Biralat dr. Nagy Istvan ,,Az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek szerepe az
elsodleges fajdalomérzo idegsejtek érzékenységének és aktivitasanak szabalyozasaban”

cimt MTA-doktori értekezésérol

Formai megjegyzések

Az értekezés érdemi szoveges része 195 oldal terjedelmii: 5 oldalas 6sszefoglalas, 48
oldalas bevezetés, 2 oldalas célkitlizések, 102 oldalas eredményleiras, 27 oldalas megbeszélés
¢s 9 oldalas roviditett modszertani leirdas. Ehhez jon a doktori mili alapjat képeuzd sajat
kozlemények listaja (4 oldal) és a kb. 430 tételt tartalmaz6 irodalomjegyzék. Az értekezés a
tudomanyos disszertaciok szokasos formai kdvetelményeinek megfelel. A dolgozatnak erénye
¢és egyben hatranya is a nagyfoku strukturaltsig. Az — egyébként dicséretes — decimalis
beosztas helyenként 7 szintet foglal magaba, ami 200 oldalndl rovidebb mi esetében
tulzasnak tlnik. A rengeteg alcim fragmentalttd teszi az irasmiivet, kissé rontva az
attekinthetdséget. Szintén neheziti az olvasast, hogy a dicséretesen nagy szamu idézet
szoveges formaban (szerzd és évszam) jelenik meg, egyes helyeken akar 14 sornyi (!)
hossztisagban (pl. a 181. oldalon). Helyesebb lett volna szamokkal végezni a hivatkozast.
Kissé szokatlannak talalom, hogy az eredeti tudomanyos felismerések felsorolasaval kezdddik
az értekezés érdemi része. Ezek attekintését nehezitik egyrészt a roviditések, amelyek
magyarazata csak az értekezés késobbi részeiben van feltiintetve, masrészt az a tény, hogy az
olvas6 még semmit sem tud a témardl (legalabbis a szerzétdl). Hasonld6 megfontolasok
alapjan a rakovetkezé Osszefoglalas fejezet is inkabb az értekezés végére kivankozna.

Az értekezés szamos oldala (pl. 4-8, 13-14, 39-40, 49-52) kisebb betiimérettel és
sork6zzel irodott. Harom hivatkozott abra hianyzik (5.11, 5.47, 5.48), a 119. oldal pedig
duplikatumban jelenik meg. Az értekezésben szamos helyesirasi hiba talalhato, pl. akut (tobb
helyen), amindsav (t6bb helyen), beliil (tobb helyen), tetramér (t6bb helyen), jeldlt, metil,
allil, nitrikoxid, kabbaninoid (t6bb helyen), alsé index elmaradidsa CB;, PGE, esetében,
hipokampusz. A disszertacioban 45 eliitést talaltam.

A doktori mii fontosabb eredményei és azok értékelése

Az értekezés nagy mennyiségii (tobb mint 100 oldal terjedelemben bemutatott), jol
dokumentalt kisérleti eredményt mutat be logikus struktirdba agyazva. Az eredmények
tulnyomo tobbsége nivos nemzetkozi folydiratokban jelent meg, ami garancia azok magas
mindségére. A felhasznalt dolgozatok zomében a jelolt elsé vagy utolsé szerz6, ami jelzi,
hogy vezetd szerepet jatszott azok elkészitésében. A hivatkozott kozlemények magas szdma
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bizonyitja, hogy a szerzd jol ismeri témdja szakirodalmi hatterét. A doktori mi
targyaldsmodja szabatos, preciz. Minden kisérletsorozat leirasanak elején révid bevezetdben
megadja a kisérletek kozvetlen el6zményeit, majd az eredmények prezentdldsa utadn levonja a
legfontosabb kovetkeztetéseket. Mindez jol kovethetévé teszi a dolgozat gondolati
vezérfonalat.

Az értekezés témavalasztasa korszerti, mivel a tanulmanyozott nociceptiv primer
afferens neuronok periférids végzddései kiemelkedd szerepet jatszanak a fajdalom
kialakulasaban. Ennek ellenére nem rendelkeziink olyan analgetikummal, amely ezen
idegelemek szelektiv blokkoldsaval hat. Emiatt felértékelédik minden olyan kutatds, amely
ezen nociceptiv idegvégzodések miikodését vizsgalja. Az utdbbi két évtizedben sikertilt
azonositani az ioncsatorndk egy ujabb alcsoportjat, a termoszenzitiv TRP-csatornékat,
amelyek kiemelt szerepet jatszanak nemcsak a termonocicepcidoban, hanem a kémiai
ingerekkel keltett fajjdalomban is. Ezek sokat vizsgalt prototipusa a TRPV 1-receptor/csatorna.
Harmadrészt ugyancsak viszonylag 1j felismerés, hogy az endogén kannabinoidok
hagyomanyos (CBj- és CB,-tipusu), G-proteinhez kapcsolt receptoraikon kiviil képesek
aktivalni a TRPV1-csatorndt is. Nagy Istin munkéissaga a fentiekben vazolt teriilethez
kapcsolodik: az endogén kannabinoid anandamid hatédsait vizsgalta a nociceptiv elsédleges
érzoneuronokban, kiilonos tekintettel a CB; és a TRPV1 altal kozvetitett hatasokra.

A szerzd kisérletei uttoronek szamitanak a primer afferens neuronok forrd ingerekre
adott valaszénak vizsgédlatdban. Kimutatta, hogy a forrd ingerekre adott vélasz alapjan
alacsony és magas kiiszobli neuronok kiilonboztethetok meg, és hogy az elébbi csoport
kapszaicinre is reagal, felvetve annak lehet6ségét, hogy az alacsony kiiszobli h6valaszért a
TRPV1 felel6s. A szerzd igazolta a TRPV 1-receptor expresszidjat a primer afferens neuronok
sejttestén és periférias nyalvanyain. Kimutatta, hogy a TRPV1 és a CBj-receptor jelentds
kolokalizaciot mutat. Szisztematikus munka eredményeképpen igazolta az endokannabinoid
rendszer legfontosabb elemeinek, ugy mint az anandamidot szintetizal6 és lebontd enzimek,
valamint a CB; kannabinoid receptor expresszidjat a primer afferens neuronokban. Ezek
TRPV1-gyel val6 kolokalizaciojara is talalt bizonyitékot. Mindezek alapjan jogosan veti fel
annak lehetdségét, hogy az elsddleges érzoneuronokbol szarmazd anandamid
autokrin/parakrin mediatorként hasson mind a CB;- kannabinoid, mind a TRPV1-receptoron.
Kimutatta, hogy az els6dleges érzé neuronok képesek az anandamid szintézisére. Ezutan tobb
kisérletes elrendezésben igazolta, hogy az anandamid alacsonyabb koncentracioi a CB;-
receptor kozvetitésével gatoljak a TRPV1-et, mig a magasabb koncentraciok szintén a CB;-
receptor révén serkentd hatastiak a TRPVI1-re. Kiemelkedd fontossdgu kisérletekben azt
talalta, hogy gyulladdsos mediatorok jelenlétében az anandamid TRPV1-gétl6 hatdsa gyengiil,
ellenben TRPV1-aktivald hatasa feler6sodik: pl. egy adott koncentracio, amely
alaphelyzetben gatlo hatast, a gyulladdsos mediatorok jelenlétében excitatoros hatasu.
Igazolta, hogy a CBj-receptor vélhetéen konstitutiv aktivitasa ill. egyéb mechanizmusok
révén szenzitizalo hatast fejt ki a TRPV1-re. Kimutatta, hogy a CBj-receptor és a TRPV1
kozott direkt molekuldris interakcio johet 1étre. Az eddig emlitett kisérletek zomében a primer
afferens neuronok sejttestén torténtek a mérések. Az utolsé kisérletsorozatban e neuronok
axonjat és periférids végzddését tartalmazo hugyholyag falanak motoros aktivitasat analizalva
kimutatta, hogy az anandamid a TRPV1 aktivalasa révén fokozza a holyag motilitasat.
Igazolta, hogy a hdlyag gyulladdasa anandamidszintézist indukal, és ezen 4gens részt vesz a
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fokozott holyagmotilitas kialakuldsdban. Ezek a kisérletek kiterjesztették az endovanilloid
rendszerrel kapcsolatos ismereteket a mnociceptiv érzéneuron periférids termindlisaira
vonatkozoan.

Megitélésem szerint Nagy Istvan fentiekben Gsszefoglalt eredményei jelentdsek, és
érdemben gyarapitjak ismereteinket az endokannabinoid rendszer mukodésérdl. Kisérleti
eredményeinek gyogyszerfejlesztési szempontbol is lehet relevancidja analgetikumok
fejlesztésének vonatkozasdban egyrészt az anandamidot szintetizald enzimek gatlasa,
masrészt a CBj-receptor kozvetitette TRPV1-szenzibilizacio gatlasa révén. Az alabbiakban
felsorolt kritikai megjegyzéseim nem érintik a dolgozat f6 allitasainak és kovetkeztetéseinek a
validitasat. A megjegyzések szamossaga ellenére meg vagyok gyézddve arrol, hogy a jelolt
értékes munkassaggal rendelkezik, és az irasmii megfelel az MTA doktori disszertacid
tartalmi kovetelményeinek is.

Tartalmi kritikai megjegyzések
Bevezetés

A bevezetést kissé hosszinak taldltam. Pl. a TRPV1-receptor molekularis struktirdjdnak
kozel 7 oldalas leirasa feleslegesen hosszu, mivel ilyen irdnyl (molekularis) kisérletekrél nem
esik sz6 a disszertacioban.

A szerz6 véleményével ellentétben megitélésem szerint a piperin nem tartozik a
vanilloidokhoz (17. oldal), mivel nincs meg benne a ,,3-metoxi, 4-hidroxi-benzol” struktuira.
A 3.1.1.2.1.1.2. pontban hianyzik a 2-arachidonil-glicerin megemlitése mint a TRPV1
aktivalasara képes endogén agens.

A 24. oldalon a szerz6 polimodalis receptorként emliti a TRPV1-et. Szerencsésebb lett volna
a multimodalis jelz6t alkalmazni, mivel a polimodalis receptorok a szakirodalomban
elfogadott modon a szenzoros idegvégzodések egyik csoportjat jelentik.

A 31. oldalon emlitésre keriil, hogy a CB;-receptor ligandumkdotédés hidnyaban is mutathat
aktivitast, és ennek az alapaktivitasnak a gatlasa magyarazhatja egy sor CBj-antagonista
biologiai hatasat. Ez a nézet ellentétben all a receptorfarmakologia alaptételével, miszerint
agonista jelenlététdl fiiggetlen, Un. konstitutiv receptoraktivitdst csak az inverz agonistdk
képesek gatolni, a tiszta vagy mas néven neutralis antagonistak nem.

A THC a tetrahidrokannabinol roviditése (32. oldal). Ugyanitt a szerz6 kannabidinolt emlit,
de gyanitom, hogy a kannabidiolra gondolt.

A 3.3.1.2. pontban az anandamid lehetséges transzportmechanizmusait mutatja be a szerzo, de
nem emliti, hogy milyen iranyt (honnan hova?) transzportrdl van sz6? Ugyanez vonatkozik
az anandamid lebontasara is (3.3.1.3. pont): nincs emlités arrol, hol zajlanak a vazolt reakciok.



A 3.4. pontban a szerz0 részletesen jellemzi az els6dleges érz6 idegsejtet, am nem kozli, hogy
ennek a sejttipusnak egy altipusa a korabban is és ebben a pontban is targyalt hats6é gyoki
idegsejt. A leiras kapcsan konzekvensen csak egy sajat 6sszefoglald kozleményére hivatkozik,
azt a benyomast keltve, mintha e sejttipus teljes anatomiai és funkciondlis leirdsa az 6
munkassagat képezné. Helyesebb lett volna erre a sajat munkara review-ként hivatkozni (for
rev. see).

Nem értek egyet a szerz6 azon allitasaval, hogy a C-neuronok mind nociceptivek (42. oldal);
ismertek ugyanis alacsony kiiszobli mechanoreceptorok ¢és termoreceptorok is ebben a
rostpopuléacioban.

A 44, oldalon emlitett (fesziiltségkapcsolt” ioncsatorndk helyes megnevezése
fesziiltségfliggd. A ,tetradotoxin” helyes megnevezése tetrodotoxin.

Apré hibanak mindsiil a polimodalis nociceptorok periférids végzddéseibdl felszabadulod
agenseket (pl. neuropeptidek) atvivd anyagoknak (azaz transzmittereknek) mindsiteni. A
centralis végzOdés esetében ezek tényleg neurotranszmitterként vagy neuromoduldtorként
funkcionalnak, de a periférias végz6désbdl felszabadulva és nem-neuronalis sejtekre hatva
inkabb mediatoroknak tekinthetok.

A 48. oldalon a szerz6 a neurogén gyulladas egyik alapjaként emliti az axonreflexet, bar sem
elébbi, sem utobbi fogalmat nem mondja ki explicit modon (a szdvegkdrnyezetbol
ugyanakkor egyértelmiien kideriil, hogy ezekre a fogalmakra gondol). Megjegyzendd, hogy
Szolcsanyi vizsgalatai igazoltak, hogy a neurogén gyulladas az axondlis vezetés gatlasa esetén
is kivalthato, tehat az axonreflex nem Sine qua non-ja a neurogén gyulladasnak (for rev. see
Szolcsanyi, 2004). A 49. oldalon definialt neurogén gyulladas mint jelenség kapcsan a szerzd
harom, az utobbi 4 évben megjelent kiilfoldi szakirodalomra hivatkozik, noha ezt a jelenséget
mar Jancso Miklos is vizsgalta a mult szazad hatvanas éveiben.

Eredmények
Az 5.6. abra kapcsan sz6 esik az NGF-r6l, de a roviditésének magyarazata hianyzik.

Az 5.2.4. pont leirdsdbol (76. oldal) nem deriil ki, hogy milyen moddszerrel mérték az
intracellularis Ca®*-koncentraciot.

Az 5.40. és az 5.41. abran nincs szignifikanciajelzés ¢és hianyzik az X-tengelyen a
koncentracio.

Az 5.46. abrabol, illetve annak abrafeliratabol sem deriil ki a kapszaicin koncentrécioja.

Az 5.7.2.1. pontban a szerz6é gyulladdsos koriilményekrdl tesz emlitést. Onmagéban néhany
gyulladasos mediator vagy PKA, PKC trkA aktivaciot kivalto agens adasa in vitro
rendszerben nem tekinthetd ekvivalensnek az akut gyulladasos reakcidval, ahol vazodilatéacio,
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plazmaextravazacié stb. 1ép fel. Helyesebb lett volna ugy fogalmazni, hogy ,,gyulladasos
mediatorok jelenlétében”.

Tobb helyen is (pl. 124. oldal utolsé sora) emlitésre keriil az anandamid TRPV1-en kifejtett
»potencialja”. Véleményem szerint az angol ,,potency” szé nem megfeleld forditasardl van
sz0. A helyes magyar megfeleld a hataserdsség.

A szerzé nem emliti a 8-Br-cAMP hatasmodjat (125. oldal).

Az 5.63. és 5.64. abran bemutatott eredmények kapcsan hidnyzik mind az anandamid, mind a
kapszaicin koncentracidja (az dbran, az dbramagyarazatban és a szovegben sem talalhato).

Az 5.74. abra kapcséan a szerz6 nem targyalja a rimonabant hatésat.

Az 5.9. pontban az RTX-el6kezelés gatlo hatas alapjan a szerzé arra kovetkeztet, hogy az
anandamid a TRPV1 aktivalasa révén fokozza a holyagkontrakciok frekvenciajat. Azonban 6
maga is emliti a 152. oldalon, hogy az RTX a TRPVI-et expresszald idegvégzddés
deszenzibilizacidjat tudja kivaltani, emiatt megitélésem szerint csak arra lehet kdvetkeztetni,
hogy az anandamid olyan receptor aktivaldsaval hat, amely a TRPVI-et kifejezd
idegvégzddésen van. Tovabba zavaro, hogy sem a szovegbdl, sem az abrakbol nem dertil ki,
milyen koncentracioban adtdk az RTX-et.

Kérdések a doktori miivel kapcsolatban

1./ A 63. oldalon vazolt argumentacio csak abban az esetben érvényes, ha feltételezziik, hogy
csak egyfajta, alacsony kiiszobli héérzékeny ioncsatorna létezik, a TRPVI1. A 74. oldalon
bemutatott kordiagram véleményem szerint ugy is magyarazhatod, hogy a primer szenzoros
neuronokban a TRPV1-en kiviil mas, alacsony kiiszobli héérzékeny ioncsatornak is
expresszalodnak (pl. TRPM3, anoktamin 1). Mi errél a szerz6 véleménye?

2./ Hogyan magyarazhat6, hogy a TRPVI1 Ca?*-permeabilitdsa kb. kétszer akkora
kapszaicinnel torténd aktivalaskor, mint hdvel torténd stimuldcidé soran (70. oldal elsd
bekezdés)?

3./ Az 5.15. abraval kapcsolatban nincs emlités arrdl, hogy a KCI milyen mechanizmussal
néveli az intracellularis Ca?*-koncentraciot?

4./ Az 5.6.2. pontban miért nem direkt modon emelték a fiziologias szint folé a Ca®'-
koncentraciot (104. oldal)? A TRPV1 megnyitdsa nemcsak Ca®*-, hanem Na'-szignalt is
eredményez mas kovetkezmények mellett.

5./ Az 5.7.3.4. pontban leirt kisérletek diszkusszidja soran a 176. oldalon a szerz6 azt a tényt,
hogy a 20:4 NAPE adagolas soran (ami endogén anandamidszintézishez vezet) a CB; receptor
blokkoldsa csokkenti az endogén anandamid excitatorikus hatdsat, azzal magyarazza, hogy
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feltételezi a CB; receptor konstitutiv excitatorikus hatasat a TRPVI1-en. A G-proteinhez
kapcsolt receptorokra jellemzd konstitutiv aktivitds 1ényege azonban az, hogy agonista
hianyaban mutatnak hatast. Konstitutiv CB; receptor aktivitasra akkor lehetne kovetkeztetni,
ha anandamid hianyaban csokkentené az inverz agonista rimonabant a TRPV1 aktivitasat. A
szerz altal vizsgalt rendszerben jelen azonban jelen volt az agonista, az endogén anandamid.
Kérem a szerzot, hogy adjon rovid 0sszefoglalot minden olyan adatarol, amely a CB-receptor
konstitutiv aktivaciojat tdmasztja ala.

6./ Az 5.64. abra szerint a CBj receptor hidnya csak kb. 40%-kal csokkentette az
anandamiddal kivaltott Ca’*-tranzienst. Milyen receptor kozvetitette a maradék 60%-0s
valaszt?

7./ A CB;-receptor mRNS-e minden ACR neuronban, a COR neuronok zémében, sét még az
NR neuronok felében is kimutathato volt. Az utdbbi két adat fényében valdsziniisithetd, hogy
a CBj-receptor mRNS-ének jelenléte nem feltétleniil jelenti funkcidképes receptor
expressziojat. Emiatt megitélésem szerint a jelolt tal konnyen elvetette azt a lehetdséget, hogy
funkcionélis CBj-receptor tényleg csak az ACR neuronokban van (ldsd 5.8.1.4. pont elsd
bekezdése). Mi errdl a szerzd véleménye?

8./ Az in vitro kisérletekben a szerz6 a kapszazepint 5 vagy 10 uM koncentracidban hasznalta.
Bar ezeknek a koncentracioknak a TRPV1-szelektivitasat is megkérddjelezték (Docherty et
al., 1997), nagyon sok vizsgalatban hasznaltak/hasznaljak a 10 uM kapszazepint a TRPV1
blokkolasara. Ugyanakkor a hugyholyaggal kapcsolatos tovabbi kisérletekben a szerz6 50 uM
kapszazepint alkalmazott (5.75., 5.77., 5.79. és 5.81. abra). Miért kellett ez a magasabb
koncentracio, és tortént-e vizsgalat ennek a TRPVI1-szelektivitdsdra vonatkozodan, illetve
ismeretes-e ilyen adat a szakirodalombol?

9./ A szerzd legtobb kisérletében vagy exogén anandamidot alkalmazott, vagy a szintézis
serkentésével, illetve a lebomlas gatlasaval megnovelte az endogén anandamid szintjét. Tehat
Egyik kérdésem, hogy ismeretes-e olyan sajat vagy irodalmi adat, amely alapjan megitélhetd,
hogy a fenti médokon nem manipulalt helyzetben (gyulladdsos vagy neuropatids fajdalom in
vivo modelljében) is kialakul-e az anandamid excitatoros, pronociceptiv hatasa? Masik
kérdésem, hogy van-e barmilyen tdmogaté adat arra vonatkozodan, hogy ilyen in vivo
modellekben  el6fordul olyan  magas  anandamidszint, amely a  TRPV1
szenzibilizacidjdhoz/aktivacidjdhoz sziikséges?

10./ Kozismert a kannabisz fajdalomcsillapitd hatasa, féleg neuropatias fajdalomban. Egy
standardizalt kivonat, a nabiximols egyes orszagokban torzskonyvezett készitmény bizonyos
tipusu neuropatias fajdalmak kezelésére. A szerzé adatai viszont azt sugalljak, hogy PKC,
PKA aktivacidja soran — ami neuropatiaban is eléfordul — az anandamid hatdsa a TRPV1-

------

endogén kannabinoidok hatésa k6zotti ezen ellentmondas?
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Uj, fontos eredményként a szerzé alabbi téziseit fogadom el

1./ Az alacsony és magas kiiszobli héérzékeny nociceptiv primer afferens neuronok
felismerése ¢€s elkiilonitése, valamint ezen neuronpopulécidban az alacsony kiiszobii ho- és a
kapszaicinérzékenység  Osszefiiggésének  feltarasa egész neuron-, illetve egyedi
csatornaszinten.

2/ A CBj-receptor, a FAAH, a NAPE-PLD ¢és a kalciumra nem érzékeny
anandamidszintetizalo enzimek expresszidjanak felfedezése a nociceptiv primer afferens
neuronokban. Ezek koziil a CBj-receptor, a NAPE-PLD ¢és a kalciumra nem érzékeny
anandamidszintetizal6 enzimek TRPV1-gyel val6 kolokalizaciojanak a feltarasa.

3./ Az elsbdleges érz6 neuronokbol torténd anandamidfelszabadulas kimutatasa.

4./ Az anandamid kettds (CBi-kozvetitett gatld és TRPV1-kozvetitett serkentd) hatasanak
kimutatdsa elsddleges érzé neuronokban. A CBj-receptor kozvetitette gatlds gyengiilésének,
illetve a TRPV1-kozvetitett excitacio feler6sodésének kimutatasa gyulladasos mediatorok
hatéséra.

5./ Az eclsédleges ¢érz6 neuronokban képz6édd anandamid TRPV1-kozvetitett serkentd
hatasanak felfedezése. A CBj-receptor TRPV1-szenzibilizalo hatdsanak kimutatasa. A CBi-
receptor és a TRPV1 kozotti direkt molekularis interakcid felfedezése.

6./ Az anandamid TRPV1-kozvetitett, htigyholyagaktivitast fokozo hatasanak felfedezése. A
ciklofoszfamiddal keltett holyaggyulladas anandamidszintézist kivalté hatdsanak kimutatasa,
a gyulladas holyagaktivitast fokozo hatdsaban az anandamid szerepének a kimutatasa.

A doktori miiben felsorolt eredményeket hitelesnek és az MTA doktora cim megszerzéséhez
elegenddnek tartom, a doktori miivet nyilvanos vitara alkalmasnak mindsitem.

Pécs, 2020. marcius 17.

Dr. Peth6é Gabor
egyetemi tanar
az MTA doktora



