Dr. Peth6 Gabor akadémiai doktori értekezésének biralatara adott valasz

Valasz dr. Toésaki Arpad egyetemi tanar opponensi biralatara

Mindenekeldtt szeretném megkoszonni Professzor Ur alapos biralatat, beleértve a
dicséré szavakat ¢és a kritikai megjegyzéseket egyarant. Az abrak ,,magyaritasanak”
elmaradasaért elnézést kérek.

A kérdésekre adott valaszaim az alabbiak

1./ A szerz6 emelkedd hémérsékletli forrd lap, illetve vizfirdé segitségével mérte a
hékliszobot. Figyelembe véve a bevezetés 1.3.4. pontjaban emlitett, az emberi bérben mért
termalis fajdalomkiiszobdt befolyasold tényezéket (melegitési Utem, szdvetek termalis
tehetetlensége), mennyire tekinthetd valésnak az allatokban mért nociceptiv hékliszdb?

2./ Az el6z6 kérdéshez kapcsoldodik egy teoretikus felvetés. A szerzd véleménye szerint ha
pl. 45,5°C kdsz6bdt mérink az emelkedd hémérsékletl forrd lappal, illetve vizfurdével a
Lrfamp” tipusu melegités utan, vajon ugyanerre a hémérsékletre reagaltak volna az allatok, ha
egybél ezt alkalmaztuk volna allandé hédmérsékletl stimulusként?

1./ Amint azt az értekezés 1.3.4. pontjaban emlitettem, fokozatosan emelkedd intenzitasu,
~ramp” tipust hoéingerlés soran a bérhdmérséklet kozel linearisan ndvekszik. A melegitési
sebesség novelésének harom jellegzetes kovetkezménye lehet.

(i) Gyorsabb iitemli hdstimulacio esetében elméletileg a termalis fajdalomkiiszob
alacsonyabb lesz, mert ilyenkor a termonociceptorok tiizelési frekvencidja magasabb
(Yarnitsky és Ochoa 1990; Yarnitsky et al., 1992; Tillman et al., 1995a), emiatt a
fajdalomérzet kivaltasahoz sziikséges kiiszobfrekvenciat hamarabb elérjiikk. Ezt az
Osszefliggést kimutato kisérletekben a melegitési sebesség 0,5, 1,2 és 2 °C/s volt, ami 30, 72
¢és 120 °C/percnek felel meg.

(if) A melegitési iitem novekedése esetén nagyobb lesz a hékiiszobmérésnek az az
artefaktja, amelyik a reakcioid6bol szarmazik (Yarnitsky és Ochoa, 1990). Ez az id6 amiatt
kép fel, hogy a valdédi fajdalomkiiszob elérésekor még nem ad a reakcidt a vizsgalati alany
(ember vagy allat), hiszen a periférids nociceptorokban kivaltott impulzusoknak be kell
jutniuk az agyba, és centralis feldolgozasuk utan ki kell valtaniuk a megfelelé magatartasi
reakciot. Mire mindez lezajlik, a borhdmeérseklet — a melegitési litemmel aranyosan — mar
Htulfut®, azaz az igazi fajdalomkiiszobnél magasabb lesz. Ezekben a kisérletekben is a
melegitési sebesség 0,5, 1,2 és 2 °C/s volt, ami 30, 72 és 120 °C/percnek felel meg.

(iii) A szovetek termalis tehetetlenséggel rendelkeznek, ami azt jelenti, hogy a bor
rétegei kozotti hémérséklet-kiegyenlitodés idoben elhtizodik, a mélyebb rétegek (ahol a
nociceptorok talalhatok) homérséklete ,késik” a felszinéhez viszonyitva. Emiatt gyorsabb
melegitési litem esetén a borfelszinen mérve az egyes C polimodalis nociceptorok aktivacios
kiisz6be magasabb, mint lassabb melegitéskor (Tillman et al., 1995a; 1995b). Ezekben a
kisérletekben a melegitési sebesség 0,1, 0,8 és 5,8 °C/s volt, ami 6, 48 és 348 °C/percnek felel
meg.

A fentiekben vazolt alapelveket feltard, emberen és majmokon végzett vizsgalatok
soran alkalmazott melegitési titemek sokkal magasabbak voltak, mint a sajat,
hokiiszobmérésre kifejlesztett paradigmaink soran beallitott értékek (6—24 °C/perc). Ebbdl
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kifolyolag valosziniisitheté, hogy mind a magas fiitési ratabol ered6, a termalis
fajdalomkiiszobot csokkentd, mind a reakcioidébdl és a szoveti termalis inerciabol eredd
kiiszobndveld torzitd hatasok csak minimalisan jutottak érvényre kisérleteinkben.

2./ A masodik kérdésre valaszolva azon a véleményen vagyok, hogy valosziniileg hasonld
hokiiszobot kaptunk volna akkor, ha az elézdleg emelkedé-homérsékletti forrd lappal vagy
vizfirdével meghatarozott kiiszobhémérsékletre, illetve a koriili értékekre beallitott allando
homérsékletii forré lapot vagy vizfiirddt hasznaltunk volna. Ezt arra alapozom, hogy az
altalunk alkalmazott kiindulasi hémérséklet (30 °C), fitési sebességek (6, illetve 24 °C/perc)
¢és 45 °C koriili hokiiszob mellett az emelkedd hémérsékletii forrd lapnal maximum 2,5 perc, a
vizfiird6nél pedig legfeljebb 40 masodpercnyi id6 telt el a nocifenziv reakcio bekovetkeztéig.
Valosziniitlennek tartom, hogy ezen rovid idé alatt a kiiszobalatti termalis stimulacid
érdemben modositotta volna a nociceptiv hokiiszobot, kiilondsen a vizfiirdonél érvényes alig
tobb mint fél percnyi id6 tul révidnek tlinik ilyen véltozas kialakulasahoz.

Osszefoglaloan elmondhatd, hogy a kisérleteinkben alkalmazott melegitési iitemek
kelloképp gyorsak ahhoz, hogy — a felfiitési periodus alatt — nagy valosziniiséggel ne
befolyasoljak 1ényegesen a valodi nociceptiv hokiiszobot, de messze nem elég gyorsak ahhoz,

crer

produkaljanak.

3./ A diclofenac-kal és a paracetamollal kapcsolatos eredmények alapjan kimondhaté-e az,
hogy a hékiszobmérés alkalmas 4&ltalaban a nemszteroid gyulladasgatiok analgetikus
hatdsanak vizsgalatara?

3./ A kérdést ketté kell valasztani egyrészt a kiindulasi (alap) nociceptiv kiiszob mérésére,
masfel6l a valamilyen noxdval (RTX, hoétrauma, sebészi bemetszés) kivaltott
hokiiszobcsokkenés detektalasara. Az emelkedd hémérsékletli forrd lapon a diclofenac és a
paracetamol hokiiszobemeld hatdsat sikeriilt kimutatni. Tekintettel arra, hogy a paracetamol
nem tekinthetd nem-szteroid gyulladasgatlo (NSAID) szernek, dnmagaban a nem-szelektiv
COX-gatlo diclofenac mint NSAID szer hékiiszobemel6 hatékonysaga — a 10-60 mg/kg-0s
dozistartomanyban — alapjdn nem kovetkeztethetiink arra, hogy a kiiszobemelkedés
ténylegesen a COX-gatlas kovetkezménye. Ezt tobb tényez0 is alatamasztja.

(1) Mas, ismerten COX-gatldé szereket nem vizsgaltunk az emelkedd hdmérsékletii
forrd lapon.

(i) A diclofenacrol kimutattak, hogy a COX-gatlason kiviil mas hatasokkal is bir,
amelyek hozzajarulhatnak a hokiiszobemeld/fajdalomesillapitdé hatasahoz: pl. képes aktivalni
az NO-cGMP—K"-csatorna tengelyt (Tonussi és Ferreira, 1994; Ortiz et al., 2003) és — mas
NSAID-okhoz hasonléan — befolyasolni tobbféle ioncsatornat (pl. fesziiltségfiiggé Na'- és
Ca**-csatornak, kiilonféle K *-csatornak, ASIC; TRPAL; Gwanyanya et al., 2012).

(iii) A forrd ingerrel kivaltott, nagyon hamar bekovetkez6 akut nocifenziv reakciorol
nehéz elképzelni, hogy mechanizmusa relative iddigényes prosztaglandin-szintézist foglalna
magaba. Az utobbi feltételezéssel Osszecseng az az altalanosan elfogadott nézet, hogy az
allandé homérsékletli forrd lap nem alkalmas az NSAID-ok antinociceptiv hatdsdnak a
kimutatasara (Le Bars et al., 2001).
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Az emelkedd homérsékleti vizfiirdovel mért nociceptiv hokiiszobot a diclofenac
kevésbé emelte meg, mint a forrd lappal mértet, és a masik tesztelt NSAID, az ibuprofen
gyakorlatilag hatastalannak bizonyult (nem kozdlt adatok). Osszességében elmondhato, hogy
a bazalis nociceptiv kiiszob mérése nem alkalmas az NSAID-ok COX-gatlason alapuld
termalis antinociceptiv hatasanak a kimutatasara.

Mas a helyzet a kiilonféle modon (RTX-injekcid, hétrauma, sebészi bemetszés)
kivaltott hokiiszobesokkenés (héallodynia) esetében. Az értekezés 101. oldalan talalhatod
tablazat tantsdga szerint a diclofenac mindharom paradigma esetén gatolta a
hékiiszobcsokkenést rendre 1, 0,3 és 1 mg/kg-os minimalis hatékony doézisokban. Ezek a
dozisok 10-33-szor alacsonyabbak, mint az emelkedd hémérsékletii forrd lapon a kiindulasi
hokiiszobot megemeld legkisebb adag (10 mg/kg). Ez valosziniitlenné teszi, hogy a szer
alaphatasatol (a COX-gatlastol) fiiggetlen mechanizmus lenne felelés az antiallodynias
hatasért, mivel a fentiekben emlitett egyéb hatasokat az NSAID-ok csak joval magasabb
koncentraciokban fejtik ki, mint amelyek a COX-enzimek gatlasahoz sziikségesek
(Gwanyanya et al., 2012). Raadasul az enyhe hétraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenést a
szintén nem-szelektiv COX-gatlé ibuprofen is potens modon gatolta 10 mg/kg-0s minimalis
hatékony dozissal. Mindezen adatok alapjan valoszintsithetd, hogy az altalunk kifejlesztett
harom paradigmaban a hokiiszobcsokkenés gatlasa dontéen a diclofenac és az ibuprofen
COX-gatld hatasanak tudhaté be. Tehat ezen hdallodynia-modellek alkalmasnak tlinnek az
NSAID-ok termalis antinociceptiv hatasanak vizsgalatara. Természetesen ennek
bizonyossaggal torténd kimondasadhoz tovabbi NSAID-ok tesztelése sziikseges.

4./ A szerz6 nem kodzolt eredményként mutatja be, hogy a carrageninnel kivaltott szubakut
gyulladasos modellben jelent8s latenciardvidilés volt mérhetd az allandé hémérsékleti forrd
lapon, de nem volt szignifikans hékuszébcsokkenés az emelkedd hémérsékletl forrd lapon.
Van-e a szerzbnek tapasztalata mas kisérletes paradigmakkal kapcsolatban, amelyekben
van latenciarovidilés, de nincs hékiiszobcsokkenés?

5./ A szerz6 meggy6z6en érvel a nociceptiv hékiszob mérése mellett — a latenciaid®
mérésének alternativajaként —, felsorolva a hoékiuszobmérés elényeit. Vannak-e a
héklszdbmérési paradigmanak hatranyai?

4./ Az egyik legmeglep6bb eredményiink volt, hogy azokban a carrageninnel kezelt
patkanyokban, amelyek jelentds latenciarovidiilést produkaltak az allando hémérsékletii forro
lapon, nem tudtunk hdkiiszobesokkenést mérni a emelkedd homérsékletii forrd lappal.
Hasonl6 eredményre jutottunk egy masik gyulladasmodellben, a komplett Freund-adjuvanssal
kivaltott arthritis esetében, tovabba két neuropatia-modellben: a n. ischiadicus részleges
lekotésével (Seltzer-modell), illetve az L5-6s spinalis ideg lekotésével (Chung-modell) keltett
termalis hiperalgézia kapcsan. Hozza kell tenni, hogy ez utobbi modellekben inkabb csak
tajékozodo kisérleteket végeztiink (részben az emelkedd hémérsékletii vizfiirdével), de azok
eredménye egyértelmiien a hokiiszobcsokkenés hidnyara utalt.

5./ A hoékiiszobmérési paradigma egyetlen hatranyat abban latom, hogy szamos olyan
modellben, amelyben termalis hiperalgézia mutathat6 ki a latenciaméréses modszerekkel, nem
jon 1étre hokiiszobcsokkenés, azaz hdallodynia. Mindezen eredményeink azt is mutatjak, hogy
a termalis szenzibilizacid két paramétere, az aktivacios kiiszob és a kiiszobfeletti hdingerre
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adott valasz latenciaideje nem feltétleniil kapcsoltak, ami eltérd patofiziologiai
szabalyozasukra utal: a kiiszobot a hovel aktivalhatd ioncsatorndk determindljak, mig a
hévalasz nagysagat (ami a latenciaiddben kodolodik) a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak
aktivitésa.

6./ Mekkora esélyt lat arra vonatkozdéan a jeldlt, hogy a nociceptiv hdkliszobot mérd
paradigmak bekerlljenek az analgetikumok gyodgyszergyari tesztelésének rutin modszerei
kozeé?

6./ A hokiiszobmérési paradigma gyakorlati hasznosithatosagat két dologban latom. Egyfeldl
a harom, kiilonb6z6 kinetikaju hokiiszobesokkenésen alapuld allodyniamodelliink (RTX-
injekciod, hdtrauma, incizid) alkalmasnak bizonyult mind a hagyoméanyos (morfin, diclofenac,
ibuprofen, paracetamol) mind Uj tipusu, periférias tamadasponta analgetikumok (TRPV1-
antagonistak) hatasanak érzékeny detektalasara. Ez utobbiakkal szemben a kdékiiszobmérési
paradigma nagysagrenddel nagyobb érzékenységet mutatott, mint a latenciamérésen alapulo.
Bar a TRPV1-antagonistdk klinikai fejlesztése két iranybol is gellert kapott (hipertemia,
forrazasos sériilések fokozott kockazata), nincs kétség a feldl, hogy ezek a szerek a periférias
nociceptiv idegvégzddésen fejtik ki antiallodynids hatasukat. Ennek alapjan valdsziniisithetd,
hogy a hdkiiszobmérési paradigmdink mas hatdasmodu, de szintén a periférids nociceptorokon
haté potencidlis analgetikumok preklinikai vizsgéalatira is alkalmasak lesznek, akar
gyogyszergyari koriilmények kozott is. A talpba adott opioid és nem-opioid analgetikumokkal
kivaltott lokalis antiallodynids hatasok is aldtdmasztjdk azt a reményt, hogy modszereink
periférias taimadaspontu analgetikumok vizsgalatara alkalmasak lehetnek.

Az allatkisérletes moddszerek gyogyszergyari tesztelésben vald alkalmazhatosagat
jelentds mértékben eldsegiti, ha azok standardizélhatok, illetve — legaldbb részben —
automatizalhatok. Az emelkedd homérsékletli vizfliirdd egérbefogd hengerekkel valo
kiegészitése kikiiszoboli az allat kézbentartasabol fakado stresszt, illetve a kézbentartas
erdsségének variabilitdsabol szarmaz¢ hibat. El tudom képzelni, hogy ez utdbbi modszer
esetében a végpont (a farok kirantasa a vizbol) regisztralasa is automatizalhato lesz pl. optikai
uton. Természetesen tisztdban vagyok azzal, hogy egy Uj moddszer gydgyszergyari rutinba
valo bevezetéséhez tobbnyire jelentds barrier lekiizdése sziikséges, hiszen a gyarak preferaljak
a szakirodalomban széles kortien elfogadott, ,,gold” standardnak tekintett modszerek
alkalmazasat. Tehat a kérdésre konkrétan valaszolva elképzelhetének tartom a
hokiiszobmérési paradigma alkalmazasat a gyogyszergyari preklinikai tesztelés fazisaban, de
ennek megvaldsulasahoz tovabbi meggydz6 alapkutatasi eredmények sziikségesek.

7./ Mely eredményeket tartja legjelentésebbnek transzlaciés szempontbdl?

7./ Transzlacios szempontbol feltétleniil relevansnak tartom azt az eredményiinket, miszerint a
periférids nociceptorok izgatasaval kivaltott — és szomatosztatin, illetve endogén opioidok
altal kozvetitett — tavoli, ,,szenzokrinnek™ nevezett hatas a korabban feltart gyulladasgatlo
hatas mellett antiallodynias komponenssel is bir. Ez a periférias antinociceptiv mechanizmus
ujfajta magyarazatul szolgalhat tobb jelenség, mint pl. a human klinikai gyakorlatbol jol
ismert ellenirritacioval kivaltott analgézia, illetve az akupunktira jotékony hatasaira.
Intézetiinkb6l szarmazo idevagd adat, hogy kronikus deréktaji fajdalomban szenvedd
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betegekben kapszaicinderivatumot tartalmaz6é krémmel torténéd naponkénti kezelés
analgetikus hatast eredményezett, és az els6 kezelés utdn 3-szorosara nétt a plazma
szomatosztatinszer(i immunreaktivitasa (Horvath et al., 2014).

Szintén human relevancidval birdénak tartom azt az eredményiinket, miszerint az egér
farkan — a talppal ellentétben — a TRPV1 szerepet jatszik a kiinduléasi, alap nociceptiv
hokiiszob beallitasaban. Ennek indoklasat azzal kell kezdenem — amit az értekezés 1.4.1.3.
pontjaban részletesen kifejtettem —, hogy az allatkisérletes adatok alapjan nagyon igéretesnek
tint a TRPV1-antagonistdknak mint 1j tipust, periférids tdmadaspontii analgetikumoknak a
fejlesztése. Egérben és patkanyban a TRPV1-antagonistak — a TRPV1-génhidnyos egerekhez
hasonldoan — a vizsgalatok tulnyomod tobbségében nem gatoltak az alaphelyzeti, alacsony
termalis ingerintenzitdsoknal vizsgalt termonocicepciét sem a farkon, sem a talpon, azt
sugallva, hogy a TRPV1 nem vesz részt a bor nociceptiv hokiiszobének beallitdsdban. Ez
utobbit a patkany és egér talpara vonatkozdan sajat hokiiszobméréses kisérleteinkben is
megerdsitettiik. Mindezek alapjan teljesen véaratlan volt, hogy a TRPVI1-antagonistdk a
fejlesztés klinikai fazisdban emberben megnovelték a termadlis fajdalomkiiszobot, forrazasos
sériiléseket okozva. A fentiek alapjan elmondhato, hogy az egérfarok bdre az egyetlen ismert
allati szovet, amely a TRPV1 hokiiszobben betoltott szerepét illetden utdnozza az emberi bor
termonociceptorainak a viselkedését. Figyelembe véve, hogy a TRPVI1-antagonistak
fejlesztése még nem teljesen leallitott projekt, az egérfarok mint modell jelent6s lehet
transzlacids szempontbol.

Az enyhe hoétrauméaval, illetve plantaris bemetszéssel kivaltott hdallodynia
mediatoraival kapcsolatos eredményeink szintén birhatnak human relevancidval, hiszen
ezeknek a modelleknek kozvetlen klinikai korrelatumuk van az égési sériilés, illetve a sebészi
incizi6 formajaban (ellentétben pl. a carrageninnel vagy formalinnal kivaltott pronociceptiv
hatasokkal).
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Ismételten koszondm Professzor Urnak a kérdéseket, és kérem azokra adott valaszaim
elfogadasat.
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