagy nem kékn gatoltan haladt ott az axonok morfolégidja és
immunhisztokémiai jel6lése a ,szokvanyos” karosbdabn megjelenését mutatta.



22. Professzor Ur a 28. abran lévosszehasonlitassal kapcsolatban a korrekcid, pl.
Bonferroni vizsgalat elvégzés#rkérdez.
A mellékelt tAblazatban megadott egy-utas ANOVAaégkiegészit Dunnett C post-hoc
analizis eredménye alapjan a 100 mikrogrammoscietedroventricularis PACAP kezelés
neuroprotektiv hatasa egyértélem megallapithatdé, a szignifikancia jelzést a 100
mikrogrammos kezelés relativ hatékonysaga miak asaazt jelé oszlopon helyeztik el.

One-way ANOVA:

Descriptives

IRaxon/mm2
N
3
1 8
10 4
100 3
Total 18
ANOVA
IRaxon/mm2
Sum of
Squares
Between
Groups 804197,3
Within
Groups 705660,1
Total 1509857

Multiple Comparisons

Mean

df

Dependent Variable: IRaxon/mm2

Dunnett C

() PACAP (J) PACAP

10 0

100 0

10

* The mean difference is significant at the .05 level.

533,7667
823,4125

562,425
238,0667
619,5833

14
17

Mean Difference

(-9)

-289,6458
-28,65833
295,7
289,6458
260,9875
585,3458
28,65833
-260,9875
324,3583
-295,7
-585,3458
-324,3583

Std.
Deviation

127,676
230,4669
314,9091
43,29854
298,0187

Mean
Square

268065,8

50404,29

Std. Error

109,8776
173,8553
77,83728
109,8776
177,2888
85,23085
173,8553
177,2888
159,4266
77,83728
85,23085
159,4266

Std. Error

73,71378
81,48237
157,4545
24,99842
70,24368

F

5,318312

95% Confidence Interval for

Mean
Lower Bound
216,6019
630,7373
61,3344
130,5071
471,3821

Sig.

0,011756

95% Confidence Interval

Lower
Bound

-832,2828
-933,3414
-243,5773
-252,9911
-537,7944

276,6896
-876,0247
-1059,769
-453,2236
-834,9773

-894,002

-1101,94

Upper Bound
252,9911
876,0247
834,9773
832,2828
1059,769

894,002
933,3414
537,7944

1101,94
243,5773

-276,6896
453,2236

Upper Bound
850,9315
1016,088
1063,516
345,6262
767,7845

Minimum Maximum

391 637
570 1210
215,5 892
196 282,5
196 1210



b.) formai megjegyzések:

23. A hianyzo roviditésekédinézeést kérek.

24. Ugyancsak hianyossag, és ezuton szeretnémpd@ohak az 1997-es uttomunkanak
azidézésdbar a vizsgalati eredményeit emlitem, de a hvadk lemaradt), melyet Csepreqi,
Vimlati és Futé 2000-ben kdzolt az Orvosi Hetilaplf@sepregi et al., 2000).

25-29. pontokra 6sszefoglalva szeretném #addls lehéiségét felhasznalni, hogy az ott
bemutatotibrak megfeleben értékelhét minésédi valtozatanak vetitésével a formai hibakat
kiklisz6boljem.

30. A 73. oldalon szeregl bonyolult mondatot valoban célsiébb lett volna egy grafikon
vagy tablazat formajaban bemutatni.

31.A gépeléshibakért elnézést kérek.

Végill ismételten szeretném megkdszonni Professzorébkzletes birdlatat és a ieni

munkam midségét javitani hivatott kritikai észrevételeit, aggl tisztelettel kérem, hogy
valaszaimat elfogadni sziveskedjen.

Oszinte nagyra becsiiléssel:

Dr. Biki Andras

Pécs, 2012. méarcius 26.
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