Opponensi vélemény

Az MTA Doktori Tanacsa DT.58.072/17/05 szamu felkérésére az alabbiakban fejtem ki
opponensi véleményemet Dr. Pethé Gabor: ,,A termonocicepcié vizsgalata hagyomanyos
in vitro és uj, a nociceptiv hokiiszob mérésén alapulo in vivo médszerekkel cim( doktori
értekezésérol.

A fdjdalom mindannyiunk altal megélt, erdsen szubjektiv, gyakran gazdag emocionalis
elemekkel biro, kellemetlen érzéskvalitis, melyet potencidlisan (vagy ténylegesen)
szovetkarosito ingerek, un. noxdak valtanak ki. Ezek az ingerek a fajdalomérzo receptorokat az
un. nociceptorokat aktivaljdk. A fajdalom kutatasa, a szovetkdrosité ingerek altal kivaltott
membranszintli folyamatok mechanizmusanak megismerése nemcsak elméleti szempontbol
fontos, de a gyakorlati orvoslas szempontjabol is kiemelked6 jelent6ségii. Emberen torténd
kisérletes vizsgalata etikai okokbdl, természetesen erdsen korlatozott.

Miutan a fajdalom definicidja szerint erdsen szubjektiv, jelentds emociondlis

komponensekkel bird érzéskvalitas, allatkisérletes koriilmények kozott nem is fajdalomrol
beszEliink, hanem nocicepciordl, vagyis a szovetkarositd ingerek altal kivaltott elharité un.
nocifenziv magatartdsi reakciorol.
Az értekezés a Jelolt kozel két évtizedes kutatdmunkdjat foglalja Gssze, melyet a fenti
témaban végzett. Munkdja a nociceptorok, elsOsorban a termonociceptorok vizsgalatara
iranyult, s igy témavalasztasa korszeri, a farmakologia, az idegtudomanyok, ill. ezek
hatérteriiletének homlokterében all.

Dr. Pethd Gabor elsé megkozelitésben talan hagyomanyosnak mondhat6 értekezést irt,
amennyiben a 205 oldalas mii nagy fejezetei (Bevezetés, Elozmények, Kisérletes munka
részletes leirdsa, Fontosabb eredmények és felismerések Osszefoglaldsa, Roviditések
jegyzéke, Sajat kozlemények listdja, Irodalomjegyzék, Koszonetnyilvanitas) megfelelnek a
hagyomanyos formanak. A kisérletes munka részletes leirasa soran azonban, minden kisérlet
tipus Onallo egységet képezve, Elozmények és célkitlizések, Modszerek, Eredmények és
megbeszélések, sot, tobb esetben Fontosabb kovetkeztetések c. alfejezetekre oszlik. Ugy
vélem, a Jelolt az értekezésnek ebben a formajaban megtaladlta a lehetd leglogikusabb,
legattekinthetdbb ismertetését szerteagazd munkajanak.

Az értekezés 16 db. sajat kozleményen alapul, melybdl 13-ban a Jeldlt elsé vagy
utols6 szerzd. A felsorolt cikkek tilnyomd tobbsége magas impact faktorit nemzetkozi
folyoiratban jelent meg (European Journal of Neuroscience, British Journal of
Pharmacology, Pain stb.).

Az értekezés szerkezete vilagos. A modszereket €s eredményeket ismertetd
fejezetekben mindeniitt utal a megfeleld, nemzetkdzi lapokban megjelent cikkekre, s igy az
opponensnek mddja van a részlet-adatok és metodikai kérdések részletes tanulmanyozasara.
Az eredményeket logikus lancba flizi, s az egyes alfejezetek végén egy rovid diszkussziot
kovetden indokolja a kovetkezé Kkisérlet elvégzésének sziikségességét, a ,,Fontosabb
kovetkeztetések”-ben pedig mindig utal az eredmények elméleti és azok esetleges gyakorlati
jelentéségére.



Az értekezés atolvasasakor az opponens szdmdra a munka tobb olyan pozitiv értéke
valik nyilvanval6va, amit sajnos ujabban egyre ritkabban latunk sziikebb szakteriiletiinkon is.
Kiemelendének tartom az eredmények mértéktartd kezelését és a kontroll vizsgalatok
sokrétiiségét. Eredményeit kellden tdmasztja ala irodalmi adatokkal, s ahol sziikségesnek
latszik, ttkozteti is azokat, majd szintézisben igyekszik feloldani az ellentmondésokat. Az
értekezés kiemelkedOen értékes része a modszertani fejlesztés, ami mind muszerfejlesztésben,
mind pedig a termalis allodynia-modellek kifejlesztésében és validalasaban megnyilvanult.

Az értekezésrdl alkotott atfogd véleményem utdn a tovabbiakban a munka részleteivel
foglalkozom.

Formai, észrevetelek:

Az értekezés formai szempontbdl tetszetds, igényesen megirt munka. Persze, félretitésektol,
,nyomdai” hibaktol, néha fogalmazasbeli problémaktol ez sem mentes. Ez lehet egyszerii
vesszéhiba (19. old., 4. sor), hianyzo szokéz (68. old. utolséd sor), hidnyzo betii (100. old. 17.
sor ,,iperalgézia”), felesleges betii (149. old. 11. sor), betiitévesztés (148. old. alulrol a 4. sor),
szoismétlés (73., 156., 159. old.), esetlegesen egy hidnyzo szo (78. old. 1. sorbdl a ,,sem” sz0)
zavarja a konnyi megértést. Azonban, ezektél komolyabb nehézséget okozott a 104. oldalon a
4.9. alcim megértése. Véleményem szerint, az abban a formaban, ahogy az értekezésben all,
nem ¢érthetd. A ,, fovabbfejlesztése” helyett esetleg a ,fovabbfejlesztett” szot kellene
hasznalni, vagy mas modon at kellene fogalmazni.

Formai észrevételek kozé sorolom azt a nem tul szerencsés kettdsséget, mely végig megvan
az ¢rtekezésben. Nevezetesen, a magyar nyelvli értekezés 4bradi angol nyelviiek.
Természetesen tudom, hogy az értekezésben részletezett eredmények angol nyelvil
folyodiratokban lettek kozolve, és nagy (talan értelmetlen) munka lett volna 0j, magyar nyelvii
abrakat késziteni, de ett6l még ez a kettdsség megvan. Hasonloképpen végigvonul az
értekezésen, hogy a latin nyelvii kifejezések (pl. in vivo, in vitro) hol délt betiivel irtak, hol
nem.

Tartalmi vonatkozasu megjegyzések, kérdések

A kisérletes munka részletes ismertetése a 3. fejezetben kezdddik, melyben in vitro
vizsgalatokban a nociceptorok forrd ingerekre adott valaszait tanulmanyoztak. A preparatum
hatso végtagi labhati borbdl €és a kapcsoldodd n. saphenusbol allt. A kisérletekben egyrost-
elvezetést (single-unit recording) végeztek C polimodalis nociceptorokrol.

Megjegyzés: elektrofiziologusként szivesen lattam volna az értekezésben egy-két originalis
regisztratumot.

Kérdések: Miutan receptiv teriileteket vizsgaltak, adodik a kérdés; 1) torténtek-e tényleges
receptiv mezé meghatarozasok? Technikailag egyéltalan mennyire lehetséges ezek pontos
teriileti meghatarozasa pl. mechanikai ingerléssel (Frey-szalak)? 2) Ha igen, akkor mekkora
egy ilyen C polimodalis nociceptor receptive field-je?

A receptiv teriilet mechanikai ingerlése eldtt fémhengert helyeztek a recepetiv
teriiletre, (amely kiemelkedett a szuperfundald folyadékbol), és amibdl ezutan kiszivtak a
folyadékot. 3) Hogyan csinaltak, hogy a fémhenger meg is akadalyozza a folyadék
visszaszivargasat, ugyanakkor az alatta 1év6 borre (idegre) gyakorolt kompresszio ne okozza
az ingeriiletvezetés blokkolasat?



1) Kiritikai észrevétel: Véleményem szerint maga a 10. abra (44. old.) és az abraszoveg
nincs Osszhangban: az abraszoveg R(+)-flurbiprofen-rél sz6l, mig az abran (és az
értekezés szovegében is) R(-)-flurbiprofenrdl van szo.

Kisérleteik eredménye azt mutatta, hogy a bradikinin hdszenzibilizdlo hatasa COX-fiiggd
folyamat, amit az is jelez, hogy a hatast a nem-szelektiv COX-gatl6 flurbiprofen aktiv
enantiomere megsziintette. A folyamat molekularis mechanizmusat illetéen feltételezik, hogy
a folyamat hatterében a polimodalis nociceptorok membranjaban expresszalddd héérzékeny
ioncsatorndk (pl. TRPV1) facilitacidja allna.

A fejezet tartalmaz egy valoban tetszetés hipotézist, mely magyarazatot ad arra is, hogy belsé
szerveinket miért olyan nociceptorok innervaljak, melyek hdkiiszobe 43 °C, ami az élettel
Osszeegyeztethetetlen. Ezen nociceptoroknak, ezek szerint, az lenne a funkcidja, hogy a
gyullad4sos mediatorok hatasara szenzibilizalodva, aktivacios kiiszobiiket a maghdmérséklet
(37 °C) ala csokkentik, igy a belsé maghémérséklet folyamatos hdingerként hatva, tartds
nociceptor kisiilést tartson fenn.

2) Kiritikai észrevétel: a 13. abra “B” paneljében az abszcissza beosztasa nincs
feltiintetve. Logikus, hogy ez egy id6tengely, aminek a beosztdsa a folotte 1évo “A”
panelben lévéével azonos, de ezt vagy jelolni kellett volna vagy az abraszovegben
emliteni.

Erdekes megfigyelésiik, hogy a prosztaglandinok hészenzibilizaciot okoznak az egyrost-
elvezetéses kisérletekben, de nem az 1CGRP-felszabadulds esetében. Magyarazatul
feltételezik, hogy a kétféle valaszt kdzvetitd idegvégzodés-populacié nem azonos.

Kérdés: 4) erre vonatkozodan, ismert-e olyan irodalmi adat (hisztologiai, immunhisztokémiai),
ami ezt a feltételezést alatamasztana?

Eredményeik egyértelmilen arra utalnak, hogy a forrd ingerek transzdukcidjanak
farmakologidgja a  TRPVl1-antagonistak  tekintetében  kiilonbozik a  periférias
idegvégzddésekben ¢és a tenyésztett DRG neuronok sejttestén. Szerepiik a sejttesten
kizarolagosnak tlinik, az idegvégzdsekben viszont csekély. Feltételezik, hogy a periférias
nociceptorokban a TRPV1-en kivil mas hoérzékeny ioncsatorna/csatornak is
expresszalodnak.

Kérdések: 5) Hisztologiai, immunhisztokémiai vagy a farmakologiai vizsgalatokon kiviil
barmilyen mas bizonyitéka van-e ennek a megallapitasnak? 6) Normal, fiziologids
koriilmények kozott vannak-e a DRG-ben 1évé neuronok sejttestén TRPV1-receptorok? Ha
igen, milyen szerepiik lehet?

A 3. fejezet legfontosabb #j eredményeinek a kovetkezoket ismerem el:

- Kimutatta, hogy a tartos bradikininexpozicio szenzibilizalo hatdsa COX-fiiggé
folyamat, amiben a PGE,/PGI, fontos szerepet jdtszik.

- Bemutatta, hogy a peptiderg polimoddlis nociceptorok két funkciojanak
(afferens: akcios potencialt generdlo és efferens: neuropeptid felszabadito)
szenzibilizalhatésdga eltéré, aminek hatterében eltéré ionalis mechanizmusok
lehetnek.



A 4. fejezet egy része magatartasi nociceptiv hokiiszob mérésére alkalmas miiszerek és
modellek kifejlesztésérdl €s validalasarol szol. Ez a rész az értekezés egyik izgalmas és
kiilonosen érdekes fejezete. Nem csak azért, mert kortiltekintd, jol atgondolt kisérletekkel,
szisztematikus munkaval, nagyon érzékeny, ugyanakkor jol reprodukalhaté eredményt adod
allodynia-modelleket fejlesztettek ki, hanem azért is, mert a fejezet jelentds 0 tudomanyos
eredményeket tartalmaz. Példaként emliteném, hogy akut hatast vizsgalva, elséként mutattak
ki a TRPV1-agonista resiniferatoxin (RTX) nociceptiv hokiiszobot csokkentd hatasat éber
allaton. Ugyanakkor, az RTX hossz tava hatasat vizsgalva, azt talaltak, hogy el6szor 1
oraval a beadast kovetden, majd 5 napon &t tapasztalhatdé volt egy reverzibilis hokiiszob-
emelkedés.

Kérdés: 7) Az RTX-nek ezen (1 ératdl 5 napig terjedd) deszenzibilizald hatasa mogé milyen
molekularis mechanizmust kell elképzelniink?

A Jelolt részletesen taglalja az enyhe traumaval kivaltott hdkiiszobcsokkenésen alapuld
termalis allodynia-modell validdlasdval kapcsolatos munkakat. A hdkiiszob mérésére az
Experimetria Kft.-vel kozosen Kkifejlesztett késziilék és a modszer is egyszerli, mégis,
megbizhatonak bizonyult. A miiszert és magat az eljarast a 33. dbra szemlélteti. A kisérlet
soran két kézzel megfogjak az éber patkanyt, melynek hats6 labat belemeritik egy emelkedd
hémérsékletii vizfliirdébe (33. abra B). Ho-kiiszobként azt a hémérsékletet tekintik, amikor az
allat kihtizza a 1abat a folyadékbol.

Kérdés: 8) Nem fordulhatott eld, hogy az allat egyszeriien menekiilni igyekezett a kisérletez6
kezébdl, azért huzta ki a labat?

Ahogy korabban is emlitettem, szamomra sok érdekes, értékes eredményt és megallapitast
tartalmaz ez a fejezet. Tobbek kozott, az elsd dokumentalt kisérletet, amelyik a hétrauma fél
oran beliil bekovetkezé hokiiszob-csokkenté hatasat (7 — 8 °C —r6l van szo!) bemutatta.
Mindezt termalis allodynia-ként tekintik.

Kérdés: 9) Mi lehet az oka annak, hogy Melzak-ék kisérleteiben a hiperalgézia mindkét
végtagon kialakult, mig a Jelolt kisérleteiben csak a hétraumanak kitett ldbon volt hokiiszob-
csokkenés?

A kérdést annal is indokoltabbnak érzem, mert egy késdbbi fejezetben keriil részletes
ismertetésre a decentralizalt nociceptorok kémiai izgatasaval kivaltott tdvoli termdlis
antiallodynia jelensége. (Igaz, ott kémiai ingerlés torténik, itt pedig hétrauma, ott
antiallodynias hatast talaltak, itt inkabb az ellenkezdjét), Mégis, a nociceptorok ingerlésével
(akar kémiai, akar ho) fellépd ,,szenzokrin” jelenség utdn azt varnam, hogy mindkét végtagon
érzékelhetd lesz valamilyen hatds (hokiiszob csokkenés vagy novekedés). Elso
megkozelitésben Melzak-¢k eredményei talan nagyobb Osszhangban vannak a tavoli termalis
antiallodynia esetén leirtakkal, mint az itteni sajat eredmények, hogy tudniillik csak a
hétraumanak kitett labon volt hokiiszob-valtozas (jelen esetben csokkenés) megallapithato.

A 4. fejezet legfontosabb #j eredményeinek a kovetkezoket ismerem el:
- Két miiszer kifejlesztése és harom allodynia-modell kidolgozdsa és validdldsa,
melyek hékiiszébvdltozdasok mérésén alapulva, rendkiviil kis valtozdsok jol
reprodukdlhato detektdldsat teszik lehetévé.



- Modelljeik segitségével, els6ként végezték el kiilonb6z6 gyogyszergyadrak dltal
kifejlesztett TRPV1-receptor-antagonistdk szisztematikus &sszehasonlito
vizsgdlatat.

- Kimutattdk, hogy az enyhe hétrauma akut (kb. 60 perc), mig a talp bemetszése
legaldbb 1 hétig tarto kronikus hékiiszobcsékkenést okoz.

Az 5. fejezet azokat a kisérleteket tartalmazza, melyben nociceptiv hokiiszob mérésével a
TRPV1-receptor funkciojat ¢és a termonocicepcidé mechanizmusat vizsgaltdk. Fontos
megfigyelés volt pl. az, amit az enyhe hétraumaval és plantaris bemetszéssel kivaltott termalis
allodynia mechanizmusainak 6sszehasonlité vizsgalatai sordn tettek. Ennek egyik 1ényeges
megallapitasa, hogy az antagonistakkal ill. enzimgatlokkal nyert gatlasi szdzalékok Osszege
tobb, mint szdz, ami arra mutat, hogy a mediatorok kozott interakcidé van, hatasuk kozos
célstrukturara irdnyul, és egy ilyen célpont maga a TRPV 1-receptor.

Szép kisérletsorozat volt a TRPV1-csatornan hat6 zsirsavamidok in vitro és in vivo
vizsgalata. A komplex megkodzelités, sokoldalu elemzés vildgosan megfogalmazott
eredményeket hozott, melyek koziil én a legfontosabbnak az alabbiakat tartom:

1) az OLDA (N-oleoildopamin) ¢és a 3-MOLDA (metil-N-oleoildopamin) TRPV1-
receptor agonista (bar kevésbé potens, mint a kapszaicin vagy RTX)

2) a 4-MOLDA ¢s az OEA (N-oleoiletanolamid) TRPV1-antagonista, (bar az
anatgonizmus pontos tipusa nem volt megallapithato)

3) bar a kisérletekben az anandamide kizarolag CBj-receptor-agonistaként viselkedett, de
képes volt aktivalni a TRPV1-receptort is, de magasabb koncentracional, mint ami a
CB;-receptor stimulaciohoz kell.

Ertékes részét képezi az értekezésnek az az alfejezet, mely a protein-kindz A és a protein-
kindz C szerepét vizsgalja a TRPV1-receptor érzékenységének maghatarozasaban. Ezekbdl a
vizsgalatokbol az deriilt ki, hogy a TRPVl1-receptor agonistdk iranti érzékenységének
beéllitadsaban a PKA-nak fontos szerepe van, mig a PKC nincs.

Az értekezés kisérletes részét bemutatd utolso alfejezetek egyike a decentralizalt nociceptorok
kémiai ingerlésével kivaltott tdvoli antiallodynias hatas vizsgalataval foglalkozik.
1) Bizonyitottak, hogy a periférias nociceptorok izgatasa tavoli antiallodynias hatast valt
ki, ami a CNS-t61 fiiggetlen.
2) Ebben a hatasban igazoltak a szomatosztatin és az endogén opioidok szerepét.
3) Mindezt “szenzokrin” hatasnak nevezték, amit a peptiderg nociceptorok harmadik
funkcigjaként irtak le.

Kérdések: 10) Mennyi ideig és mennyire tekinthetd ,,miikodoképesnek™ az idegatmetszéstdl
disztalisan 1évé axon-csonk, rajta a receptorokkal? Miuikodoképesség alatt értem az
antiallodynias hatast kivaltd szomatosztatin felszabadulast. 11) Maga az idegatmetszés nem
okozza-e az ilyen antiallodynias hatasu anyagok felszabadulasat?

Egy kisérletsorozatban egéren a TRPV1- és a TRPAl-ioncsatorndk szerepét vizsgaltak a
nociceptiv hokiiszob meghatarozasaban és a nociceptiv reakciokban. Ezen kisérletek soran tett
megfigyelések egy élettandszban olyan kérdéseket vetnek fel, hogy pl.

Kérdések: 11) Vajon mi a jelentsége, egyaltalan, van-e jelentésége annak a —szamomra
meglepd- észleletnek, hogy a TRPV1 szerepét illetden markans kiilonbség van a farok ¢€s a

talp kozott? Ehhez kapcsoléddéan, a TRPA1 hidegnocicepcioban betoltott szerepét is
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vizsgaltak, és érdekes modon, ez is csak farkon volt kimutathatd, de a talp bérében nem.
Funkcionalis szempontbdl varhato lenne, hogy a talp bore legaldbb olyan jelentdséggel bir a
hével kapcsolatos nocicepcioban, mint a farok. 12) Adhaté-e erre valamilyen magyarazat?

Megjegyzés: A TRPV1-receptor-agonistakkal kivaltott deszenzibilizaci6é vizsgalata soran, a
80. abran a kapszaicin €s a RTX kiilonb6z6 doézisainak hosszu tavu hatasat vizsgaltak. Talan
érdemes lett volna a szolvens hatasat/hatastalansagat is feltlintetni az abréan.

A 5. fejezet legfontosabb #j eredményeinek a kovetkezoket ismerem el:
- Kimutatta, hogy az; OLDA és a 3-MOLDA TRPVl1-receptor agonista, a 4-
MOLDA és az OEA TRPVI-antagonista
- Bizonyitotta, hogy a periférias nociceptorok izgatdsa tavoli antiallodynids hatdst
valt ki, ami hatds a CNS-t6l fiiggetlen.
- A tavoli antiallodynias hatisban igazoltik a szomatosztatin és az endogén
opioidok szerepét.

A fentiek alapjan egyértelmiien kitinik, hogy Pethd doktor nemzetkdzi szinten végzi
tudomanyos munkajat, melyet publikacios tevékenysége is igazol. Ertekezésében tobb eredeti
megallapitast tett, és eredményeit rendszerbe foglalta. Véleményem szerint dr. Pethé Gabor
értekezése messzemenden teljesitette a doktori fokozat megszerzésével tdmasztott
kovetelményeket, alkalmas a nyilvanos vitara. Tisztelettel javaslom a Biralo Bizottsdgnak az
értekezés elfogadasat és dr. Pethd Géabor részére az MTA doktora cim odaitélését.

Szeged, 2018. junius 28.
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