Valasz Professzor Dr. Molnar Péter, az MTA
doktoranak opponensi véleményére

El6ljaréban szeretném megkdszonni Molnar PétereBeaior Urnak, az MTA doktoranak,
hogy MTA doktori disszertaciom biralatat elvallalta

Kulon készondm tdmogato, kritikus észrevételeitebyel az eddigi-, €s meglatdsom szerint
jovébeli kutatd tevékenységemet is jobbitéan befolyasol

Biralataval kapcsolatban az alabbiakat valaszolom:
Formai megjegyzések:

Professzor Ur szamos olyéormai kifogastemlit, amelyekkel sajnos csak egyetérteni tudok,
hiszen valéban talalhat@zerkesztési hibakdolgozatban, mint a bekezdések véletlefiszer
hasznalata, illetve, hogy a bekezdések alkalmazAsatelmezést nem minden esetben seqiti.

Hasonlé médomz irasjelek hasznalataketkdvetett hibakért is csak elnézést tudok
kérni, ugyanez vonatkozik olyan elirdsokra, migtaniometrias pontok nagylieel irasa,
illetve az elektronmikroszkdpia irds maodija. A korkgié kifejezést, elésorban az angollal
konzisztens révidités megtartasara valasztottamisee a tomorilés, tomorités kifejezéssel,
illetve azért, mert - bar nyilvan ez is elitélhetmagyar nyelfr k6zleményekben ugyan ezt a
nevezéktant hasznaltuk.

A jovoben szintén igyekszem figyelembe venni, a nitragénoxid pontos
megnevezeésének alkalmazasat, illetve a paraforimgdéed %-os oldatanak preciz
irasmaodjat, illetve a higitasi-, és tertlet medgdpontatlansagokra vonatkozo
megjegyzéseket is.

Azokat a formai hibakat, amelyek a disszertaciélk@atését nehezithetik, mint a
nyilak, nagyitasok hianya, a biralt mgedi abrak, az éladasban igyekszem megfélel
felbontasban és médon vetiteni.

Tartalmi kérdések:

Az elg kérdés a necroptosis, apoptosis és autophagiagké&iitére vonatkozik, illetve arra,
hogy ezek részletesebb elemzése-, az eredmérgjtatakformak tikrében tortén
megjelenitése a dolgozatban nem szerepel.

A fentiekkel kapcsolatban szeretném megjegyezmymoint a Professzor Ur altal hivatkozott
publikaciok torténeti bevezetésitlis kivehet, a disszertacio relevans fejezete alapjaul
szolgal6 publikaciok kdzlésekor, azaz a calpais-caspase- medialt axonkarosodas
folyamatanak leirasakor még a necrosis, illetvgotgmis kozti continuum, illetve a
necroptosis jelensége korantsem volt ismétt,még a disszertacié megirasakor is csak
kevéssé arnyalt keplnk volt a fenti jelenségek &alatardl. Maga a necroptosis fogalma csak
2005-ben kerllt bevezetésre és vizsgalatanak &tegénmodelljeit is minddssze 4 évvel
ezebtt irtak le.

Ami az altalunk leirt és elemzett jelenségek ésaaptosis kbzvetlen viszonyat illeti,
a caspase aktivalédas, az apoptoticus enzim-folgdnmiadukcioja nem jellentza
necroptosisban, illetve a programozott necroptelsissorban kil§ szignalokra indul be,
leginkabb receptor-medialta-, éppen ezért prograthdalyamat, €s gyakran, példaul a
PARP-aktivalodas jelenségénél komoly szerepetif@tsmne a transzkripcidés gépezet



bevonasa is. A necroptosis az apoptotikus kasz&félsgikor (kisérletes viszonyok kozt
Z\VAD-fmk-val /pan-caspase-inhibitor/) vagy veleszigtt hianyakor (daganatsejtek esetében
hianyz6 apaoptotikus sejthalél-utak) jatszilkbdleges szerepet. Ugyanakkor az axonokban
létrejo6V6 karosodas inkabb egy alapéen klasszikus necroticus-illetve kisebb mértekben
necroticus-apoptotikus enzim kaszkad kozti kolcsidad eredménye, ahol —a jelenség
neuronon bellli lokalizaciojat is figyelembe véwaefehérje szintézis illetve az apoptotikusbal
nekrotikusba valtoé halallut valostieg kevésbé fontos szerepet jatszik.

Technikai részletekre vonatkoz6 kérdések:

1. A heparin elhagyasaem metodikai koncepci6 alapjan tortént, egésazazfjen azokban

az immunhisztokémiaval foglalkozo intézményekbém| amunkdmat végeztem, igy
diakkorosként a POTE Anatomiai Intézetben, melgggal mondhatunk az
immunhisztokémia egyik hazai boéggnek, Merchenthaler Istvan Doktor téma-vezetésével
majd a késbbiekben Richmond-ban a Neurobioldgiai Intézetlaelmeparint az
immunhisztokémiai fixalo eljarasok soran nem allattok, sem a Zamboni féle fixald
kombinacidban, sem a rutin sizen fénymikroszképos immunhisztokémiéra hasznéltds%
paraformaldehyde oldat esetében.

Az ldegsebészeti Klinika Gallyas Professzor Ur tiezeuropathologiai Laboratériuméaban
is kizarolag a Karnovsky oldat ,receptjében” szetepeparin. Tekintettel arra, hogy a
megfeleb nyomasu fiziolégias atmoso oldatokat alkalmazd(zéds kezelés utan —vér-higitd
alkalmazasa nélkiil is- csupan elenyeszamban talaltunk zavaré vérrog-jeleket és
vérrogképadést, ezért nem is kényszerultiink olyan technike-+megoldo algoritmus
alkalmazaséra, amely a heparin bevezetését magzdgiata volna.

A heparin egyébként tudomasom szerindsisban azokban a laboratériumokban
kihagyhatatlan alkotdja a szovetrogzdidatoknak, ahol in situ hibridizacids vizsgalabls
végeznek, ugyanis e vizsgalatok soran a heparioxadns, RNS-protektiv hatasat is
igyekeznek kihasznalni.

2. A statisztikai analizis leirasara vonatkozoamean folyamatos, numerikus értékek esetében
professzor Ur kérdése arra iranyul, hogy mi szdlg&statisztikai prébaban kélsb
alkalmazott szamértéek egységeul?

Kérdéseével Professzor ur rendkivil fontos elvireikgiai problémara vilagit ra, ugyanis
elméletben egyazon immunreaktiv és/vagy karos@dath tobb metszetben vagy egy metszet
tobb pontjan is megjelenhet, mindez befolyasolhagtatisztika validalasat és az észlelt
értékeket ,robosztusabbnak” mutathatja a valés&gosn

A fentiek lehebség szerinti elkertilésére a szamitasra kexxkibnprofilok atméijét
meghatarozo kizarasi kiiszoboét alkalmaztunk, azalz Ssnikrométer atménél kiterjedtebb
immun reaktiv axon szegmenseket szamoltunk a qaantvizsgalatok soran. Ezzel a
modszertannal alldspontunk szerint, ha nem isseliede sikerllhetett elkertlni az ,,egy axon
tobbszori szamolasanak” problémajat, illetve stagidalni/minimalizalni azt.
Az eredményeket egy kisérleti allat esetében egyzemilliméterre szamitott immunreaktiv
axonszegmensek szamaban adtuk meg, azaz az axatagdenértekegysége a
darab(,unit”)/négyzetmilliméter volt.

Az eredményekkel és azok értelmezésével kapcsdtatdgsek:

1., Az alkalmazott szerek intracerebro-ventricularisusdnjektalasa utan torteéheloszlasara
vonatkozo kinetikai megfigyeléseind a jelédé anyagok, mind a neuroprotektiv szerek



esetében limitaltak. Pontosan ez indokolta a PAE&R PARP- inhibitor esetében a dozis -
hatas vizsgalatok kivitelezését (Farkas et al.4200vesdi et al., 2010), illetve minden
vizsgalat esetében a kontroll csoportok —beleatvienmunhisztokémiai kontrollokat is-
megfeleb megvalasztasat.

A HRP megoszlaséara vonatkozo6an torténtek empirnkegfigyelések a richmondi
neurobioldgiai laboratériumban, Pettus és Povlikhrészédl, melyeket részben a vonatkozo6
publikaciok is tartalmaznak (Pettus et al., 1994tBhock et al., 1996).

E vizsgéalatok szerint a jelédnyag az extracerebralis térben eloszlik és 2&oszlasi ideje
alatt ép ultrastruktirdju és membranszerkeagbnokban nem jelenik meg. Ez a diffazid
sajat vizsgalataink szerint is minden kisérlettadls kisérleti beallitas esetében az azonos
tulélési idsk mellett jol reprodukalhatéan tortént.

2., A DAl kialakulas kinetikdjaval, annak specipgdafikussagavatapcsolatban csak
részleges ismereteink vannak.
Az egyazon fajon belll a kdrosodott axonok szamédidieli valtozdsara vonatkoz6
megfigyelésekr&ét elvi magyarazadhato.
Az elg egész egyszéen az immunhisztokémiai reakcié propagéacibjara taxnile, azaz a
korfolyamat ebrehaladasaval, példaul a calpain-medialt lebom¢disiékek felszaporodasa
kovetkeztében egyre tébb axonban éri el a metaglikékenységének szintjét - azaz valik
detektalhatova - a fehérje lebontasi termék meéggs
A masodikinkabb a korfolyamat Iényegére utalé magyardmagy a calpain medialta
spektrin lebontas kdvetkeztében kialakul6 masodiagmtochondrialis karosodas, az
axonalis energiahaztartas 6sszeomlasa a calpaiidltaegkonalis permedbilitasi zavar
fokozatos progresszidjahoz vezet, és ezzel idéazimmunhisztokémiai reakcioknak a
A fajok kozotti kilbnbség, a reakcio sebességeséirelokat nem ismerjuk és bar
ésszeil azt feltételezni, hogy ebben szerepe lehet a hwsanonyok kézt gondosabban
elkertlt masodlagos karosodasoknak, a termikuslowfssok csokkentéseére valo
torekvéseknek, a realitas az, hogy az allatkisdelelyan kontrollalt forméaban folynak, ahol a
masodlagos karosodasok és a hyperthermia sokléblnélkertlheik, mint a klinikai
viszonyok kdz6tt. Talan a lysencephalicus ragcspl@s a fejlettebb szerkedekomplexebb
magasabb reridagy szerkezetében-, azaz a gél struktarabankaifkompenzacios
mechanizmusok eltévoltaban kereshétaz a fajta kilénbség, amely a magasabbirend
elélények esetében a patoldgias valtozasok lassulgpgasriojahoz vezet.
Azok a vizsgélatok, amelyek t6bb laboratériumbébpek kozt a Richmondi Kutato
Intézetben is ezt a kérdést céloztak, arra mutatmaky a primatesekben lassabban
progredial6 patologias folyamatok feltétlenll éf@és ablak kihasznalasanak lélségével
kecsegtethetnek és ezt a megfigyelést érdemenikaklgyogyszerkiprobalasok tervezésekor
is figyelembe venni (Sherriff et al., 1994a;Shémifal., 1994b;Wilkinson et al., 1999).

3., Aretrograd axondlis transport zavar és a s@uala kdzeli struktirdk adaptiv regressziv
elvaltozasaival kapcsolatbaendkivil sok a nyitott kérdés, ugyanakkor isnaara

klasszikus tanitdsok alapjan talan részben mégéenség, hogy a diffiz axonkarosodas
vizsgalatara leggyakrabban alkalmazott kisérletedathekben az axonok sérilése nem jar
feltétlenila soma irreverzibilis karosodasaval (Lifshitz let2007).

Greer és munkatarsai vizsgalatai szerint egér didlygercussios koponyatrauma
modellben a cortex V-8s rétegében perisomaticuslyahkedésben karosodast szenvedett
axonok fluoreszcens kovetése esdeejelolési vizsgalatok alapjan a tengelyfonalakhoz
tartozé neuronok 4 hét alatt sem mutatnak puszfiiasem zsugorodott alakot dltenek, s a
sejttest atrophiaval egyidagg az axonalis regeneracio genetikai programjamakkcioja (c-



jun, ATF-3) zajlik bennik, kdvetkezményes axon-reg@cioval és periférias axonalis
reorganizacioval(Greer et al., 2011).

Kelley és munkatarsai ugyanakkor a dorsolateradisentralis posterior thalamus
magban a perisomaticus axonseérulés hatasara npr&en belll axotomia jeleit talaltak, 3
ora mulva pedig kiterjedt Waller féle degeneraditatk le az agytdrzsben (Kelley et al.,
2006).

Valdszinisithet, hogy az axono-somaticus karosodas illetve tujéléssége a
kivalto trauma mitiségébl, a masodlagos karosodasok mérték@typoxias kornyezet, ATP
rendelkezésre allasa) illetve a karosodas sdjttairt tdvolsagatol, valamint az érintett axon
vastagsagatol és tipusatol is fugg (Farkas e2@0.7).

4. Quo vadis magyar neurotraumatolégia?

Amikor az évtized elején Csepregi Doktorral, azzagos Baleseti Intézet anaesthesiologus
és intenziv therapia$drvosaval, és tobb mas lelkes, a neurotraumatotégigetén dolgozo
intenziv-terapeuta és idegsebész kollegaval aagoszprospektiv felmérésen dolgoztunk,
majd annak kdvetkeztetéseit is figyelembe vévalagdebészeti szakmai kollégium
megalkotta a sulyos koponyasértltek ellatasaratkoné iranyelveket, reméltik, hogy
tevékenységlnk, az ellatasi iranyelvek terjeszdseatjaval rendezett ismeretterjészs
postgradularis kégzférumokon és éldasokon érdemi valtozast hoz a sulyos
koponyasériltek ellatasaban.

Sajnalatos modon a 2002-es felmérés kidbranditbhremeyei, a nemzetkdzi ellatas iranyelvek
alkalmazaséaval valé mindossze 20 %-o0s komplidlaz d&aurdpaban elvarhat6 halalozas, tébb
mint kétszerese, az évi kozel 700 feleslegesers et fiatal munkaképes élet ténye nem
alarmirozta sem a biztositot, sem az egészségogyidnyzatokat €s sajnos nem vezetett a
sérulteket ellaté orvos-csoportok dititvaltozasahoz sem.

A 2007. és 2011. kozotti OEP adatok folyamatba# féldolgozasa alapjan, melyet
Sandor Janos docens urral, a Debreceni EgyetengRgpsegilgyi Kar Megété Orvostani
Intézet Biostatisztikai és Epidemioldgiai Tanszékénezebjével végziink, megallapithatd,
hogy a fenti idszakban Magyarorszagon minden masodik beteg, akiilygdn sulyossagu
koponyatrauma miatt fitéti kezelésen esett at, fél éven belil halottk@sszehasonlitasul,
az ausztral DECRA tanulmanyban egy éve kozoltUggsabb allapotu diffuz agyseérulteknél
ez az arany 19%.

Az ellatasi iranyelvek implementalasa Hazankbarakratlenére nem térténik meg,
hogy azok tébb bizonyiték szerint szignifikansamelii a tulélési esélyeket, mig az ellatasi
iranyelvekdl tartésan eltér magatartas és az ellatas irregularitasa, inesaliszignifikansan
rontja a kimeneti esélyeket(Vukic et al., 1999)r(&ar et al., 2003).

Ugyanakkor nemcsak magyar problémarol van széaddlvizsgalatok szerint a
Nyugat-Eurdpai orszagokban 3,3-szoros a legjolablégrosszabb kimenetelt produkald
neurotrauma intézet ellatasi Mgege kozti eredmény-kilonbség, mig ugyanez casdiali
betegségek ellatdsanal minddssze 1,2-1,4-nek adédikzt jelenti, hogy ha minden beteget
olyan mirbsédi ellatasban részesitenének, mint Hollandiaban,radkente 100 ezer emberi
életet lehetnek megmenteni Eur6paban (Andrew Mdester Lingsma, személyes kozlés,
eredmények részben kozdlve: (Lingsma et al., 2011))

A kérdésre adott rovid valaszoae ellatasi irdnyelvek betartatasa, az ellatas
auditalasa, a biztosité koltséghatékony, raciorié@liépése, kontroll-szerepe nélkiil
Hazankban nem lesz valtozas az ellatasban; Magyagon nem ebsorban kutatasi, hanem
egeszségugyi rendszerszervezési probléma a naumatt@logiai ellatas tugye.



A birélatra adott valasz zarasaul, ismételten merikiom Professzor Urnak jobbité szandéku
kritikai észrevételeit és tisztelettel kérem, hoglaszaimat elfogadni sziveskedijen.

Oszinte nagyrabecsiiléssel,

dr.Biki Andras

Pécs, 2012. marcius 01.
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