Valaszok Dr. Katona Istvan Tudomanyos Tanacsadd, Osztalyvezetd Ur biralatara
Tisztelt Osztalyvezeté Ur,

Nagyon kdszéndm az Akadémiai Doktori Ertekezésem végteleniil konstruktiv és
nagyon alapos biralatat. Szamomra oriasi megtiszteltetés, hogy a vilag egyik vezetd
kannabinoid kutatéja biralta az Ertekezésemet, és erre a biralatra valaszolhatok.
Szintén driasi megtiszteltetés, hogy munkamat a Hégyes Endre, Jancso Miklos,
Jancsé-Gabor Aurélia, Jancsd Gabor és Szolcsanyi Janos altal lerakott kapszaicin
kutatas utvonalaba illeszti. H6gyes Endre, Jancso Miklos és Jancso Gabor uttord
munkassaga és iskolateremtése meghataroz6 a magyar kapszinnel kapcsolatos
élettani kutatasokkal kapcsolatban. H6gyes Endre majdnem 150 évvel ezel6tt
szuletett, a kapszaicin fogyasztas hatasarol szolo, illetve Jancsé Miklds tébb mint 55
évvel ezel6tt sziletett, a neurogén gyulladas lehetséges mechanizmusairdl szolé
tudomanyos leirasainak az olvasasa ma is élményszamba megy.

A Tisztelt Biralo kérdéseire, tartalmi megjegyzéseire a kdvetkezdket tudom
valaszolni:

1. A dolgozat egyik kbézponti témaja, amelyet sok kisérletben vizsgalt a szerz8, hogy
a CB1 cannabinoid receptorok hogyan szabalyozhatjdk a TRPV1 ioncsatorna
mikodését. A kbzponti idegrendszerben ugyanakkor a szabalyozasi mechanizmus
iranya pont forditott. Lee et al 2015 Journal Neuroscience tanulmanya leirja, hogy az
anandamide és/vagy rokon N-acil-etanolaminok a TRPV1 aktivalasan keresztil
csbkkentik a 2-AG endokannabinoid termelését, ami pedig alacsonyabb ténusos
CB1 receptor aktivaciohoz, azaz gyengébb endokannabinoid jelhez vezet. Ez a
modell elsé lépéseiben egyezik Mario van der Stelt és munkatarsainak attéré
munkajaval (2005, EMBO Journal), amely a hatsészarvi ganglionok neuronjaiban az
anandamid intracellularis TRPV1-en keresztiili kalcium felszabadité hatasat irja le,
raadasul a 2-AG szintéziséhez szintén kalcium szint emelkedésre van sziikség.
Kérdésem, hogy figyelembe vették-e kollégaival az ellentétes iranyu jelatviteli
mechanizmus létezését a gerincvelbi hatsé gydki ganglionok neuronjain végzett
meéréseiben és vannak-e esetleg olyan eredmények a dolgozatban, vagy akar
publikélatlanul, amelyek megerdsithetik, vagy elvethetik ennek a mechanizmusnak a
miikédését a DRG-ben.

A megjegyzés/kérdés az endokannabinoidom miikédésének egy nagyon izgalmas
kérdését feszegeti, nevezetesen, hogy a CB1 receptor és a TRPV1 hogyan
befolyasoljak egymas miikddését az idegrendszerben. Ezeket az egymast
befolyasol6é hatasokat természetesen alapvetéen meghatarozza, hogy az
endokannabinoidom egyes elemei milyen cellularis és szubcellularis kifejezédési
mintazatot mutatnak. Ugy tlinik, hogy az idegrendszer kiildnb&z6 teriiletein, ezek a
kifejez8dési mintazatok kulénbozéek.

A munkank soran vizsgalt elsédleges érzb idegsejteken a CB1 receptor és a TRPV1
nagyfoku egyuttes kifejez6dést mutat. A CB1 receptort és a TRPV1-t egylttesen
kifejezd sejtek egy jelentés része anandamidot szintetizal és FAAH-t is kifejez. Ezt az
altalunk leirt molekularis elrendez6dést egészitik ki a Tisztelt Biralé és munkatarsai
altal kimutatott MAGL enzim kifejez6dése az els6dleges érzd idegsejtekben, valamint
a 2-AG-t szintetizalé DGLa enzim kifejez6dése a gerincveldi masodlagos érzé
idegsejtekben.

A Lee és munkatarsai (2015) irigylésre méltéan elegans kisérletei soran vizsgalt
hippokampusz piramis sejtek periszomatikus kapcsolataiban a TRPV1, CB1
receptor, anandamid és 2-AG szintézis és a FAAH és MAGL kifejez6dés mintazata
jelentdsen kiildnbdzik az elsédleges és masodlagos érzé idegsejtek kdzotti



szinapszisokban talalt kifejez6dési mintazattdl. igy, a CB1 receptorok és TRPV1
kifejez6dés sejtes elkulonilést mutat, a CB1 receptor a preszinaptikus membranban,
mig a TRPV1 a posztszinaptikus dendritben fejez6dik ki. Raadasul, a TRPV1 nem a
plazma membranban, hanem intracellularis membran struktirakon talalhaté. Mind az
anandamidot mind a 2-AG-t szintetizalé enzimatikus apparatus azonban a
posztszinaptikus sejtekben fejezddik ki. Ugyanakkor, ismét szemben az elsédleges
érz6 idegsejtekkel, a FAAH és MAGL kifejez6dés is sejtes elkilonilést mutat, a
FAAH-t a posztszinaptikus sejtek, mig a MAGL-t a preszinaptikus sejtek fejezik ki.

A kifejez6dési mintazatok alapjan, az elsédleges érzd idegsejtekben lehetéség van
kétiranyu direkt TRPV1 - CB1 receptor interakciora, vagy a FAAH vagy MAGL Aaltal
szabalyozott anandamid, illetve 2-AG altal kézvetitett indirekt interakciora. A
periszomatikus kapcsolatokban csak a TRPV1 és a CB1 indirekt interakcidja
lehetséges. Ebben az indirekt interakcidban (az anandamid kozvetitésével) a TRPV1
aktivalasa gatolja, (a 2-AG szintézis gatlasa utjan), a preszinaptikus CB1 receptor
ligand-indukalt tdnusos aktivalasat. Az Ertekezésben bemutatott adataink alapjan az
elsédleges érzd idegsejtekben mind a direkt mind az indirekt interakcié iranya
valoban forditott, hiszen a CB1 receptor aktivitasa befolyasolja a TRPV1 aktivitasat.

Azonban, az endokannabinoidommal kapcsolatos munkam kezdetén vizsgaltuk,
hogy a kalcium bearamlas, példaul a TRPV1 aktivalasa utan, milyen hatassal van az
anandamid szintézisére az elsédleges érz6 idegsejtekben, ami esetleg
befolyasolhatja a CB1 receptor mikddését (Ahluwalia és munkatarsai, 2003). Ebben
a munkaban elséként mutattuk ki, hogy az intracellularis Ca?* szint emelkedése,
tobbek k6zott a TRPV1 kapszaicinnel torténé aktivalasa utjan, anandamid
szintézishez vezet az elsédleges érz6 idegsejtekben. Ennek az anandamidnak a
szerepét a fenti munkankban nem vizsgaltuk, csak valoszinisitettik, hogy egy
“intracellularis fék”-ként mikodhet, tehat a TRPV1 indirekt médon képes lehet a CB1
receptor aktivitasat befolyasolni.

Ezeket az adatokat azonban nem tudtam az Ertekezésbe beépiteni, ugyanis az
azokat leir6d kdzleményunket, annak ellenére, hogy a leirt jelenségek valodiak,
létez6ek, mas csoportok altal kbzvetve megerdsitettek, valamint a NAPE-PLD-nek az
elsédleges érz6 idegsejtekben torténd kifejez6dése altal alatamasztottak, vissza
kellett vonnunk. Egy Akadémia Doktori Ertekezés biralatara adott valasz, illetve a
nyilvanos vita nem adhat forumot a visszavonas okainak részletes ismertetésére.
Ezért dsszegezve, csak annyit emlitenék, hogy a visszavonasra a University College
London és az Imperial College London kozétt, a kdzlemény elsé szerzéjére iranyuld
jogos vagy kevésbé jogos fegyelmi eljaras soran kitort vita lezarasanak elésegitésére
kerilt sor. A jelenség valddisagat ellenérzé, késébb részben megismételt kisérleteink
eredményét az Ertekezés 104. oldalan egyebként réviden ismertettem.

A Tisztelt Biralo altal emlitett, van der Stelt és munkatarsai (2005) altal leirt adatok,
igy a mi adatainkat bdvitették ki azzal, hogy az intracellularis kalcium raktarakbdl
felszabadul6 kalciumnak hasonld, anandamid szintetizalast aktivalé hatasa van mint
az extracellularis térbdl bearamlé kalciumnak, és az igy szintetizalédott anandamid a
TRPV1-t aktivalja. Sem mi, sem van der Stelt és munkatarsai nem vizsgaltak, hogy
kalcium fugg6 mdédon szintetizal6dé anandamidnak van-e hatédsa a CB1 receptor
aktivitdsara. Azonban az értekezésben bemutatott adatok (Varga és munkatarsai,
2014) alapjan ugy tinik, hogy az elsédleges érz6 idegsejtekben szintetizalodo
anandamid, legalabbis ami a kalcium flggetlen szintézis soran keletkez6
anandamidot illeti, inkabb a TRPV1-t mint a CB1 receptort aktivalja.



2. Nagyon izgalmas a szerzé szamos polimodalis aktivacios allapotot bemutaté
eredményei, amelyek a gerincvelSi hatsé gyoki neuronok késébb hatalmas
molekularis és cellularis sokféleségével 6sszhangban vannak. A bemutatott
anatémiai eredmények ugyanakkor gyakran 15-20 évesek és annak idején a
megfelelben specifikus és szenzitiv ribOprobak, antitestek és a sziikséges kontroll
KO allatok még nem alltak rendelkezésre. Az esetleges fals-pozitiv vagy akar fals-
negativ eredmények miatt elképzelhetd, hogy a kolokalizacios adatok mennyiségi
elemzése soran kapott tobb latszolagos ellentmondas megmagyarazhato. Ezeket
késbbb részletezem. Ugyanakkor az elmult évek kaprazatos egysejt-RNA-
szekvenalasi forradalma lehet6vé teszi, hogy ujraértékeljiik a korabbi in situ
hibridizacién és immunfestésen alapulé szamadatokat. Ezek a legmodernebb
eljarasok ugyanis korabban elképzelhetetlen pontossaggal mutatjak be egyes
agyterlletek vagy példaul a hatsé gybki neuronok cellularis taxonémiajat és az egyes
sejttipusok molekularis transzkriptomikai profiljat. Raadasul ezek a génexpresszios
adatbazisok szabadon elérhetéek (Usoskin et al. 2015 Nature Neuroscience; Ray et
al., 2018, Pain; Zeisel et al., 2018 Cell). Ezért azt javasolom, hogy a jelélt elbadasa
soran réviden térjen ki ezekre az uj adatokra és mutassa be, hogy milyen
megfigyeléseket milyen mértékben sikeriilt megerdsiteni. Példaul a szamos djonnan
felismert DRG sejttipus (minimum 11!), kbziil melyik tartalmaz TRPV1, CB1, NAPE-
PLD és FAAH mRNS-t az egysejt adatbazisok alapjan. Valosziniisitem, hogy ezzel a
gyors elemzéssel a késébbi kutatasokban is hasznosithato uj hipotézisekhez is juthat
a jelélt altal vezetett kutatocsoport.

Teljes mértékben egyetértek a Tisztelt Birald immunfestésre iranyuld kritikai
megjegyzésével. A festések eredményeinek elemzése és interpretalasa mindig oriasi
koérlltekintést igényel.

Ennek a kérultekintésnek a fényében természetesen megprobaltuk egyrészt az
immunreakciokkal nyert korabbi eredményeinket utélagosan megerésiteni, masrészt
az uj, nem az endokabbaninoidomra vonatkzo, immunreakcidkkal nyert adatainkat
ellen6rizni az egysejt RNS szekvenalassal nyert eredmények felhsznalasaval. Ezek
soran egy sor nyilvanos adatbazist néztunk at. Azt talaltuk, hogy mig ezek az
adatbazisok végtelenil hasznosak az egyes gének altalanos kifejez8dések az
ellen6rzésére, az egyes sejttipusokon belll, az egyes gének kifejezédési
gyakorisdganak a megerdsitésére vagy becslésére kevésbé alkalmasak. igy példaul
az Usoskin és munkatarsai vagy a Ray és munkatarsai adatai alapjan a TRPV1-t
kifejez6 sejtek (NF2), NF4, (NF5), NP1, NP2, NP3, PEP1, (PEP2) és (TH) tipusuak.
Azonban, mig Usoskin és munkatarsai a PEP1-ben, Ray és munkatarsai a PEP2-
ben, amiben Usoskin és munkatarsai gyakorlatilag nem talaltak TRPV1-t kifejez6
sejtet, talaltak a legmagasabb TRPV1 kifejez6dést. Usoskin és munkatarsai adatai
alapjan, az NF2, NF4, NF5 valamint a PEP1 csoportba tartozé TRPV1-t kifejezd
sejtek mutathatnak nagyobb CB1 kifejezédést.

A sejt tipusok kdzotti bizonytalansagok mellett a kifejez6dési gyakorisag is egy
jelentbs probléma. Példaul, az adatok szerint 6sszességében a sejteknek csak 9%-
10% fejezi ki a TRPV1-t. Ez a kifejez8dési gyakorisag nyilvanvaldan jelentsen
kulénbdzik a funkcionalis vizsgalatokkal nyert adatoktdl, illetve a riporter génekkel
kimutatott kifejez6dés mértékétdl (pl. Cavanough és munkatarsai, 2011). A CB1
receptor RNS és protein kifejez6dési gyakorisaga is jelentds kildnbséget mutat,
hiszen az RNS-t a sejteknek mintegy 15%-a fejezi csak ki az egysejtes RNS
szekvenalassal nyert eredmeények alapjan.

De nem csak CB1 receptor és a TRPV1 esetében vannak ilyen jelentés
kulénbségek. A CGRP, FAAH és NAPE-PLD esetében is jelentds kilonbséget mutat
az RNS és protein kifejez6dés. Mig a CGRP kifejez6dés esetében egyontetl az



allaspont, hogy ezt a peptidet elsésorban nociceptiv sejtek, azon beliil is a PEP
sejtek fejezik ki, és az 6sszes sejt 35-40%-ban talalhaté meg. Ezzel szemben, az
RNS kifejez6dést a sejtek majdnem 80%-a mutatja, a mintaban analizalt NF3 és NP2
(nem peptiderg!) sejtekben szinte 100%-ban jelen volt, és a kifejez6dés mértéke
minden vizsgalt NF3 és NP2 sejtben magas volt. A sejttipusokon bellli kifejez6dés
hasonlo kilonbséget mutat a FAAH és a NAPE-PLD esetében is. A kulonbség a
FAAH esetén szintén kiléndsen meghokkentd, hiszen az antitest sokak altal tesztelt
és hasznalt, a FAAH génhianyos egerekben jeldlést nem adé antitest. Mig az
immunfestés eredménye elsésorban a nociceptiv sejtekben, addig az RNS
szekvenalas a nem nociceptiv sejtekben mutatja a FAAH kifejez8dését. Az NF3 és
NF5 sejtekben a kifejez6dés igen magas, 70% feletti, mig az NP2, NP3 és PEP1
sejtekben, ahol a TRPV1 RNS (és protein) kifejezé6dés magas (35-70%), a FAAH
RNS kifejez6dés gyakorisaga 10% alatti.

Nyilvanvaléan, amikor az RNS és protein kifejez6déseket hasonlitjuk 6ssze, nem
felejtkezhetlink meg a poszt-transzkripcids szabalyozasi mechanizmusokrol, amikrél
azonban jelen pillanatban nem tudunk eleget. igy 6sszességében sajnos ugy tiinik,
hogy az egysejt RNS szekvenalassal nyert eredményeket is csak a funkcionalis
adatokkal, riporter gének altal szolgaltatott adatokkal és a protein kifejez6dési
eredményekkel egyutt szabad vizsgalni és interpretalni.

3. A TRPV1 ioncsatorna funkcionalis miikbédését egyarant feltételezik intracellularis
membranokon (példaul az endoplazmatikus retikulumon) és a plazmamembranon. A
bemutatott aramok és elektronmikroszkopos képek valdszinlileg a
plazmamembranba agyazott TRPV1-et jelzik. Lehet-e a dolgozatban bemutatott
Osszetett élettani hatasok egy részéért felel6s az intracellularis TRPV1 és lehet-e az
exogén és az endogén anandamid hatasok k6zétti kiilbnbségek magyarazata, hogy
eltérd ioncsatorna populaciot aktivalnak?

Valéban, az els6dleges érz6 idegsejtekben is kifejezédik a TRPV1 az
endoplazmatikus retikulumon (Liu és munkatarsai, 2003). Az intracellularis TRPV1
aktivalasa a kalcium raktarak egy részébél kalciumot szabadit fel, ami tdbbek kdzott
egy sor kalciumkoétd fehérjén kereszul intracellularis jelzé folyamatokat indit el. Ezen
kivul, mint emlitettem, az intracellularis kalcium szint emelkedése anandamid
szintézist is indukal.

Egy sor vizsgalat eredménye azt mutatja, hogy az anandamid szintézis, legalabb is
bizonyos utvonalakon keresztul, a membranok lipid raftjahoz koétott folyamat. (pl.
Plazcek és munkatarsai, 2008, Dainese €s munkatarsai, 2007). In silico eredmények
alapjan valészinisithet6, hogy a koleszterin, ami a lipid raftok egyik jellemzé
molekuldja, képes az anandamid megkotésére, és ez a koleszterin-anandamid
komplex diffundal a célmolekula kétéhelyhez (Di Scala és munkatarsai, 2018).

A célmolekulak kozil, a CB1 receptor lipid rafthoz kététt (Bari és munkatarsai, 2005).
Ugyan az els6 vizsgalatok nem igazoltak, de ma mar egy sor adat azt mutatja, hogy
a TRPV1 is lipid raft fuggd (pl. Santha és munkatarsai, 2010). A lipid raftok nem csak
a plazma membrannak, hanem az endoplazmas reticulum membrannak is jellemzé
alkoto6 elemei (Browman és munkatarsai, 2006). Azonban, legjobb tudomasom
szerint, a plazma membran lipid mikrodoménjeivel 6sszefliggé anandamid
szintézissel ellentétben, arra vonatkozéan, hogy az endoplazmas reticulum
membranja kifejezi-e az anandamidot szintetizalé valamelyik mechanizmust, nem all
rendelkezésre adat. gy, mig a Tisztelt Biralé felvetése egy lehetséges magyarazat
az exogén és endogén anandamid kuldnb6zé hatasanak, ennek bizonyitasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.



4. Ahogy a jeldlt a 19. oldalon emliti is, szamos mas endokannabinoidokkal rokon
lipid, példaul az N-acil-etanolaminok kézé tartozé oleil-etanolamine (OEA) szintén
agonistaja a TRPV1 receptoroknak (Ahern, 2003, Journal of Biological Chemistry).
Raadasul az OEA hasonlban aktivalja a szenzoros neuronokat (lasd példaul Wang et
al. 2005 Journal of Physiology). Mivel a NAPE-PLD képes OEA szintézisre, a FAAH
pedig lebontja az OEA-t, ezért tulajdonképpen, ha jol értelmezem, akkor nem
Jelenthetd ki a dolgozatban bemutatott kisérletekrél, hogy az endogén anandamid
hatasat jelzik szamunkra, ugyanolyan jogos az endogén OEA élettani funkciojat
feltételezni. Kérem a szerzét kommentalja ezt a megallapitast. Tovabba kérdezem,
hogy végeztek-e esetleg exogén OEA-val kisérleteket, amelynek feltételezhetéen
eltéré hatasprofilja lehet, mint az AEA-nak hiszen az OEA nem agonistaja a CB1
receptoroknak. Ha térténit ilyen kisérlet, akkor kivancsian varom, hogy mit
tapasztaltak, mert az OEA szerepe valami okbol meglehetésen kevéssé ismert és
kutatott, a fenti adatok sem igazan kbzismertek.

A kalcium-indukalt endogén anandamid szintézis soran valéban egy sor mas N-acil-
etanolamin is szintetizalédhat, hiszen a szintézisben résztvevé enzimatikus utak nem
specifikusak az anandamidra. A kalciummal indukalt anandamid szintézis mérései
soran egy sorozat mintaban, az anandamid mellett, mértiink a 2-AG, PEA és OEA
szinteket is kapszaicin és kalium klorid adagolasa utan. Az anandamidon kivul mas
molekulak koncentraciéja nem nétt meg azokban a mintakban.

Ami a k6zds prekurzorral torténé anandamid szintézis indukciéjat illeti, ott az 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-arachidonoyl-t, hasznaltuk. Ezeknek a
kisérleteknek az elsd mintaiban is mértiik az OEA koncentraciokat. Amint azt varni
lehetett, mig az anandamid koncentracio jelentésen megnétt, az OEA koncentracié
valtozatlan maradt. Ezen adatok alapjan kijelenthetjik, hogy az OEA-nak nagy
valészinliséggel nem volt szerepe az eredményeink alakulasaban.

Ugyan az OAE aktivalja a TRPV1-t, ennek relevanciajat és a hatas élettani szerepét
az szabja meg, hogy in vivo kérulmények kozott az OEA valdban jelen van-e a
TRPV1 kozvetlen kdrnyezetében. Irodalmi adatok alapjan vannak olyan szdvetek,
ahol igen (pl. striatum, Gonzales-Aparicio és Moratall, 2014) és ott valéban van is
szerepe. Mi a gyulladt hugyhdlyagban vizsgaltuk az OEA koncentracidjat, és
méréseink alapjan az OEA koncentracidja abban a szdvetben nem valtozott a
gyulladas hatasara (Charrua és munkatarsai, 2020). Természetesen itt nem szabad
megfeledkeznlnk, az OEA mas célmolekulairdl, illetve az azokon keresztul indukalt
hatasokrol, példaul a PPARa receptorrol sem.

Ami a kérdés utolsé részét illeti, sajnos OEA-val térténé kisérletekre nem kerdlt sor.

5. Egy altalanos megallapitas, hogy ahhoz képest, hogy milyen elképesztéen sok
molekula nevet és réviditést hasznal a szerz8, amelyeket raadasul dicséretesen
igyekszik angolbol magyarositani elenyészéen kevés nyelvi pontatlansaggal

talalkoztam olvasas soran. A néhany konzekvens eliras az ,az hatsé”, ,mellet”,
LNitrikoxid” stb. esetleg a kbzreadott tézisflizetekben javithato.

Koszonom, a Tisztelt Biralé megjegyzéset, és sajnalom, hogy helyesirasi hibak
maradtak az Ertekezés szdvegében. Ha lehet valtoztatni a Tézisekben, ezeket
kijavitom.



6. A 31. és 35. és a 174. oldalakon egyarant megjelenik, hogy a CB1 receptorok
anandamid kétézsebe extracellularis talalhato. Ugyanakkor Tian Hua és munkatarsai
CB1 kristalyositason alapul6 térszerkezeti munkaibol ma mar tudjuk, hogy a CB1-
nek is a plazmamembranon bellil talalhaté a kétézsebe (Hua et al. Cell, 2016; Hua et
al. 2017, Nature; Hua et al., 2020, Cell).

Egyetértek a Tisztelt Biralé megjegyzésével és sajnalom, hogy nem jeleztem, hogy
az extracellularis kétézseb egy hipotézis volt a kisérleteink végzésének idején.
Sajnalom, hogy elmulasztottam beirni, hogy a legujabb vizsgalatok egyértelmien
kimutattak, hogy a kot6zseb a plazmamembranon belll helyezkedik el.

7. A 37-38 oldalakon bemutatott transzport mechanizmusok kapcsan a FLAT
szerepét ma mar miiterméknek tartjak, ugyanakkor az FABP fehérjék kéztiik az
FABP5 szerepe egyre biztosabbnak latszik (Haj-Dahmane et al. 2018, PNAS).

Ismét teljes mértékben egyetértek a Tisztelt Biralé megjegyzesevel. Sajnalom, hogy
nem aktualizaltam a Bevezetést az Ertekezés beadasa el6tt.

8. Az 5.1 és 5.2 abrakon nehéz eldbnteni, hogy mi alapjan lehet a halvanypiros
sejtekrdl kijelenteni, hogy immunnegativak, elképzelhets, hogy alacsony expresszios
szint miatt halvanyak (ezt segitheti példaul eldénteni az sc-RNAseq elemzés).

Az immunpozitivitas és immunnegativitas kdzotti hatar megallapitasara az utébbi kb.
20 évben intenzitdsmérést kdvetd statisztikai elemzéseket hasznalunk. Az abran
bemutatott reakcidk 2000 elétti munkabdl szarmaznak. Mig a TRPV1 ellenes antitest
magas mindségi volt, a CB1 receptor ellenes antitestrél ez nem volt elmondhato.
Mivel az abran nem jeldltik a pozitiv és negativ sejteket, igy utdlag nem tudom
kommentalni, hogy példaul az 5.2 abran a membranon minimalis festést, illetve a
jobb fels6 sarokban lathaté halvanyan fest6d6 sejtet melyik csoportba soroltuk.

9. Az 5.3 abran nyilak és rétegek jelblése segithet egy nem szakembernek
eligazodni, ha ez az abra az elbadasban is bemutatasra kertil.

Kdszdndm a Tisztelt Biralo javaslatat, egyetértek, hogy a rétegek jeldlése segit a
nem szakembereknek a tajékozdédasban.

10. Sem a TRPV1, sem a CB1, sem a FAAH, sem a NAPE-PLD immunfestések

esetében nem dertilt ki, hogy milyen kontroll kisérleteket végeziek a szerzék. Ezt
érdemes megemliteni réviden, ha az el6adasban bemutatasra kerlilnek ezek az

eredmények.

Egyetértek a megjegyzéssel. Részletesebb Anyag és Mddszer leirasra lett volna
szlkség, hogy fontos reszletek, mint példaul a kontrol immunreakciok ne maradjanak
ki az Ertekezésbdl.

A kontrol kisérletekben, TRPV1, CB1 receptor, NAPE-PLD és a FAAH ellenes
antitestek esetében génhianyos egerek szoveteit hasznaltuk. A NAPE-PLD ellenes
antitestet esetében in situ hibridizaciés technikat is hasznaltunk.



11. Az 5.5 abran meglepé médon az immunjel nem a human urothél sejtek feliiletén
van vagy a teljes citoplazmaban, hanem a sejtmag koértili részeken figyelheté meg.
Mi ennek az oka?

Az eredeti felvételek, de talan az Ertekezésben bemutatott abran is latszik, hogy a
citoplazma sejtmag koruli részén 1évé erés immunpozitivitas sejt organellumokhoz,
feltehet6en endoplazmas reticulumhoz kététt. Az citoplazma membranon sokkal
gyengébb a jel. De, a sejteket lehetett kapszaicinnel és hével is aktivalni. Az
aktivalassal kivaltott kobalt bearamlas azt mutatja, hogy a citoplazma membranban
kifejez6d6 ligand-aktivalt ion csatorna aktivalddott, és a kapszaicinnel kivaltott kobalt
bearamlast kapszazepinnel gatolni tudtuk. igy teljes biztonsaggal kijelenthetjiik, hogy
a TRPV1 a plazma membranon is kifejez6dik.

12. Kiemelkedben érdekes része a dolgozatnak a Nagy és Rang 1999-es tanulmany
eredményeit bemutato rész. Kidertilt azota az 5.7-es abran a 63. oldalon bemutatott
hatasrol, hogy melyik ioncsatorna felelds érte? A Megbeszélésekben réviden emlitett
TRPV2 vagy mas ioncsatorna is szoba jéhet?

A magas kuszob hé indukalt aramok hékiszobe, a sejtek atmérdje, eléfordulasi
gyakorisaga és a kapszaicinre adott valaszaik hianya alapjan eddigi tudasunk
szerint, az aramokat a TRPV2 aktivalasa valthatta ki, ugyanis a kapszaicinnel nem
aktivalhaté TRPV2 hékluszoébe 50°C kérll van, a kapszaicinre valaszolo sejteknél a
TRPV2-t kifejez6 sejtek valamivel nagyobbak, a TRPV1 és TRPV2 nem mutat k6zés
kifejez6dést az elsdédleges érz6 idegsejteken, és a TRPV2-t kifejez6 sejtek a TRPV1-
t kifejezd sejteknek kortlbelll az 1/3-1/4-t teszik Ki.

13. Az 5.8 abran bemutatott korrelacié nagyon latvanyos. Ha jél gondolom ez csak a
minimalis valaszt mutaté sejteket abrazolja és latszik, hogy nem normalis
eloszlastak az adatok. Mennyi volt a Spearman rang korrelacios koefficiens értéke?
A szbvegben és az abran nem szerepel tételesen és a szignifikanciaja sem.

Az abran bemutatott adatok természetesen csak a kuiszdbérték felett valaszold
sejtek adatai. Sajnalom, hogy a korrelacié értéke és a szignifikancia szint (r’>= 0.53;
p<0.001) is kimaradt az abramagyarazatbdl és a szévegbdl is.

14. A 74. oldalon bemutatott feltételezett eltér6 TRPV1 ioncsatorna populaciok is
nagyon érdekesek. A Megbeszélésekben réviden felmertil, de nem volt szamomra
vilagos, hogy a publikalas ota eltelt tobb mint 10 évben kiderlilt a molekularis
magyarazat? A CB1l-el képzett heteromer nem valoszinii alacsony gyakorisaga miatt
(lasd alabb).

A konkrét magyarazatra tovabbra is csak elképzelések vannak. A publikalas o6ta
azonban, vilagossa valt, hogy a TRPV1 molekulak képesek heteromer csatornak,
illetve molekularis komplexek létrehozasara, mas TRP molekulaval. igy pl. TRPV3,
TRPV4 és a TRPA1 molekulaval heteromer csatornat, a TRPA1 csatornakkal
molekularis komplexeket képes létrehozni (pl. Weng és munkatarsai, 2015, Cheng
és munkatarsai, 2007 és 2012, Alessandri-Haber és munkatarsai, 2009, Kim és
munkatarsai, 2016). Ezek az interakciok nagymértékben befolyasoljak a csatornak
valaszadasi tulajdonsagait. Legjobb tudasom szerint azonban ma még nem
tisztazott, hogy a kapszaicinre, alacsony hére vagy mind kettére valaszol6 csatornak
Osszetétele, illetve kdzvetlen kérnyezete milyen.



Természetesen az is elképzelhetd, hogy a csak hére valaszl6 membranfoltokban
nem TRPV1 fejez6dott ki. A kisérletek végzésekor a TRPV1 és a TRPV2 voltak az
ismert hére aktivalodo ion csatornak. Azonban a TRPV2 50°C felett aktivalédik, igy a
TRPV2 jelenlétét kizarhattuk, hiszen az héinger nem érte el ezt a hémérsékletet.

Ma mar azonban tudjuk, hogy néhany mas hére érzékeny ion csatorna hékuszobe is
42-43°C kornyékén van. A kisérletek soran nem végeztink rutin hékiszéb
meghatarozast, igy elképzelhetd, hogy a csak hére valaszol6 membranfoltokban a
csatorna aktivitasért nem a TRPV1 hanem mas csatorna, példaul a TRPM3, vagy a
TRPV4 volt felelbs.

15. A Veress et al. 2013 cikken alapul6 5.19-es abra a 80.oldalon nagyon szép.
Ugyanakkor a halvanyan jellt sejtek a CB1 festésben miért biztos, hogy negativak?

Természetesen mindent elkdvetink munkank soran, hogy minél alacsonyabb legyen
a hattérfestés. Azonban egy bizonyos szint(i nem specifikusnak tiiné festédés
lényegében mindig tapasztalhaté. Ennek kdvetkeztében a pozitivitas és negativitas
megitélése sokszor tlnik nehézkesnek.

Hogy a szubjektivitast elkeriljuk, a megvilagitasi hibak kompenzacioja utan, minden
sejt festédési intenzitas értékét megmeérjuk, és ezek alapjan vizsgaljuk a
sejtpopulaciok jelenlétét. Ezek alapjan, statisztikai moédszerekkel allapitjuk meg a
klszobértéket, ami alapjan a sejteket jelolt és jeldletlen csoportba soroljuk. A kapott
eredményeket természetesen 0sszevetjik a sajat vagy masok immunfestés, in situ
hibridizacios, funkcionalis adataival, illetve Ujabban az egysejt RNS szekvenalas
adataival. A kérdésben szereplé anyag az egysejt RNS szekvenalasi adatok
publikalasa el6tt készll, de az adatok utdlagos 6sszevetése az egysejt RNS
szekvenalas eredményeivel azt mutatja, hogy a jeldléssel feltart CB1 receptort
kifejezd sejtek nagy valdszin6séggel azokat mutatjak, amelyek valéban kifejezhetik a
fehérjét. Azonban, amint azt egy el6z6 kérdésre adott valaszomban irtam, az egysejt
RNS szekvenalas és az elfogadott fehérje kifejez8dési adatok kdzott jelentds az
eltérés, aminek egyik oka lehet eddig nem ismert poszt-transzkripciés
mechanizmusok létezése, illetve az egysejtes RNS szekvenalas mintajanak nem
reprezentativ volta. Az abran mutatott halvanyan fest6dé sejtek egy részét a
statisztikai modszer alapjan immunpozitivnak minésitettuk.

16. Az egyik legmeglepdbb a dolgozatban az egyes tanulmanyokban leirt
kolokalizaciés aranyok eltérései. Féleg ha feltételezzliik, hogy 6sszefliggd
Jelpalyakrol van szd, meglepd példaul hogy a TRPV1 pozitiv sejteknek mindéssze
64%-a FAAH-pozitiv. Mivel a FAAH inhibitor modositjia a TRPV1 hatast ezért
nagyobb kolokalizacio lenne varhato. Bizom benne, hogy az sScRNA-seq elemzés
seqit kideriteni, hogy a legalabb 11 DRG sejttipusbdl melyikben fordul elé a TRPV1,
a CB1 és a FAAH és melyekben miikbdhet leghatékonyabban az anandamid
endovanilloid vagy endokannabinoid jelpalya.

Amint azt a 2. kérdésre adott valaszomban részletesen leirtam, sajnos az egyseijt
szekvenalas eredményei egyes fehérjék kdzos kifejez6désére nem feltétlendl
szolgalnak donté adatokkal. igy példaul a NP2, NP3 és PEP1 sejtekben, ahol magas
a TRPV1-t kifejez6 sejtek aranya (35-70%), a FAAH kifejez6dése kifejezetten
alacsony, ami azt jelenti, hogy a FAAH kifejez6dést mutathaté TRPV1- kifejez6
sejtek aranya a 10%-t sem éri el. Ez nyilvan ellentétes az immunfestés
eredményével, amelyeket génhianyos egerek szdvetein tesztelt antitestekkel
végeztink.



A munkank soran feltart egyittes kifejez6dések, én ugy gondolom, hogy
konzisztensek. Azt is gondolom, hogy nem meglepd, hogy nem minden TRPV1-t
kifejez6 sejtben talalhatdo FAAH, hiszen csak az RNS kifejez8dést vizsgalva a
sejteket 11 jelent6sen kilonb6zé csoportba lehet besorolni. Az egyes csoportokon
belul talalhato sejtek még valdszinileg alcsoportokba oszthatok példaul a
posztszinaptikus célsejtek, illetve a szinaptikus kapcsolatainak alapjan. Bizonyara, az
anandamidot szintetizald TRPV1-t kifejezd sejtekben jelen van a FAAH ami az
intracellularis anandamid jel kontrollalasara szolgalhat. Az anandamidot nem
szintetizald TRPV1-t kifejez6 sejtekben nem biztos, hogy szikséges a FAAH
kifejez6dése, azokban inkabb a MAGL kifejez6dése lehet fontos.

17. A Sousa-Valente et al. 2017 tanulmanyon alapulé 5.32 és 5.33 abrakbdl levont
kévetkeztetéseket nem tudom elfogadni. A nagy sejtek szinte ugyanolyan intenzivek,
mint a kis sejtek és a kontroll kisérletben is latszédik mindegyik sejt. Milyen elemzés
alapjan tudtak a szerz6k elddnteni, hogy egy adott sejt pozitiv vagy negativ?

Mint fentebb emlitettem, valamennyi jeldlés értékeléséhez statisztikai mddszereket
hasznaltunk. Az 5.32 b abra az in situ hibridizacioés proba jelenlétében, mig az 5.32¢
abra a proba hianyaban inkubalt metszetek egyikérdl készult. Mig a b abran
lathatoak a jeldlt sejtek a ¢ abran valamennyi sejt csak a hattérjeldlést tartalmazza.
Az 5.33 b abrajan egy sor negativ sejt is van. Egyes sejtek jelenlétét csak a
pozitivnak tind szatellita sejtek jelzik. Ezeken a sotét terlleteken nagy atmérgji
sejtek vannak. A nyilheggyel jeldlt idegsejtek mellett egy sor gyengébben jeldlt sejt is
lathatd, amelyek szintén kis atméréjiiek. Sajnalom, hogy az Ertekezésbe nem kerdilt
be a kontrol kisérlet eredményét mutatdé abra. Ezekben a kontrol kisérletekben
NAPE-PLD génhianyos egerek szoveteit is hasznaltuk. A NAPE-PLD ellenes antitest
nem generalt immunfluoreszcens jelet azokban a szévetekben.

18. Hasonloképpen a Varga et al. 2014-en alapulé 5.37 as 5.38 abrakon hasznalt
antitestek a biral6 laboratériumaban knockout egereken nem bizonyultak
specifikusnak. Elképzelheté a sejtkulturaban megjelend eltéré expresszié hatasa is
és ezt dicséretesen korrigalja a szerzé a Megbeszélések 6.1-es tablazataban.

Sajnos a kisérletek végzésekor génhianyos egerek széveteihez nem jutottunk hozza,
tobb még nem is létezett. A kdzlemény megjelenése koril sikerilt Inpp5 génhianyos
egeér szbvetekhez jutni, és azokban az antitest nem mutatott jel6lédést.

19. Az exogén anandamid koncentracio fiiggé hatasa CB1 illetve TRPV1
receptorokon nagyon izgalmas. Ugyanakkor a 116 oldalon az 5.47-es abra hianyzik,
érdemes lesz majd az el6adasban potolni.

Végtelenll sajndlom, hogy a nyomtatd ezt az dbrat nem nyomtatta ki. Prébaltam a
kétés el6tt valamennyi kinyomtatott oldalt atnézni, ez nyilvanvaléan nem volt sikeres.
A nyomtatasra kerult PDF file-ban valamennyi abra jelen van.

20. Tébb helyen kijelenti a szerz8, hogy hatast tapasztalt, de a szignifikancia nem
érte el a megallapitott szintet. Ezzel a megkdzelitéssel nem értek egyet. Példaul nem
lehet kijelenteni hogy a HU-210 csbkkenést okozott ha az adatok kbzétti kiilbnbség
nem volt szignifikans (125 oldal, 5.563. abra). Ugyanez a FAAH inhibitor altal kivaltott
novekedésre” is igaz (5.55 abra nem mutat szignifikans kilénbséget). A 170.



oldalon azt irja a szerz8, hogy a ,hatas egyértelmii volt” habar nem volt szignifikans
kiilénbség. Erdemes lenne a mintaelemszam becslés, illetve elsé vagy masodfaju
hibak valészinlségének szamolasabdl utana jarni, hogy érdemes-e, lehetséges-e a
mérés megismeétlésével az esetleges alulmintavételezésbdl szarmazo statisztikai
hibak elkertilése.

Egyetértek a Tisztelt Birald kritikai megjegyzésével. Valdban nem szerencsés az
ilyen megfogalmazas, hiszen ha nem éri el a valtozas a szignifikancia szintet, akkor
az nem valtozas. A FAAH inhibitor esetében inkabb arra szerettiink volna utalni,
hogy sem az anandamid, sem a FAAH inhibitor magukban nem, csak egyuttesen
okoznak valtozast, emelik meg a jelélt sejtek szamat.

21. A dolgozat masik cstcspontja a Chen et al. 2016 Scientific Report anyaganak
bemutatasa. Ezzel kapcsolatban azonban a fehérje-fehérje interakciok
Jelentéségében nem vagyok biztos. A co-IP a tisztitasi eljaras soran eredményezhet
hamis eredményt, a bemutatott egyébként gybényorii elektronmikroszkdépos képen
pedig 6sszesen 3 esetben van a CB1 és a TRPV1 receptorokat reprezentald
immunarany szemcse megfelelben kbzel az 6sszesen 43 aranyszemcseébdl. A PCA
elemzésen kiviil volt olyan elemzés, amely ennek a 3/43 aranynak az adott térrészre
valo el6fordulasi valdszinliségét mérte (azaz a véletlen siiriiségtdl eltér-e a
kolokalizacio)?

Nagyon készondm a Tisztelt Biralonak a Chen és munkatarsai (2016) eredményeit
dicseré megjegyzeset. A valdban gyonyorl elektronmikroszkopos felveételekert jaro
dicséret Kulik Akost illeti, akinek ezennel is halas vagyok a kivételes segitségéért.

Az abran mutatott kép egy része a 7 és 17 membran darabnak, amelyek
legfontosabb morfometriai jellemzdi az 5.1. tablazatban lathatéak. Ugyan a tablazat
nem mutatja a molukularis denzitasokat, amint az 5.42 abran lathatd, azok nagy
része, beleértve a TRPV1-tél mért CB1 receptor ,kritikus” tavolsagok egységnyi
terlletre szamolt mennyiségét is, szignifikdnsan eltér egymastél az egyes
csoportokban talalhaté membran foltokon. A tablazatbdl szamolt egységnyi terlleten
talalhaté TRPV1-t6l mért CB1 receptor ,kritikus” tavolsagok is jelentésen
kllonboznek egymastdl, 0 és 8.9 tavolsag/um? kdzott vannak.

A 6.67B abra teriilete megkdzelitéen 1.5um?. igy, a TRPV1-t6l mért CB1 receptor
LKritikus” tavolsagok denzitdsa 2, ami valdban csak 66%-a az atlag értéknek. Ezen a
teljes membran darabon 6sszesen 5 darab TRPV1-t6l mért CB1 receptor ,kritikus”
tavolsagok talaltunk. Valéban valaszthattunk volna olyan abrat, amelyen a TRPV1-tdl
mért CB1 receptor ,kritikus” tavolsagok szama kdzelebb van az atlaghoz. Azonban
azokon esetleg mas paraméterek tértek volna el jobban az atlagtoél.

A PCA és a PLS-DA analizist a minték statisztikai hasonlésaganak-
kulonbozéségeének a vizsgalatara hasznaltuk. Az ezen analizisek eredmeényei
alapjan talalt csoportok egyes paramétereit ANOVA (+Fischer-test) segitségével
analizaltuk tovabb, ami azt mutatta, hogy a TRPV1-t6l mért CB1 receptor ,kritikus”
tavolsagok denzitasa a sarga szinnel jeldlt sejtekben jelentésen kulonbozik a masik
két csoportba tartozé sejtek hasonlé paraméterétél.

Természetesen azt is megnéztik, hogy a ,kritikus tavolsagon” bellli CB1 receptor
szomszéddal rendelkez6 TRPV1 molekulak aranya az 6sszes TRPV1 molekulan
belll a sarga szinnel jeldlt sejtekben és a tébbi sejtben kilénb6z8-e. A Fischer
egzakt teszt alapjan a kulénbség szignifikans (p<0.00009).



22. A 157. oldalon bemutatott PIA moleula nem altaldanosan hasznalt FAAH inhibitor.
Ez a kisérlet késébb megerdsitésre kerlilt-e szélesebb kérben hasznalt specifikus
FAAH gétloszerrel?

Val6ban, a palmitoil isopropyl amide (PIA) nem egy altalanosan hasznalt FAAH
gatld, kiléndsen nem napjainkban. Azonban a kisérletek végzésének idején a ma
hasznalatos gatlok még nem léteztek, legalabb is kereskedelmi forgalomban nem
voltak.

Igen, 2020-ban kézdltlik az URB937-¢el végzett kisérleteink eredményét, amelyek azt
mutattak, hogy a FAAH gatlasa magas d6zisu URB937-el megemeli az LPS-el
kivaltott cystitis-ben a hélyag 6sszehuzddasok szamat (Charrua és munkatarsai,
2020).

23. A 182. oldalon bemutatott FAAH inhibitor nem a FAAH gatlasan keresztiil okozott
halalt, hanem mas szerin-hidrolazokon kifejtett széles mellékhatas profilja miatt (van
Esbroeck et al. 2017 Science).

Sajnalom, ha a megfogalmazasom félreérthetd volt. A “nem kivant mellékhatast is
kivalthatnak” megfogalmazassal nem a FAAH gatlas mellékhatasait értettem, hanem
a vegylletek off-target hatasat.

24. Véglil utolsé kérdésem a gyulladast modellezé kisérletekben a CB1 szerepének
csekély szerepet tulajdonitanak. Azonban széleskérii irodalom tamasztja ala a CB2
kannabinoid receptorokon haté molekulak potencialis analgetikus hatasat
gyulladasmodellekben. Probalta a szerz8 kutatdécsoportja vizsgalni, hogy mi lehet a
CB2 receptorok szerepe az altaluk vizsgalt modellekben?

Ez ismét egy nagyon izgalmas és érdekes kérdés.

Valéban, a CB2 receptor agonistak allatkisérletekben analgetikus hatast mutatnak
kllonb6zb modellekben. Ezek kdzll kiulondsen a neuropatias modellekben mutatnak
j6 hatast. Ennek hatterében nagy valoszinliséggel az idegrendszeri gyulladas
csOkkentése all, hiszen az idegsejtekben (bizonyos esetektdl eltekintve) a CB2
receptor nem fejez6dik ki. Ezt a lehet6séget tamogatja egy CB2 agonistaval folytatott
klinikai vizsgalat eredménye amely szerint a GW482166 nem csokkenti a 3-as
molaris fog eltavolitasaval dsszefliggd fajdalmat.

A patolégias korilmények kdzott létrejovd fajdalom kialakulasaban és fenntartasaban
a neuronalis mechanizmusok mellett nagyon fontos a glia sejtek modulalé hatasa,
amelyek kdzll a gerincvel6ben a mikroglia aktivacidja talan a legjelentésebb és a
legismertebb. A mikroglia, az idegrendszeren kivuli makrofagokhoz hasonléan,
kifejezi a CB2 receptort, aminek aktivalasa csdkkenti a mikroglia altal termelt
gyulladasos proteinek mennyiségét. Ez a csdkkenés antinociceptiv hatasu, hiszen
csokkenti az excitatorikus sejtek szenzitizacidjat.

A periférias idegsérulésekkel 0sszefliggd fajdalmak esetében azonban az elsédleges
érz6 idegsejteken kifejez6d6 CB2 receptor aktivalasanak is lehet szerepe. Amig
fiziologias korulmények kdzott a CB2 receptor nem fejezddik ki az els6dleges érzd
idegsejteken, a periférias axon sérulése utan a kifejez6dés jelentés ndvekedése
figyelhetdé meg.



Munkank soran eddig nem vizsgaltuk a CB2 receptor aktivalasanak hatasat, hiszen
figyelmiinket elsésorban az elsédleges érzé idegsejteken bellli mechanizmusok
kototték le. Azonban a néhany éve a ,fiokban” Gl6 adataink, amely szerint a
gerincvel6i mikroglia sejtek specifikusan fejezik ki az egyik lehetséges anandamid
szintetizalé utvonban jelenlévé enzimet (Inpp5), atvezethet benniinket a CB2
receptorral kapcsolatos vizsgalatokra.

Tisztelettel,
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