Vélemény Petho Gabor MTA doktori értekezés téziseirol

Az értekezés a termonocicepcid, azaz a forrd ingerekkel kivaltott fajdalom vizsgalataval
kapcsolatos allatkisérletes eredményeket bemutatd 205 oldal terjedelmii irasmii, amely a
szerz0 16 kozleményének anyagan alapul. A 30 oldalas bevezetést egy rovid, altalanos
celkitlizés koveti, majd a szerzd ismerteti az értekezés tovabbi részének logikai struktrajat.
Eszerint harom fejezetbe sorolva mutatja be eredményeit: (i) a nociceptorok forré ingerre
adott valaszanak vizsgélata in vitro elektrofiziolégiai ¢és neurokémiai modszerekkel
alaphelyzetben és szenzibilizalt allapotban (4 kézlemény anyaga); (ii) a nociceptiv hokiiszob
mérésére alkalmas miiszerek és a hokiiszobcsokkenésen alapuld termalis allodynia-modellek
kifejlesztése és validalasa (5 kozlemény anyaga); (iii) a nociceptiv hokiiszob mérésének
alkalmazdsa a TRPVl1-receptor funkciojanak és a termonocicepcid mechanizmusainak
vizsgalataban (7 kozlemény anyaga). Ezen fejezeteken belill elézmények, célkitiizések és
modszerek bemutatasat kovetden keriilnek ismertetésre az eredmények és megbeszélésiik.
Dicséretes modon a szerzé minden kisérletsorozat bemutatasanak a végén pontokba szedve
Osszefoglalja a fontosabb kovetkeztetéseket. Helyenként kozleményenkénti bontasban
ismerteti az egyes témakoroket, mashol — ahol a kisérletek logikaja erre lehetdséget ad — tobb
kozlemény anyagat egybegyurva torténik a bemutatds. Mindezeket kdvetéen 4 oldalon
Osszefoglalja a legfontosabb eredményeket és felismeréseket. Ezt koveti a roviditések
jegyzéke, az értekezés alapjat képezd sajat kozlemények listaja, a 478 tételbol allod
irodalomjegyzék és a koszonetnyilvanitas. Az értekezésben 83 abra és 10 tablazat talalhato. A
fentiekben vazolt struktira ugyan eltér a hagyomanyos Bevezetés-Célkitlizések-Modszerek-
Eredmények-Megbeszélés szerkezettdl, de egyrészt a kisérletek heterogenitasa, illetve az
eredmények jelentOs részét képezd metodikai fejlesztés indokoltta teszi, masrészt nem okoz
nehézséget a szoveg kovetésében. Az abrak j6 mindségliek, és az dbramagyarazatok is minden
sziikséges informaciot — beleértve az alkalmazott statisztikai probat is — tartalmaznak.
Kritikaként emlithetd, hogy az eredeti kozleményekbdl szarmazd abrak angol nyelviek;
elegansabb lett volna azok magyarositasa. Mindent egybevetve az értekezés az akadémiai
doktori disszertacioknal elvart/megszokott formai kdvetelményeknek megfelel.

Az értekezés témavalasztdsa korszerli. A szerz6 a termonocicepcié periférias
mechanizmusainak vizsgalatdval foglalkozott abbdl a célbdl, hogy uj tipust, a periférias

nociceptorokon haté analgetikumok kifejlesztését alapozza meg potencialis tamadaspontok



azonositasaval. Az effajta analgetikumokra nagy az igény a klinikum részérél, mivel a
jelenleg hasznalt fajdalomcsillapitok koziill az opioidok szamos kozponti idegrendszeri
mellékhatassal birnak, és a prosztaglandin-szintézis gatlasaval hatdé NSAID-ok hosszl tava
alkalmazasa is problematikus a kiilonféle szervek prosztaglandin-deplécioja révén fellépd
mellékhatasok végett. A szerzo tobbféle modszert alkalmazott: az in vitro elektrofiziologiai
(egyrostos-elvezetés) és neurokémiai modszereket (neuropeptid-felszabadulas mérésére, Ca
imaging) jol kiegészitették az in vivo végzett magatartasi, nociceptiv teszteket. Az értekezés
erénye, hogy a targyalt eredmények koherensek, az Osszes targyalt kisérletsorozat felfiizhetd
egyetlen logikai vezérfonalra, a nociceptorok forrd ingerekkel kivaltott valaszreakcidinak
vizsgalatara.

Az elektrofiziologiai kisérletekben igazolast nyert az a tény, hogy az izolalt patkdnybér C
polimodalis nociceptoraiban a bradikinin termélis nociceptor-szenzibilizalé hatdsdban COX-
termékek, koztilk a PGE2/PGI2 igen fontos szerepet jatszanak. Erdekes eredménynek tartom
azt, hogy a kiviilrdl bevitt PGE2/PGI2 fokozta a forré ingerrel kivaltott akcids potencialok
szamat, de — nem vart médon — nem valtoztatta meg a rostok hokiiszobét, jelezve mindazt,
hogy az aktivaciés hokiiszob és a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz nagysiganak
szenzibilizalhatosaga eltéré. Szintén nem vart eredmény, hogy a kiviilrél adott PGE2/PGI2
nem befolyasolta a hovel kivaltott CGRP felszabadulést jelezve azt a tényt, hogy a peptiderg
polimodalis nociceptorok afferens €s efferens funkcidjanak szenzibilizalhatosaga eltéro.

Az értekezésben bemutatott munka specifikuma, hogy jelentds része metodikai fejlesztés: a
nociceptiv hokiiszob mérésére alkalmas két késziilék, az emelkedd hémérsékletii forrd lap,
illetve vizfird ipari partnerrel torténd kooperacid keretében torténd konstrukcidjat és
validalasat foglalta magéba. Tulmenden ezekre a miiszerekre adaptalt, hdkiiszobcsokkenéssel
jar6 termalis allodyniamodellek (talpba injektalt RTX, enyhe hdtrauma, sebészi bemetszés)
kifejlesztése és validalasa is megtortént. Bar a nociceptiv hokiiszob allatkisérletes mérésének
elsd, a szakirodalomban torténd dokumentéalasa nem a szerzd nevéhez kothetd (ezt 6 maga
emliti az értekezés 14. oldalan), az értekezésben bemutatott fejlesztés tekinthetd az egyetlen
komplex, integrativ hokiiszobmérési megkozelitésnek. A kiilonféle hdokiiszobmérési
paradigmakban tesztelt referencia-analgetikumok (morfin, diclofenac, paracetamol,
ibuprofen) ugyanolyan vagy tobb esetben joval alacsonyabb dozisban voltak hatékonyak, mint
az irodalmi adatok alapjan a latenciaméréses tesztekben. Kiemelkedd fontossagu
eredménynek tartom azt, hogy potencialis analgetikumnak szamito, periférias tdmadasponti
TRPV1-antagonistdk hatdsdt a hdokiiszobmérési paradigmakkal nagysagrenddel kisebb

dozisban lehetett detektalni, mint a latenciamérés (Hargreaves teszt) esetében. Kritikai
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megjegyzésem, hogy tobb Osszehasonlitds a latenciamérésen alapuld hagyomanyos
termonociceptiv. modellekkel, illetve a mechanonociceptiv kiiszobbel tovabbi adatokat
szolgaltathatott volna a hdkiiszobmérés eldnyeirdl €s hatranyairdl egyarant. Az emelkedd
homérsékletii vizfiirdd adaptalasa egér farkan torténd kiiszObmérésre specialis allatbefogo
hengerek alkalmazasaval megndvelte a modszer verzatilitasat, masrészt kikiiszoboli az allat
megfogasabol eredd stressz torzitd hatasat. Génhidnyos egerek vizsgéalata kimutatta, hogy az
egér farkan — ellentétben a talppal — a TRPV1 szerepet jatszik a bazalis nociceptiv hékiiszob
beallitasaban, illetve mindkét esetben a talpon a mustarolajjal kivaltott termalis allodyniaban.
A munka tovabbi pozitivuma, hogy a szerzé az Gjonnan Kkifejlesztett hoékiiszobmérési
paradigmakat sokrétiien alkalmazta. Osszehasonlitotta az enyhe hdétraumdval kivaltott akut és
a sebészi bemetszéssel keltett szubakut/kronikus hdallodynia mediator-hatterét. A potencialis
TRPV1-ligandum zsirsavamidok vizsgélata soran a hokiiszobmérés mellett az intracellularis
Ca-szint in vitro mérése is tortént TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben vagy trigemindlis
neuronok sejttestén. A szerz0 kimutatta, hogy az OLDA ¢és a 3-MOLDA TRPV1-receptor-
agonista hatasuak, mig a 4-MOLDA ¢és az OEA antagonistaként viselkedett. A fent emlitett
két modszer parhuzamos alkalmazéséaval az is kidertilt, hogy alaphelyzetben a PKA allitja be
a TRPV1-receptor agonistak irdnti érzékenységét, a PKC nem, de stimulalt forméban mindkét
enzim képes fokozni a TRPV1-receptor aktivalhatosagat.

Az értekezés legizgalmasabb kisérletsorozatdban az a hipotézis keriilt tesztelésre, hogy a
peptiderg nociceptorok izgatasaval kivaltott, Pintér és Szolcsanyi altal 1998-ban leirt tavoli,
»szenzokrinnek” nevezett hatdsnak a gyulladdsgatld komponens mellett van-e
fajdalomcsillapitd Osszetevdje. Elegans kisérletes elrendezésben megallapitottak, hogy éber
patkanyban az akutan denervalt jobb hatsé lab kémiai izgatdsa kapszaicinnel vagy
mustarolajjal a bal hats6 labon eldzetes bemetszéssel kivaltott hokiiszobesokkenést gatolta.
Ennek kapcsan a plazma szomatosztatinszintje megndtt. Farmakoldgiai tesztanyagok
segitségével igazoldst nyert az, hogy ennek a tavoli termdlis antiallodynids hatdsnak a
kozvetitésében a szomatosztatinon kiviil endogén opioidok is szerepet jatszanak.

A nociceptiv hékiiszob hosszl tavii mérésével a szerzdnek sikeriilt kimutatni, hogy a patkany
talpaba adott kapszaicin és RTX, de nem az OLDA, tartés, tobb napig tartd
hokiiszobemelkedést idéz el6, amely a TRPVl1-agonistdk idegvégzddés-szintii
deszenzibilizacidjanak a kovetkezménye. Arra is bizonyitékot szolgaltatott, hogy az RTX és
OLDA alacsonyabb doézisban adva csak a TRPV1-receptort deszenzibilizalja anélkiil, hogy

tartos hokiiszobemelkedést, azaz végzddésszintli deszenzibilizacidt okozna.



Osszességében elmondhatd, hogy az eredmények leirasa preciz, jol kdvethetd; az dbrakra valo
hivatkozas konzekvens. Az eredményekbdl levont kovetkeztetések megalapozottak, kelld
mélységliek, nem talzoak. A targyalasmod szabatos, a fogalmazas igényes. A szerzd szamos
alkalommal €l az értekezésen beliili kereszthivatkozas eszkozével; ezekre vonatkozdéan nem
talaltam emlitésre mélto kritikat. Megitélésem szerint az értekezés hiteles adatokat tartalmaz.

Mindent egybevetve a doktori miivet nyilvanos vitara alkalmasnak talalom.

Az értekezés tézisei koziil az alabbiakat fogadom el fontosabb j eredményként

1./ Izolalt patkdnybér C polimodalis nociceptoraiban a bradikinin termalis nociceptor-
szenzibilizalo hatasdban COX-termékek, koztiik a PGE2/PGI2 jelentOs szerepet jatszanak. A
kiviilrél bevitt PGE2/PGI2 novelte a forrd ingerrel kivaltott tiskekisiilések szamat, de nem
valtoztatta meg a rostok hdkiiszobét, jelezve azt, hogy az aktivacidés hdkiiszob és a
kiiszobfeletti hdingerre adott valasz nagysaganak szenzibilizalhatosaga eltérd. A kiviilrdl
bevitt PGE2/PGI2 nem befolyasolta a hdvel kivaltott CGRP felszabadulést, mutatva, hogy a
peptiderg polimodalis nociceptorok afferens és efferens funkcidjanak szenzibilizdlhatosaga
szintén eltér6. A hoéingerekkel kivaltott CGRP-felszabadulast nem gatolta a TRPV1-
antagonista ruténiumvoros ill. capsazepin, jelezve, hogy a forrd ingerek transzdukciojaban a
peptiderg primer szenzoros neuronok periférids végzodésében a TRPV1 szerepe
elhanyagolhato.

2./ Az Ujonnan kifejlesztett és validalt két hokiiszobmérd késziilék (emelkedd hdmérsékletii
forr6 lap, illetve vizflirdd), illetve harom hokiiszobcsokkenéssel jard paradigma (intraplantéris
RTX-injekcid, enyhe hoétrauma, sebészi bemetszés) segitségével patkanyban nagy
érzékenységgel detektalhatdo mind a hagyomanyos (morfin, diclofenac, paracetamol), mind 1j
hatdsmodu analgetikumok (TRPV 1-antagonistak) termalis antinociceptiv hatésa.

3./ Az enyhe hétraumaval kivéltott akut és a sebészi bemetszéssel keltett szubakut/kronikus
hokiiszobesokkenés mediator-hattere nagy mértékben hasonld: a B2 bradikininreceptor, a
P2X purinoceptorok, a TRPV1-receptor, a prosztaglandinok és az NO mindkét modellben
szerepet jatszik, mig a hdtrauma esetében a lipoxigenaz-termékek, az incizional a Bl
bradikininreceptor jarulékos szerepe igazolodott.

4./ A potencialis TRPV1-ligandum zsirsavamidok koziil az OLDA és a 3-MOLDA agonista
hatasuak, mig a 4-MOLDA ¢és az OEA antagonistak. Alaphelyzetben a PKA allitja be a
TRPV1-receptor agonistak iranti érzékenységét, de stimuldlt formaban mind a PKA, mind a

PKC képes fokozni a receptor aktivalhatosagat.
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5./ A decentralizalt periférids nociceptorok kémiai izgatasa tdvoli termalis antiallodynias
hatast valt ki, amelynek indukcidja kozponti idegrendszeri ellenregulacids folyamatoktol
fiiggetlen. E hatds kozvetitésében szerepet jatszik a szomatosztatin és endogén opioidok.
Mindezek alapjan a peptiderg mociceptorok izgatasaval kivaltott tavoli hatdsnak nemcsak
gyulladasgatlo, hanem antinociceptiv dsszetevoje is van.

6./ A hokiiszobmérési paradigma adaptalasa egér farokra specialis allatbefogd henger
alkalmazéséaval kimutatta, hogy az egér farkan — ellentétben a talppal — a TRPV1 szerepet
jatszik a bazalis nociceptiv hokiiszob beallitasaban és a mustarolajjal kivaltott termalis
allodyniaban mind a farkon, mind a talpon.

7./ A patkany talpaba adott kapszaicin ¢s RTX, de nem az OLDA, tartos hokiiszobemelkedést
okoz, amely a TRPV1-agonistak idegvégzOddés-szinti  deszenzibilizacidjanak a
kovetkezménye. RTX és OLDA alacsonyabb doézisainak TRPVI1-re korlatozodo

deszenzibilizal6 hatasat is sikertilt kimutatni.

A vélemény-nyilvanitoban felmeriilt kérdések az alabbiak:

1./ A szerz6 emelkedd hoémérsékletli forrd lap, illetve vizflirdd segitségével mérte a
hokiiszobot. Figyelembe véve a bevezetés 1.3.4. pontjdban emlitett, az emberi borben mért
termalis fajdalomkiiszobot befolyasold tényezoket (melegitési iitem, szovetek termalis

tehetetlensége), mennyire tekinthetd valosnak az allatokban mért nociceptiv hokiiszob?

2./ Az el6z6 kérdéshez kapcsolodik egy teoretikus felvetés. A szerzé véleménye szerint ha pl.
45,5°C koszobot mériink az emelkedd homérsékletli forrd lappal, illetve vizfiirdével a ,,ramp”
tipusu melegités utan, vajon ugyanerre a hdmérsékletre reagaltak volna az allatok, ha egybdl

ezt alkalmaztuk volna allandd hémérsékleti stimulusként?

3./ A diclofenac-kal és a paracetamollal kapcsolatos eredmények alapjan kimondhato-e az,
hogy a hdokiiszobmérés alkalmas altaldban a nemszteroid gyulladasgatlok analgetikus

hatasanak vizsgalatara?

4./ A szerz0 nem kozolt eredményként mutatja be, hogy a carrageninnel kivaltott szubakut
gyulladasos modellben jelentds latenciardvidiilés volt mérhetd az allandd homérsékletti forrd

lapon, de nem volt szignifikdns hokiiszobcsokkenés az emelkedd hémérsekletli forrd lapon.



Van-e a szerzonek tapasztalata mas kisérletes paradigmakkal kapcsolatban, amelyekben van

latenciardvidiilés, de nincs hokiiszobcsokkenés?

5./ A szerz6 meggy6zben érvel a nociceptiv hokiiszob mérése mellett — a latenciaidd
mérésének alternativdjaként —, felsorolva a hdkiiszObmérés eldnyeit. Vannak-e a

hokiiszobmérési paradigmanak héatranyai?
6./ Mekkora esélyt lat arra vonatkozdan a jelolt, hogy a nociceptiv hokiiszobot mérd
paradigmak bekeriiljenek az analgetikumok gydgyszergyari tesztelésének rutin modszerei

kozeé?

7./ Mely eredményeket tartja legjelentdsebbnek transzlacids szempontbol?

Osszefoglalva megéllapitom, hogy Pethd Gabor MTA doktori értekezésének tézisei
megfelelnek az MTA doktori fokozat eldirdsi kdvetelményeinek, s a nyilvanos vita kitlizését

javaslom és tdmogatom.
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