Prof. Prohaszka Zoltan
egyetemi tanar, az MTA doktora

Tisztelt Professzor Ur!

Mindenekeldtt szeretném megkdszonni Onnek, hogy elvallalta és elkészitette értekezésem

biralatat. K6szonom épitd jellegl kritikait és észrevételeit, melyekre a kovetkez6 valaszokat

adom.

Részletes biralat, kérdések

1,
Az i

Az uPA és a PAI-2 haze kialakuldsaban jatszott szerepével kapcsolatos kérdések:

”

eredmények (6.1. szakasz) kozott a kévetkezé dllitas szerepel: "... a komplikalt

sebgyogyulds (haze)....szerin protedz \nhibitor alkalmazdsaval indukdlhato”. Nem talaltam a

doktori miiben ezzel kapcsolatos eredményeket vagy elemzést.

Az 51.

Az ide vonatkoz6 eredmények a 4.1.1 alfejezetben keriiltek bemutatasra, a konnyebb
attekinthet6séget a 3. tablazat és a 11. abra segitik. A tablazat 6sszefoglalja a PRK
kezelést kovetéen alkalmazott protokollokat és a kezelés fiiggvényében a késoi
posztoperativ (1-6 ho) idszakban kialakult cornealis haze jellemz6it. A 11. abra
bemutatja a koénnymintdkban mért urokinaz tipusi plazminogén aktivator (UPA)
aktivitas csokkenést, az elsé posztoperativ héten alkalmazott szerin proteinaz inhibitor
(aprotinin) kezelés vonatkozasaban. A 4.1.2 alfejezet a szerin proteinaz inhibitor
urokinazt gatlo hatasat ismerteti a nytl szaruhartya sejtjeire, az eltavolitott epitelialis
sejtréteghben mért UPA expressziojanak szemléltetésével (12. és 13- abra). A vonatkozd

megbeszélést az 5.1.1 és 5.1.2 fejezetek targyaljak.

A doktori miiben a nehezebb attekinthet6séget az okozhatta, hogy a dolgozat elején
definialasra keriilt a specifikus szerin proteinaz inhibitor, aprotinin alkalmazasanak
megnevezése, majd a késébbiekben a hatéanyag keriilt megnevezésre. Az eléadasban

a konnyebb érthetdség végett erre kiilonds figyelmet forditok.

oldalon a szovegben szerepel, hogy az aprotininnal kezelt dallatszemek esetében haze

kialakulasa volt megfigyelheto, azonban a hivatkozas a 11. abrdra torténik, amely az uPA

aktivitds posztoperativ kinetikdjat mutatja (és nem a haze kialakuldsanak aranyat).



A disszertacid ezen paragrafusa:

,»OZerin proteinaz inhibitor (aprotinin) alkalmazasa az elsd posztoperativ héten
alkalmasnak bizonyult az allatok konnyében mért uPA aktivitds értékeinek
visszaszoritasara”. Ezen eredményeket szemlélteti a 11.4bra.

A paragrafus kovetkez6 mondata visszautal a 3. tablazatban mar megszerzett
ismeretekre, miszerint ,,Az aprotininnal kezelt allatszemek estében haze kialakulasa

volt megfigyelhetd a késoi posztoperativ idészakban™.

Szintén nem taldltam olyan eredményt, ami az uj eredmények kozott felsorolt kévetkezé

allitast tamasztana ala: "A haze kialakuldsa.....szignifikansan csokkentheté uPA lokalis

(szemcsepp) potlasaval." Az erre vonatkozo tablazat a 187-es sorszamon felsorolt cikkben

megtalalhato, miért nem keriiltek be ezek az eredmények a doktori miibe?

2,

A 187-es referencia eredményei bekeriiltek a doktori miibe, de sajnos a referencia
szamban hibasan 190-ként hivatkozottan (3. tablazat és 11. abra), ezért ezaton is
elnézést kérek. A mii megértését valoban tovabb segitette volna a Professzor Ur altal
hianyolt (187-es referencia) 2004-ben publikalt Invest Ophthalmol Vis Sci k6zlemény

megbeszElés fejezetét képezo 2. tablazat beillesztése, melyet az eléadasomban potlok.

Az uPA és a PAI-2 hatdsdval kapcsolatos kérdés: a 6.1-es "Uj eredmények” pontban

felsorolt Osszefoglalds szerint mind az uPA (szemcsepp), mind a rekombinans PAI-2

(szemcsepp) hatasara csokkent a haze kialakulasanak rizikoja vagy sulyossdga. Az uPA

hatasa a plazmin aktivitasanak fokozasa, mig a PAI-2 a plazmin inhibitora. Kérem oldja fel

ezt a latszdlagos ellentmonddst, ami abbol adddik, hogy a plazmin aktivitdsdnak fokozasa és

csokkentése is azonos irdnyba hat6 bioldgiai valaszt okoz eredményei szerint!

A szaruhartya sebgyogyulasi folyamatait két nagy rendszer szabalyozza
aktivatorok és inhibitorok utjan. A plazminogén aktivator-plazminrendszer a
degradacioért és a karosodott extracellularis matrix eltakaritasaért felel, mig a
masik rendszer, az aktivalt keratocitdk révén a karosodott kollagén strukturak
helyére Ujonnan szintetizdlandd kollagén fibrillumok Iétrehozasaért. A két
rendszer harmonikus mikodési egyensulya elengedhetetlen a szaruhartya

sériilését kovetd reepitelizacid szempontjabol.



A plazminogén aktivator-plazminrendszer egyenstlyanak felboruldasa a

szaruhartya sebgyogyulasi folyamatait két iranyba tolhatja el: egyrészrél a

szaruhartya hegesedése, masrészrol elhuz6dd sebgyogyulas, esetenként

szaruhartyafekély kialakulasahoz vezethet (ezen két allapot keriilt gorcso ala).

A latszolagos ellentmondas tehat abbol fakad, hogy mig az els6 allitas

egészséges, refraktiv miitéten atesett szaruhartyakra vonatkozik, az ellentétes

allitas pedig vegyileg sériilt szaruhartyakra/szaruhartya fekélyre.

Az 1j eredmények 6.1 alfejezetének elsé két alpontjai megallapitasa az
egészséges szaruhdrtya sebgydgyuldasi folyamatainak vizsgalataval
szerzett ismereteinkre vonatkozik, refraktiv lézerkezeléseket kovetéen. A
1ézerkezelés hatasara a szaruhdrtya eliils stroma matrixanak szerkezete,
valamint sejtjeinek striisége és fenotipusa is megvaltozik, minek
kovetkeztében csokken a szOveti transzparencia és  cornedlis
stromahomaly (haze) alakulhat Kki. Szerencsére az esetek jelent6s
részében a szOveti transzparencia csOkkenés nem Olt klinikailag
szignifikans  mértéket. A haze kialakulasa mogotti  pontos
mechanizmusok mind a mai napig nem ismertek pontosan és
feltételezhet6 az egyének kozotti varianciak jelentds szerepe is, melyek a
konny biokémiai Osszetevéiben is megfigyelhetéek. Mind human
megfigyeléseink, mind allatkisérleteink eredményei azt bizonyitottak,
hogy a normdl (egészséges) cornedn ejtett refraktiv sebészeti
beavatkozdsokat kévetéen az UPA szintje a korai posztoperativ szakban
jelent6s mértékben megemelkedik a konnyfilmben, melynek elmaradasa
haze kialakulasat eredményezi. Allatkisérletben alkalmazva a lokélisan
alkalmazott uPA potlasa a konnyben a haze kialakulasat szignifikansan
csokkentette. A mechanizmus hatterében elsddlegesen az alabbi

biokémia folyamatok allhatnak:

o a szaruhartya sériilésének kovetkeztében uPA szabadul fel, mely a

sebgydgyulas szempontjabol hasznos és kivanatos

o az UPA biokémiai kaszkad folyamatokat indit el, igy szerepet
jatszik mind a szOvetek pusztuldsdban, mind azok

helyreallitasaban [részletesen 1sd. megbesz€lés 5.1 alfejezet].



e A 6.1.-es alfejezet 3. alpontja miszerint a rekombinans plazminogén
aktivator inhibitor -2 (PAI-2) szemcsepp alkalmazasaval csokkenthetd a
haze stlyossaga, nem egészséges, hanem vegyi sériilt cornedkra

vonatkozik.

Vegyi sériilés soran a konnybe nagyobb mennyiségli uPA keriil(het), a
szaruhartya ¢s a kotéhartya epitél sejtjeinek karosodasa kovetkeztében. A
kotOhartya permeabilitasa is fokozodhat, igy protedzok proenzim formai,

illetve PAI-ok keriilhetnek a konnybe.

Az UPA képes a konnybe keriilt plazminogént aktivalni, mig a plazma
inhibitorok igyekeznek az urokinaz aktivitasat gatolni. Amennyiben az
inhibitor készlet kimeriil, a nagy mennyiségt aktiv plazmin hatasara a
konny proteolitikusan aktivva valik. A plazmin indukalta szignalizacios
hatds a monocitadk, makrofagok és egyéb gyulladasos sejtek funkcidira is
hatast gyakorol. A képz6d6 nagy mennyiségii széles szubsztrat specifikus
aktiv plazmin méar nem csak a fibrint, hanem az intakt kollagén
kivételével az extracellularis matrix fehérjéit is képes hasitani. Az aktiv
kollagenaz szovetkarosodast, a szaruhartya allomanyanak proteolitikus
lebontasat eredményezheti, igy meghatdrozdé szerepet jatszik a
szaruhartya fekély kialakulasaban. Az irodalomban ismert (Cejkova J. és

crer

folyamat sulyossaganak korreléacioja.

Magas plazmin aktivitds esetén tehat, a sebgydgyulasi folyamat
eldsegitésére a fentiek ismeretében logikus, ¢és allatkisérletek is

bizonyitjak a lokalisan alkalmazott plazmin inhibitorok hatasossagat.

3, Az adatok bemutatdsdval és elemzésével kapcsolatos kérdések
A cornealis rekonstrukcios miitétekkel kapcsolatos kisérletek bemutatasanal (4.1 fejezet)
szamos esetben dtlag és szords értékekkel tabldzatban (vagy oszlop diagrammon) mutatja be

az eredményeit. Sok esetben nincs feltiintetve a csoportok elem/esetszama.

A 4.1. fejezet esetszamai az alabbiak:
4.1.1. alfejezet (3. tablazat és 11. abra)
o 187. hivatkozas: Invest Ophthalmol Vis Sci (2004); 30 nyul 60 szem



tovabba
o 193. hivatkozas: Exp Eye Res (2003); 8 nyul 16 szem
4.1.2. alfejezet (12-14. abra)
o 187. hivatkozas: Invest Ophthalmol Vis Sci (2004) Isd. fent
tovabba
o 41. hivatkozas: Curr Eye Res (2010); 22 nyul 44 szem
4.1.3. alfejezet (4., 5. tablazat és 15. abra)
o 190. hivatkozas: J Cataract Refract Surg (2008); 46 PRK kezelésen atesett
szem és 13 LASIK kezelésen atesett szem
4.1.3.1. alfejezet (16-19. abra és 6. tablazat)
o 205. hivatkozas: IJOES 2015;
A konnymintak inhibitor méréseire vonatkozo adatok:
19 allapotos paciensiink 56 konnymintdjabol végeztiink PIA-2 meghatarozast,

13 allapotos paciensiink 45 konnymintajabol végeztiink PIA-1 meghatarozast,

A vérmintak inhibitor, osztrogén és progeszteron méréseire vonatkozo adatok:
A vérmintdk vonatkozéasaban 25 allapotos holgy 87 mintdinak mérésébdl
tortént PAI-2, 10 allapotos holgy 20 mintajabol PAI-1 és 17 allapotos holgy 51

mintdjabol tortént osztrogén €s progeszteron meghatarozas.

o PLOS One (2017); a konny UPA méréseire vonatkozdéan a vizsgalatban
résztvevd gravidak adatait (gesztacios hét, résztvevok szama) a 6. tablazat
tartalmazza. A nehéz érthetéséget sajnos a referencia abrarol tortént
lemaradasa okozhatta: A. Csutak, Z. Steiber, J. Tézsér, A. Jakab, A. Berta,
D.M. Silver. Plasminogen activator activity in tears of pregnant women. PloS
One. 12(5): e0177003, 2017.

4.1.4. alfejezet (20-22. abra és 7-8. tablazat)
o 207. hivatkozas: MSZH, Budapest, 2007;
Az A és B csoport egyarant 6 Gj-zélandi fehér nyulat foglalt magaba.

Tovabba, pl. 7-8. tablazat (és 21-22. dbra is?) esetén az dtlag standard hibdjat tiinteti fel,

nem is a Szordst.



Valdban igy van, a 7-8. tablazat az ,,Atlag + standard hiba” értéket (Mean + standard
error) adjak meg. A 21-22. 4brék szintén az ,,Atlag + standard hiba”-t hasznaljak. Az
SD érték konnyen megkaphat6, mivel SD = SEM x VN, ahol N a minta mérete (Isd.
207. hivatkozas).

A szords (és maskor a SEM) esetenként (pl. 15. abra) olyan nagy, hogy mar pusztan ebbdl a

ténybal is kiolvashato, hogy nem normal eloszlasu mintdahoz tartozik.
A szoras (SD) az adatok eloszlasanak mértékét mutatja az atlaghoz képest. Az
alacsony szorés azt jelenti, hogy az adatok az atlag koré csoportosulnak, a nagy szorés
pedig azt jelzi, hogy az adatok jobban el vannak oszlatva. A magas SD nem jelenti azt,
hogy az adatok nem mutatnak normal eloszlast. A mintak normalis eloszlasat a normal
halmazbdl szdrmazo maradékok elemzésével lehet vizsgalni [Bland M. The normal
distribution. In: An introduction to medical statistics. 2nd Ed. Oxford: Oxford
University Press; 1995. pp. 101+118.]. Példaul, a 15. abran a posztoperativ PRK-nak
megfeleld adatok normal gorbéje R? = 0,941-et eredményez, ami az adatok normal
halmazhoz valé maradék illeszkedésének mértéke. A posztoperativ LASIK érték: R? =
0,944. Igy mind a posztoperativ PRK, mind posztoperativ LASIK adatai normél

eloszlast mutatnak.

A 60. oldalon a kénnymintakban mért uPA aktivitas leirasa soran az eloszlas bimodalis
jellege miatt az adatait két csoportra bontotta az elemzéshez (mérheté és nem mérhetd
aktivitas). Elképzelhetd, hogy a 4. tablazatban bemutatott konny PAI-2 szintek is bimodalis
eloszlasuak voltak (pl. miitét elott csoport n=41, atlag 19,8, SD 23,4, min. 0), és elofordultak

mérhetetleniil alacsony szintek?

A PAA mérések két kategoriaba sorolhatok:

o egyik csoport: a mért PAA érték nem nulla

o masik csoport: van nulla mért PAA érték
Az adatokat két csoportra bontva vizsgalva lathato, hogy a két csoport kiilonb6z6 PAA
mintazatokat mutat a terhesség alatt. Ez képezi a 60. oldalon leirt kutatas 1ényegi
konklizidjat. A 4. tablazatban feltiintetett adatok megfelelnek a 15. abranak, ahol az
adatok normal eloszlasi mintakhoz tartoznak (Isd. fent) -nem bimodalis eloszlasuak-

annak ellenére, hogy egyes mérések PAI-2 értéke nulla volt.



Ha volt ilyen csoport, azonos kévetkeztetéseket vontak volna le, ha ezeket az adatokat is

(helyesen) elkiilonitett csoportokban vizsgaljik, hasonléan az uPA analizishez?

Annak ellenére, hogy a 4. tdblazatban és a 15. abran leirt adatok normal eloszlasuak
(nem bimodalisak) az adatok két kategoriaba torténd Sorolasa megengedett:

o egyik csoport: a mért PAI-2 értéke nem nulla

o masik csoport: legalabb egy esetben nulla a mért PAI-2 érték
Az aldbbi A abra a disszertaci6 abrdja, a B abra pedig azt az elemzési eredményt
mutatja, amikor az adatokat két csoportra osztva vizsgaljuk meg: nem-nullara és
nullara. A B abrat Osszevetve az A éabraval ugyanazt a mintazatot lathatjuk, mind a
PRK, mind a LASIK kezelés vonatkozasaban. Ez a mintazat képezi a kutatasban
levont kovetkeztetések alapjat. A fentiek alapjan a levont kovetkeztetéseinken nem
valtoztat az, hogy a PRK ¢és a LASIK adatai két-két kiilon csoportra vannak-e 0sztva

vagy sem.

A ébra (disszertacio abraja)
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Tovabbi észrevételek
Nem vilagos, hogy a 3. tablazatban a "haze" oszlopokban szereplé szamok pontosan mit

takarnak. A tablazat cime "kezelést kovetden kialakult haze", mig az eredeti cikkben "haze



grade" szerepel. A doktori miiben nem taldltam pontos leirast a haze sulyossagat értékeld
pontrendszerrol, pedig ezek az eredmények fontos részét képezik a miinek. Hivatkozas torténik
Hanna 1960-as cikkére, utana olvasassal megallapithato, hogy egy 5 fokozatu pontskala
keriilhetett alkalmazasra. Ezt a skdlat valtoztatas nélkiil hasznaltak? A 7-8. tabldazatok
esetében is haSznos lett volna utalas, vagy rovid leirds, hogy mit is jelentenek az adott
pontértékek. A 7. és 8. tablazatokban szintén atlag és standard hiba értékek szerepelnek, ami
megkérdojelezheté egy 5 értékii ordinalis valtozo esetén. Nem probaltak megismételni az

elemzést ugy, hogy a valtozot kategorikusnak tekintették (Chi-square test for trend)?

A haze Hanna-féle 5 fokozata skalajat valtoztatas nélkiil intervallumskalaként kezeltiik,
amelynek elemei - definici6 szerint - olyan diszkrét valtozok, amelyek feldolgozas
szempontjabol folytonosnak tekinthetok. Ezaltal tehat a kozépértékek koziil mind a
helyzeti kozépértékek (a mddusz €és a medidn), mind a szamitott kozépértekek, igy a
szamtani atlag iS szamithatoé és értelmezhetd. Mivel a khi négyzet proba rendkiviil
érzékeny a minta elemszamara (azaz ugyanazon jelenség elemzésekor eléfordulhat, hogy
kis mintanagysagnal nem jelez szignifikans kapcsolatot, mig nagyobb elemszam esetén

igen), igy nem kiséreltiikk meg elemzésiink ismétlését a teszttel.

Tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat!
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Dr. Csutak Adrienne
PTE, egyetemi tanar

Pécs, 2021. szeptember 30.



