Opponéns-i vélemény Dr. Biiki Andras Zoltin ,,Fehérjebonté folyamatok diffuz
agysériilésben: Kisérletes vizsgalatoktol a klinikai felhaszndlasig” cimi MTA
doktori értekezeserol

Az értekezés magyar nyelven késziilt, Gsszesen 140 oldal terjedelm@, 34 A4abrat, 9
tablazatot és 300 irodalmi hivatkozast tartalmaz. Formai szempontbdl megtelel az M 1A
doktori értekezés kévetelményeinek. Az értekezés terjedelmébdl 1/3 részt a bevezetés, 1/3
részt a modszerek ismertetése végiil 1/3 részt az eredmények és a megbeszélés tesz ki. A
szerkesztésében sajatos, hogy bar az értekezés 3. része ,.eredmenyek €s megbeszélés”

fejezetként szerepel - igazébol az eredmények utdn nem megbesz€l€s, hanem rovid

6sszefoglalas sze_repel Jkovetkeztetések” cimszo alatt.

‘Az értekezés témavalasztasa nagyon aktualis: a leghiatalabb elso 4 életévtizedben a sulyos
- koponyasériilés okozza a legtdbb halalesetet. Kiilon érdeme az ertekezesnek hogy
_ 'ﬁgynevezett transzlacids Kkutatis: tehat az allatkisérletes v1zsgalatok eredmenyet
- kozvetleniil kivanja hasznositani a klinikai gyakorlatban _

Az értekezés 4llatkisérletes részében a' koponyatrauma  altal klvaltott dlffuz
axonkarosodas feherjebonto folyamatalt irja le kulonos tekintettel a calpam és a caspase

‘rendszerekre. Fény- és elektronm1kroszk0pos " moédszereket, 1nnnunhlsztokemlal_

elj: arasokat alkalmaz, tradiciondlis és moédositott techmkakkal digitalis képro gz1tessel

kvantitativ elemzessel A morfolégiai modszerek mellett tobbfele Vlselkedeswzsgalo_

moédszert is alkalmaz. Megallapitja, hogy koponyaserules utan tapasztalhato degenerativ

folyamatok sordn az apoptotikus €s nekrotikus mechanizmusok keveredve Jelentkeznek _

Allatkisérletes modellekben probalja az. axonlaesmban szerepet Jatszo enzunek |
gatloszeren (az axonalis membran permeablhtasra hato, calpamt gatlo I\/IDL 28170 a
necroticus és apoptotikus folyamatokat gatlo hypophysm ademlat cﬂdaz akatlvalo '

polipeptid — a PACAP; és az apoptotikus folyamatokat gatlo L-2286 poly-ADP-rlboz-'

polimeraz - PARP) alkalmazva a traumas agykarosodas okozta axonahs laesio

sulyossagat mérsékelni. A klinikumban a pecsi silyos koponyaserult adatbams

letrehozasaval nemcsak a 11qu0rv1zsgalatoknak van Jelentosege de orszagosan.
egyedulallo nemzetk$zi kutatdsban vald reszvetelre alkalmas adatbamst hozott letre A

munka jelentdségét €s nemzetkozi elismertseget mutatja hogy az MTA doktori ertekezes
beadasa ota eltelt idészakban is tobb kdzlemény sziiletett az adatbaﬂs felhasznaldsaval,
melyek rangos nemzetkdzi folyéiratokban (pl. Journal of Neurotrauma; Neurosurgery)

jelentek meg.

Kérdéseim, megjegyzéseim a kovetkezok:

A. Tartalmi kérdések, megjegyzések:

1. A szerzd Magyarorszagot t6bb helyen Kelet-Eur6pahoz sorolja, szerencsésebb lett
volna K6zép- Eurépat emliten. ' '



10.

11.

12.

13.

Mivel magyardzza a szerz az agysériilést szenvedett betegek kozstt az Alzheimer
kor 2-4,5- szer gyakoribb el6fordulasat?

. Az 1. tablazatban a koponyasériilések felosztasaban nem vildgos, hogy a hypoxids

agykarosodast kivalté {6 momentum miért a gyorsulas-lassulas.

Mivel magyardzhatd, hogy diffiz axondlis sériilés soran a kezelésre rendelkezésre
allo terapias ablak emberben joval hosszabb, mint kisérleti allatokban (18. oldal),
illetve, ez a megallapitas akkor is igaz-e, ha pl. a kisérleti 4llat gyrencephal (pl.

macska vagy f0emlos)?

. A ciklosporin-A hatasanak elemzésekor felveti a jel6lt, hogy a szer alkalmas lehet

az 1schaemias eredeti neuron kdarosodas kivédésére a mitochondrium

mukddOképességének fenntartasa, és az ionhomeosztazis helyreéllitdsa révén. Ha
ez igy van, mié€rt nem alkalmazzdk a készitményt ischaemids stroke-ban??

A 26. oldalon az ischaemids és a traumas karosodas nekrotikus fokusza koriil
elhelyezked6 penumbrar6l ir. Véleménye szerint van-e kiilonbség és ha igen,

akkor mi a kiilonbség az ischaemids karosodds és a traumds kdrosodéds sordn
kialakuld perifokalis tertilet (,,penumbra’) k6zétt.

A 32. oldalon 1smerteti, hogy a calpain gatlasa ugyan javitotta a funkciondlis
kimenetelt, de nem csdkkentette a spectrin proteolysist. Ezek szerint a calpain
hatasaban nem fontos mechanizmus a spectrin bontas?

Az 52. oldalon a CMSP 1d6 lefolyasanak elemzése soran csak az 5 mikrométert

meghaladd atmérdji axonokat szamoltdk. Mi alapjan valasztottdk €ppen ezt a
hatarértéket?

A morfometriai vizsgalat sordn a gerincvel6i axonstiriiségek megszamolasakor
manualis vagy automatizalt szamolasi modszert alkalmaztak?

Az egyensulyozasi teszt sordn az értékelésben nem folyamatos, hanem diszkrét
valtozdkat (1-6) alkalmaztak. Mivel nem folyamatos valtozérol van szd, nem
gondolja a jelolt, hogy csoportatlag szamitds helyett nem-paraméteres modszer
alkalmazasa (median €s interquartilis tartomany megadasa) megfelelébb lett

volna?

A pécsi sulyos koponyasériilt adatbazis feldolgozasa soran a jeldlt azt irja, hogy 5
percenként tobbek kozott agyl véraramlas értékeket is mértek. Ez a gyakori agyi
véraramlasmérés milyen médszerrel tortént?

A human liquormintdk elemzése soran kamrai és lumbalis liquormintakat
hasznaltak. Mivel a két helyr6l szdrmazé liquormintdk tobb tekintetben eltérnek
(pl. fehérjetartalom), figyelembe vették-e a mintavétel helyét a calpain- és caspase

specifikus SBDP-k vizsgalatakor?

A prognosztikal vizsgalatok soran a statisztikai feldolgozashoz egy illetve tobb
parameteres logisztikus regressziot alkalmaztak. Kérdésem milyen paraméterek
szerepelnek a modellben, ezeket a paraméterek hogyan valasztottak ki?



14. Az axonok denzitdsanak tulélési id6 fiiggvényében valé meghatarozasa soran 15,
30, 60 és 120 percnél torténtek mérések. Kérdésem, hogy a statisztikai elemzeshez
miért nem ismételt méréses varianciaanalizist (,,repeated measure ANOVA”)

alkalmaztak?

15.A  fénymikroszképos,  kvantitativ ~ immunhisztokémiai  megfigyel€sek
vonatkozasaban (mérések 15, 30, 60, 180 és 300 percnél) ugyanez a kérdésem.

16. A 72. oldalon az axonok szdmanak bemutatédsa soran atlagtSEM értéket ad meg a

jelolt, kérdezem miért nem standard devidcié értéket ad meg. A SEM eértékek
alapjan az olvasoban felvetédik, hogy nem normal eloszlasi mintakrol van szo.

Ha ez igy van, akkor viszont nem-paraméteres statisztikai probakat kell
alkalmazni. Tortént-e normalitasvizsgalat a statisztikai elemzés soran?

17.A 77. oldalon az szerepel, hogy a spectrin szintek nem fliggenek a sériiles
sulyossagi fokatél és a kimeneteltdl, sem az intracranialis nyomasemelkedes
mértékétbl. A kovetkezd oldalon viszont a vizsgalt fehérjék liquor szintjének
jellegzetes 1d6-Osszefliggésérol, és a sériilés sulyossagaval és kimenetelével
kapcsolatban 4ll6 liquor szintekrél ir. Hogyan lehet feloldani ezt az
ellentmondast?

18.A 21. &bran (77. oldal) nem vilagos, hogy mi szerepel a tengelyeken. A
fliggbleges tengelyen a szdmok mit jelentenek? Mi a mértékegyseégik? A
vizszintes tengelyen a 150-es (feltehetden kilodalton) értéknél a kontroll értck

joval nagyobb, mint az 4dbra masik 4 oszlopparjandl. Mi magyarézza az itteni
kontrollcsoportban ezt a legaldbb haromszoros értéket?

19. A 79. oldalon, az 5. tablazatban az esélyhanyados (OR) értéke mellett érdemes lett
volna megadni az ahhoz tartozé 95%-o0s konfidencia intervallum értékeket 1s.

20. Ugyanez a megjegyzésem vonatkozik a 80. oldalon szerepld 6. tablazatra 1s.

21. Az axonalis karosodast jelz6 immunhisztokémiai morfologiai markerekben a

calpain inhibitor MDL 28170 mellett nem volt megfigyelhetd kiilonbség a kezelt
illetve a kontroll patkdnyokban, a jelolt axonszamok Gsszehasonlitasakor viszont
protektiv hatds mutatkozott mindkét vizsgélt palyarendszerben. Nem jelent ez

ellentmondast?

22. A 28. 4bran szerepld szignifikancia jelzés soran nem vilagos, hogy a tobbszoros
5sszehasonlitasra (1 kontroll és 3 kezelt csoport) tortént-e valamilyen korrekcio

(pl. Bonferroni)?

A. Formai megjegyzések:

23. Néhany rovidités magyarazata (pl. ATLS 10. oldal) nem szerepel a rovidites
jegyzékben.

24. A 11. oldalon a 2. bekezdésben egy olyan hazai epidemioldgiai vizsgélatra utal,
mely 2000 stlyos koponyasériilt adatait tartalmazta, 42%-os halalozassal.
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Erdemes lett volna ehhez az onalld bekezdésben szerepld megallapitashoz
irodalmi hivatkozast adni.

25. Az abrak egy része (pl. 3. abra) az olvashatatlansag hatardig elmosodott, illetve
nem szerepel hozz4juk pontos referencia (pl. 3. 4bra ).

20. A szerz0 a nekrotikus és apoptotikus folyamatok egymassal atfedé jelenségét tobb
helyen emliti. Erdemes lett volna a bevezetében egy 0sszegzd abrat bemutatni,

amely 1smerteti a calpain és a caspase szerepét is ezekben a folyamatokban.

27. Az dbrdkon illetve az dbra feliratokon szerepld betliméret tal kicsi, nagyitas nélkiil
tobb helyen lehetetlen elolvasni (pl.: 3. és 30. 4bra; 4. tablazat).

28. A 15. abra a 68. oldalon tul stir(i, nehezen lehet rajta tajékozodni.
29. A 16. abran a fels6 paneleken nem vilagos a nagy M jel5lés jelentése.

30. A 73. oldal alulrél masodik bekezdésében nehezen kévetheté mondat szerepel.
Attekinthetébb lett volna az 1gy Osszezsufolt értékeket grafikon vagy tébldzat

formajaban bemutatni.
31. Minddssze néhany gépelési hibat talaltam:
a. 24. oldal: mitochondriumok helyett: ,,michondriumok”
b. 46. oldal, alulrél 5. sor: az idézdjel nincs bezarva
. 5. oldal: a porond helyett ,,az porond” szerepel

d. 64.oldal, 5. sor: talaltuk helyett: ,.taldltunk”

e. 75.oldal: érdemben nem vizsgélt helyett: ,,érdemben nem vizsgélat”

f. 93.oldal, 7. tablazat fejlécében p helyett o 4ll.

A jelolt altal végzett vizsgalatokbol a kovetkezo tij eredménvek allanithaték meg:

. Tobb modszer egyiittes alkalmazasdval bizonyitotta, hogy a diffuz axonalis
karosodas soran a strukturdlis fehérjéket bontd cisztein protedz - a calpain -

aktivalodik. Leirta ennek a folyamatnak a térbeli és idébeli sajatossagait.

2. Fény- és elektormikroszképos vizsgalatokkal elszor igazolta, hogy a diffiz
axonkarosodas klasszikus markerei ugyanott jelentkeznek, ahol a kalcium altal

indukalt, calpain altal kézvetitett spektrin fehérjelebontas.

3. Fény- ¢&s elektronmikroszképos immunhisztokémiai vizsgalatokkal elsként
igazolta, hogy a diffiz axondlis karosodas kialakuldsa sordn észlelt
mitochondrium kdrosodas citokrém-c felszabaduldssal jar egyiitt. A kalcium altal
indukalt calpain altal kozvetitett spektrin proteolizis és a mitochondridlis
karosodas hatdsara kialakul6 citokrom-c felszabadulds azonos axon szakaszokban
torténik.



4. ElsOként igazolta axonokban az apoptozist végrehajté enzim aktivalodasat. A
mitochondriumra utalé megfigyelések alapoztak meg a ciklosporin-A klinikai

kiprobalasat sulyos koponyasériilést szenvedett betegekben.

>. Az immunhisztokémiai kettds jelslési technikak alkalmazésival 1gazolta, hogy az
axonokban a necrotikus folyamatok vegrehajtja a calpain és az apoptotikus
kaszkdd enzime a caspase-3 ugyanazon axonokban aktivalédik, és az
elektronmikroszképos megfigyelések alapjan megallapitotta, hogy a diffuz
axonalis karosodds sordn a caspase aktivalédasa az irreverzibilis fizist jelzi,

6. Igazolta, hogy a diffuz koponya-agysériilés kisérletes modelljében az axonalis
karosodas a kivaltd mechanikai energiaval és a sériilés utdni eltelt idével aranyos,

de az axonok morfoldgiai és immunfestési tulajdonsagéban nincs kiilonbség.

7. A gyorsulason-lassuldson alapul6 kisérletes modellben az agytérzsi kdrosodis
mellett taldlt gerincveldi (tdvoli) karosodis magyarazatot ad a modellben
tapasztalt motoros kérosodas egy reszere. A jelenségnek szamos klinikai
vonatkozasa lehet (bantalmazott gyermek szindréma, spondylotikus myelopathia).

8. Kisérleti 4llatokban igazoltak, hogy érdemi neuroldgiai illetve élettani
valtozasokkal nem jaré sulyossagt koponyatrauma is képes jelentds mértéki
diffuz axonkédrosodds kivaltidsara. A jelenséggel magyarazni lehet human
vonatkozasban az enyhe fejsériilés mellett [€trejovo poszt-traumds tiinetegyiittest.

9. Human vizsgélatokban elséként irta le, hogy a sprektrin nevii agyi struktirfehérje
s lebontasi termékei a liquorban traumés kdzponti idegrendszeri sériilés utan
kKimutathaték. Ezen anyagok monitorozasa koponyasériiltek kezelése soran a
J6vOben esetleg alkalmazhatd lesz, biomarkerként lehet jelentOsége.

10. A pécsi koponyasériilt adatbézis képi felvételeinek digitalis elemzésével
prognosztikus kovetkeztetésekre alkalmas faktorokat azonositott.

['1. Igazolta, hogy bizonyos feltételek mellett és bizonyos agyteriiletekben a szelektiv

calpain gatlas, valamint a PACAP illetve PARP gatlas feltehetGen mérsékli a
diffiz axonalis kdrosodas sulyossagat.

A disszertaci6 megallapitasai 22 kdzleményen alapulnak, mely koziil 8-ban a jelolt elso
szerzo, 9-ben pedig utolsd szerzé. Ezen kozlemények donté tobbsége rangos nemzetkozi
folydiratban jelent meg, kiallva a peer review probajat. Ezek és a fentiek alapjan a doktori
munka tudomdényos eredményeit elegendének tartom az MTA doktori cim
megszerzesehez, €s a nyilvanos védés kitlizését javaslom.

/
_,f-f@%ylgj%pegt, 2012. mércius 8.
/E” e /
/;:ﬁ?’” U

£

'\
%,
( “3 juddre Bereczid

UREVGEggyetemittan
T



