Valaszok Dr. Pethd Gabor Professzor Ur biralatara
Tisztelt Professzor Ur,

Nagyon kdszéndm az Akadémiai Doktori Ertekezésem nagyon alapos és kritikus
biralatat.

Valaszaim a formai megjegyzéseire:

Egy Ertekezés strukturaja, talan jobban mint mas tudomanyos munka strukturaja,
szubjektiv. Sajnalom, hogy az altalam kovetett szerkezet nem nyerte el a tetszését.
Val6ban sok az alfejezeti cim, azonban én ugy gondoltam, hogy ezek a cimek segitik
az eligazodast és az Ertekezés tartalmanak megértését. Sajnalom, ha ez nem igy
tortént.

A referenciak alkalmazott formajat is szubjektivnek tartom. En tgy gondolom, hogy a
Tisztelt Biraloknak kdnnyebb megitélni a referenciak helyességét, ha fel van tlntetve
az elsé szerzb és az évszam (amik alapjan a referenciak egy jelentés hanyadat
felismerhetik), mint ha csak szamok szerepelnek a mondatok végén.

Véleményem szerint, az Eredeti Tudomanyos Felismerésék felsorolasa az Ertekezés
elején szintén megkdnnyitheti az Ertekezés megértését és biralatat. Elismerem
azonban, hogy a réviditések helyett a teljes neveket kellett volna hasznalni.
EInézését kérem, ha ez a hianyossag nehézséget okozott.

Szintén sajnalom, hogy a szamtalan ellenérzés ellenére formai hibak maradtak a
bekotott példanyokban. Mind az eredeti dokumentum, mind a PDF file
karakterkészlete egységes és ezek a file-k természetesen tartalmazzak az 6sszes
abrat. A hibak feltehetéen a nyomtatas soran keletkeztek. Ugyan igyekeztem
valamennyi kinyomtatott lapot ellendrizni, ez az ellenérzés nyilvan nem volt sikeres.
Elnézését kérem, hogy ezek a hibak a bekotott Ertekezésben megmaradtak.

Szintén nagyon sajnalom, hogy helyesirasi hibak maradtak a végleges valtozatban.
Sajnos egyik szamitdgépemen sincs magyar szdvegszerkesztd, igy az elutések és
helyesirasi hibak felismerése és kijavitdsa nyilvan nem lehetett tokéletes. Az
elitésekhez és helyesirasi hibakhoz az is hozzajarult, hogy évtizedek éta ez az
Akadémiai Doktori Ertekezés az elsé tudomanyos munkam, amit magyarul irtam.
Ugyan szamtalan magyar kutaté megfordult a laboratériumomban az évek soran, a
mas anyanyelvi kollegainkra valo tekintettel, a munkanyelv az mindig angol.
Hasonléan, angol neveket hasznalunk a magyarorszagi kutatokkal folytatott kbzos
munkank soran is. igy, az értekezés irasa kdzben egy sor magyar nevet kellett
megtanulnom, amikben nagy val6szinliséggel fordulnak el elitések.

Valaszom a tartalmi értékelésre:
Nagyon készdndm a Tisztelt Birald6 munkamat méltatdé megjegyzéseit.

Valaszaim a Tisztelt Biralo Kritikai megjegyzéseire:

A bevezetést kissé hosszunak talaltam. Pl. a TRPV1-receptor molekularis
strukturajanak kézel 7 oldalas leirasa feleslegesen hosszu, mivel ilyen iranyu
(molekularis) kisérletekr6l nem esik sz6 a disszertacioban.

Az Akadémiai Doktori Ertelgezés nyilvanos, amit esetleg a terileten nem jartas
szakemberek is olvasnak. Igy, ugy gondolom, hogy a Bevezetésnek elég részletet



kell tartalmaznia, hogy az Ertekezés tobbi része érthets legyen. Az értekezésbe
valéban nem kerlltek bele a TRPV1 strukturajara vonatkozé eredmények, de a
Bevezetésben bemutatott struktura egyes elemeire direkt vagy indirekt modon
hivatkozok az Ertekezés tovabbi részeiben.

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

Egyetértek, hogy kémiai strukturajat tekintve a piperin nem vanilloid. EInézését
kérem a mondat helytelen megfogalmazasa miatt. Szintén sajnalom, hogy a 2-AG
nem kerilt emlitésre az endogén aktivatorok kozott.

A 24. oldalon a szerzé polimodalis receptorként emliti a TRPV1-et. Szerencsésebb
lett volna a multimodalis jelzét alkalmazni, mivel a polimodalis receptorok a
szakirodalomban elfogadott médon a szenzoros idegvégzédések egyik csoportjat
jelentik.

Egyetértek a megjegyzéssel.

A 31. oldalon emlitésre kertil, hogy a CB1-receptor ligandumkétédés hianyaban is
mutathat aktivitast, és ennek az alapaktivitasnak a gatlasa magyarazhatja egy sor
CB1-antagonista biologiai hatasat. Ez a nézet ellentétben all a receptorfarmakologia
alaptételével, miszerint agonista jelenlététdl fiiggetlen, un. konstitutiv
receptoraktivitast csak az inverz agonistak képesek gatolni, a tiszta vagy mas néven
neutralis antagonistak nem.

Egyetertek. Azonban egy sor, késébb inverz agonistakent felismert vegyuletet
antagonistaként fejlesztettek. Igy sokan antagonistaként hivatkoznak ezekre a
vegyuletekre.

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

Elnézését kérem az eliitésért, a CBN rovidités a kannabinol-ra vonatkozik.

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

Elnézését kérem, hogy a transzport iranyat nem emlitettem a fejezet elsé
mondataban. Néhany sorral aldbb azonban a transzport iranyat is megadtam:
.Ezekkel az elképzelésekkel ellentétben, illetve inkabb ezeket az elképzeléseket
kiegészitve, McFarland és munkatarsai (McFarland és munkatarsai, 2004;
McFarland és munkatarsai, 2006) adatai a caveolakhoz kététt endocitozis részvételét
valészindlsitik az anandamid transzportjaban”



A 3.4. pontban a szerzb részletesen jellemzi az els6édleges érzé idegsejtet, am nem
kézli, hogy ennek a sejttipusnak egy altipusa a korabban is és ebben a pontban is
targyalt hatsé gyoki idegsejt. A leiras kapcsan konzekvensen csak egy sajat
osszefoglalé kbzleményére hivatkozik, azt a benyomast keltve, mintha e sejttipus
telies anatoémiai és funkcionalis leirasa az 6 munkassagat képezné. Helyesebb lett
volna erre a sajat munkara review-ként hivatkozni (for rev. see).

Val6ban nincs leirva, hogy az els6édleges érz6 idegsejtek egy tipusa a hatsé gyoki
idegsejt, azonban a 3.4. pont elsé mondata a az AZ ELSODLEGES ERzZ0
IDEGSEJT MORFOLOGIAI TULAJDONSAGAI alcim alatt a “A hatsé gyoki
idegsejtek a periférias idegrendszerhez tartozé neuronok”, szavakkal kezd&dik.

A bevezetésben természetesen prébaltam a sajat 6sszefoglalé kbézleményeim
anyagat is felhasznalni. Sajnalom, hogy a hivatkozas mdédja azt a benyomast
keltheti, hogy a sejttipus leirasa az én munkassagomhoz kapcsolodik.
Természetesen nem volt ilyen szandékom.

Nem értek egyet a szerz6 azon allitasaval, hogy a C-neuronok mind nociceptivek
(42. oldal); ismertek ugyanis alacsony kiisz6bli mechanoreceptorok és
termoreceptorok is ebben a rostpopulacioban.

Egyetértek. Sajnalom, hogy a megfogalmazas arra utal, hogy valamennyi C sejt
nociceptiv.

A 44. oldalon emlitett fesziiltségkapcsolt” ioncsatornak helyes megnevezése
fesziiltségfiiggd. A tetradotoxin” helyes megnevezése tetrodotoxin.

Amint emlitettem, egy sor magyar elnevezést kellett megtalalnom és megtanulnom
az Ertekezés irasa kdzben. A “voltage-gated” forditasa lett a “fesziiltségkapcsolt”. A
kifejezést azonban nem én alkottam, magyar oldalakon is el&fordul:
https://hun.legatechnics.com/sorting-receptor-rerl-controls-purkinje-cell-function-via-
voltage-gated-sodium-channels-13019479.

Elnézését kérem az ellutésért.

Apré hibanak mindstil a polimodalis nociceptorok periférias végzddéseibdl
felszabadulé agenseket (pl. neuropeptidek) atvivé anyagoknak (azaz
transzmittereknek) mindsiteni. A centralis végzédés esetében ezek tényleg
neurotranszmitterként vagy neuromodulatorként funkcionalnak, de a periférias
végzbdesbdl felszabadulva és nem-neuronalis sejtekre hatva inkabb mediatoroknak
tekinthetok.

A Tisztelt Biralo ezen kritikai megjegyzésével nem értek egyet. Egyrészt tudjuk, hogy
a periférias nyulvanyokbdl felszabadulé anyagoknak, mint a SP-nek, CGRP-nek
vagy a glutamatnak vannak receptoraik az els6dleges érz6 idegsejteken, igy a
felszabadul6 anyagok idegsejteken is hathatnak a periférias szévetekben is.
Masrészt, mivel ugyanazokrol a molekulakrol van sz6, amelyek ugyanezen sejtek
gerincvel6i végbdéseibdl felszabadulva transzmitter vagy modulator szerepet
jatszanak, ugy gondolom, hogy indokolt mindkét esetben ugyanazt a
neurotranszmitter nevet hasznaini.



A 48. oldalon a szerzd a neurogén gyulladas egyik alapjaként emliti az axonreflexet,
bar sem elbbbi, sem utdbbi fogalmat nem mondja ki explicit modon (a
szbvegkdrnyezetbdl ugyanakkor egyértelmiien kidertil, hogy ezekre a fogalmakra
gondol). Megjegyzendéd, hogy Szolcsanyi vizsgélatai igazoltak, hogy a neurogén
gyulladas az axonalis 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 szerzé harom, az
utébbi 4 évben megjelent kiilféldi szakirodalomra hivatkozik, noha ezt a jelenséget
mar Jancs6 Miklbs is vizsgalta a mult szazad hatvanas éveiben.

Nem értek egyet a Tisztelt Biralo fenti megjegyzésével, az Ertekezésben szerepld
mondatok megitélésem szerint nem allitjak, hogy az axonreflex elengedhetetlen
feltétele a neurogén gyulladas létrejottének, hiszen neuronalis aktivitast nem csak
érkez® akcios potencialokkal, hanem a végz6édéseken kifejez6d6 receptorok, mint a
TRPV1, vagy TRPA1 aktivalasaval is ki lehet valtani:

“A polimodalis sejtek periférias patologias folyamatokat is befolyasold funkcidjanak
az alapja, egyrészt, hogy a fajdalmas inger hatasara létrejévé neuronalis aktivitas a
nyulvanyok elagazddasainal mindkét iranyban képes tovabbhaladni. igy a neuronalis
aktivitas a szoveti sérulést korilvevo terlletekre, illetve kozvetve a szoveti sérilést
korllvevd teruleteket beidegz6 idegsejtekre is kiterjed (Roosterman és munkatarsai,
2006; Geppetti és munkatarsai, 2008; Sorkin és munkatarsai, 2018). A polimodalis
fajdalomérzé sejtek patoldgias folyamatokban valé részvételének masik alapja, hogy
a neuronalis aktivitas a szabad idegvégz&désekbdl atvivé anyagok (glutamat, P,
CGRP) felszabadulasat valtja ki (Roosterman és munkatarsai, 2006; Geppetti és
munkatarsai, 2008; Sorkin és munkatarsai, 2018).”

A kritizalt alfejezet célja természetesen nem a neurogén gyulladas térténelmi
attekintése és részletes leirasa volt, hiszen ilyen irdnyd munkat az Eredmények-ben
nem mutatok be. Célom az volt, hogy az els6dleges érzé idegsejtek funkcioit
mutassam be a lehetd legteljesebb formaban. De ugy érzem valaszolnom kell a
Tisztelt Biralé megjegyzésére, miszerint a ,axonreflex nem sine qua non-ja”
neurogén gyulladasnak. En alapveté fontossagunak tartom, hogy egy jelenséget
els6izben leird kutatdé munkajat idézziik, amikor a jelenséget bemutatjuk. igy, a
korrektség jegyében itt meg kell emlitenem, hogy az axonreflex hidanyaban kivaltott
neurogén gyulladas elsé leirasa Jancs6 Miklds nevéhez koétédik (Jancso, Orvosi
Hetilap, 1965, Jancsé és munkatarsai, 1968).

Az 5.6. abra kapcsan szé esik az NGF-rél, de a réviditésének magyarazata hianyzik.
Igyekeztem a roviditések teljes nevét egyszer megadni. Az NGF esetében ez a 24.
oldalon tortént.

Az 5.2.4. pont leirasabdl (76. oldal) nem derdl ki, hogy milyen modszerrel mérték az
intracellularis Ca2+-koncentraciot.

Valéban nem adtam meg pontosan az alkalmazott modszer nevét, amiért elnézését

kérem.

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



A PDF verzidban mindkét abran jelen van az X tengely jeldlése. Sajnalom, hogy a
nyomtatas soran ezek elvesztek. Szintén sajnalom, hogy a szignifikancia jeldlése
hianyzik az abrabdl, ezek az eredeti abran sem szerepeltek.

Az 5.46. abrabdl, illetve annak abrafeliratabol sem dertiil ki a kapszaicin
koncentracioja.

Elnézését kérem, hogy a koncentracio (500nM) csak a szOvegben van megemlitve.

Az 5.7.2.1. pontban a szerz6 gyulladésos kériilményekrél tesz emlitést. Onmagéaban
néhany gyulladasos mediator vagy PKA, PKC trkA aktivaciot kivalté agens adasa in
vitro rendszerben nem tekintheté ekvivalensnek az akut gyulladasos reakcioval, ahol
vazodilatacio, plazmaextravazacio stb. lép fel. Helyesebb lett volna ugy fogalmazni,
hogy ,gyulladasos mediatorok jelenlétében”.

Egyetértek. Az “in vitro gyulladéasos modellben”, vagy ahogy a Tisztelt Biralo
javasolja, “gyulladasos mediatorok jelenlétében” pontosabb megfogalmazas lett
volna.

T6bb helyen is (pl. 124. oldal utolsé sora) emlitésre keriil az anandamid TRPV1-en
kifejtett ,potencialja”. Véleményem szerint az angol ,potency” sz6 nem megfelelé
forditasardl van sz6. A helyes magyar megfelelé a hataserdsség.

Amint emlitettem, egy sor szamomra ismeretlen magyar kifejezést, nevet kellett
hasznalnom, amelyek kozul egyesek forditasok. Ez valoban helytelen.

A szerz6 nem emliti a 8-Br-cAMP hatasmaédjat (125. oldal).

Elnézését kérem a hianyossagért, valoban meg kellett volna emliteni, hogy a 8-Br-
cAMP a PKA aktivatora.

Az 5.63. és 5.64. abran bemutatott eredmények kapcsan hianyzik mind az
anandamid, mind a kapszaicin koncentracibja (az abran, az abramagyarazatban és a
szbvegben sem talalhato).

Elnézését kérem a hianyossagért. A szovegben, a 135. oldalon szerepelnek a
koncentraciok. “Az ACR és COR sejtek elkulonllésének a megerdsitésére, 30 uM
anandamid és 500 nM kapszaicin adagolas kézben mértiik a kultirmédiumban
novesztett elsédleges érzs idegsejtek intracellularis calcium koncentraciojat”.

Az 5.74. abra kapcsan a szerz6 nem targyalja a rimonabant hatasat.
Egyetértek, hogy legalabb egy mondattal utalnom kellett volna a rimonabant

hatasara, elnézését kérem a hianyossagert.

Az 5.9. pontban az RTX-el6kezelés gatlé hatas alapjan a szerzb arra kévetkeztet,
hogy az anandamid a TRPV1 aktivalasa révén fokozza a holyagkontrakciok



frekvenciajat. Azonban 6 maga is emliti a 152. oldalon, hogy az RTX a TRPV1-et
expresszalo idegvégzddés deszenzibilizacibjat tudja kivéltani, emiatt megitélésem
szerint csak arra lehet kbvetkeztetni, hogy az anandamid olyan receptor
aktivalasaval hat, amely a TRPV1-et kifejez idegvégzddésen van. Tovabba zavard,
hogy sem a szbvegbdl, sem az abrakbol nem dertil ki, milyen koncentracioban adtak
az RTX-et.

A TRPV1 szerepére vonatkozo kritizalt mondat: “Ezek az adatok azt mutattak, hogy
egyetértésben az in vitro kisérletek adataival, az anandamid a TRPV1 aktivalasa
utjan excitatorikus hatast valt ki a hugyhdlyagban, ami a reflex 6sszehuzédasok
frekvenciajanak a névekedésében nyilvanul meg” a kapszazepinnel és RTX-el
végzett kisérletek egyittes eredményeire vonatkozik, igy ugy gondolom, hogy helyes
a kovetkeztetés.

Sajnalom, hogy az RTX koncentracié (10nM) csak az Anyagok és Mddszerek
fejezetbe kertlt emlitésre.

Vélaszaim a Tisztelt Biralé kérdéseire:

1./ A 63. oldalon vazolt argumentacié csak abban az esetben érvényes, ha
feltételezziik, hogy csak egyfajta, alacsony kiiszob(i h6érzékeny ioncsatorna létezik,
a TRPV1. A 74. oldalon bemutatott kbrdiagram véleményem szerint ugy is
magyarazhato, hogy a primer szenzoros neuronokban a TRPV1-en kiviil mas,
alacsony kilisz6bli h6érzékeny ioncsatornak is expresszalodnak (pl. TRPM3,
anoktamin 1). Mi errél a szerz6 véleménye?

Mig a feltételezés els6 pontja, amely szerint valamennyi kapszaicinre érzékeny
sejtnek egyben alacsony kliszobl héérzékenységet is kell mutatnia érvényes, a
masodik rész, ami szerint minden alacsony kiuszobl héérzékenységi sejtnek egyben
kapszaicinre is kell valaszolni, csak valéban akkor érvényes, ha feltételezzik, hogy a
TRPV1 az egyetlen alacsony kiszobl héérzékenységet mutaté molekula. Ez a
feltételezés ma mar nyilvanvaléan nem helytalld, hiszen tudjuk, hogy mas molekulak
is mutatnak héérzékenységet a TRPV1-hoz hasonld kiiszdbértékkel. A kisérlet idején
azonban munkahipotézisként elfogadhaté volt a feltételezés masodik része is, hiszen
akkor csak a TRPV1-rél és a “magas hékuszobl” receptorrdl (TRPV2) tudtuk, hogy
fajdalmas héingerrel aktivalhatéak. A TRPV1 génhianyos egereken végzett mérések,
ami szerint az “alacsony kiiszdbl héérzékenység” megmarad, még nem voltak
ismertek.

Ami az egycsatorna mérések eredményét illeti, mai tudasunk alapjan a csak hére
valaszolé membranfoltokért valdban a TRPV1 hékuszdbe kérnyékén valaszold
egyeéb csatornak, mint a Tisztelt Biral6 altal is emlitett TRPM3 vagy ANO1 vagy akar
a TRPV4 is felel6s lehet. Ezt valdszin(siti, hogy a kisérletnek ezen részében
rutinszer(ien nem hataroztuk meg az aktivalasi kiiszéboket. A mostani pandémias
idoben ezek visszamendbleges meghatarozasa egy hallgato diplomamunkajanak az
alapjat adhatja.

Mig a mas héérzékeny csatornak jelenlétét valdszinUsithetjuk, a csak hére érzékeny
TRPV1 csatornak legalabb részbeni felel6sségét a hévalaszokért a csak hére
valaszolé membranfoltokban szintén nem vethetjlk el, hiszem csak kapszaicinre
valaszold, tehat TRPV1-t nyilvanvaléan kifejez6 foltokat is talaltunk a mintankban. A
kozleményunk utan a TRPV1 heteromerekrdl publikalt adatok alapjan ugy gondoljuk,
hogy a hé és a kapszaicin valaszok egycsatorna szinten talalt elvalasaért a
kulénb6z6 heteromerek lehetnek a felelések.



2./ Hogyan magyarazhato, hogy a TRPV1 Ca2+-permeabilitasa kb. kétszer akkora
kapszaicinnel térténd aktivalaskor, mint hével térténd stimulacié soréan (70. oldal elsé
bekezdés)?

Sajnos, mi nem végeztink olyan kisérleteket, amelyekkel megvalaszolhatnam a
kérdést. Azonban Caterina és munkatarsai (Chung és munkatarsai, 2008)
kimutattak, hogy a TRPV1 bicfizikai jellemzdi, ellentétben a legtdbb ion csatorna
hasonlo jellemzébivel, nem statikusak. Specifikusan, a TRPV1 id6, aktivator és
koncentracio fliggd valtozast mutat a Ca?* permeabilitasaban. Ennek oka a szerzék
szerint, hogy a TRPV1 aktivatorok kiilonbdzé fokban valtoztatjak az ionsz(ird
szelektivitasat, igy a csatorna permeabilitasat.

3./ Az 5.15. abraval kapcsolatban nincs emlités arrél, hogy a KCI milyen
mechanizmussal néveli az intracellularis Ca2+-koncentraciot?

Sajnalom, hogy a magas koncentracioju KCl adagolas okat (a “maximalisan” elérhett
intracellularis kalcium koncentracié indukalasa) illetve a mechanizmust (az idegsejt
membran nagymeértékl kalium permeabilitasa és a kdvetkezményes kalium
bearamlas okozta depolarizacié altal aktivalt fesztiltségfliggé kalcium csatornak
aktivalasa), nem emlitem. Ez a nem szakemberek szamara valéban fontos lehet a
kisérletek és az eredmények megértéséhez.

4./ Az 5.6.2. pontban miért nem direkt modon emelték a fiziologias szint félé a Ca2+-
koncentraciot (104. oldal)? A TRPV1 megnyitasa nemcsak Ca2+-, hanem Na+-
szignalt is eredményez mas kévetkezmények mellett.

Végeztink a Tisztelt Biralé altal hianyolt kisérletet is (Ahluwalia és munkatarsai,
2003). Ezeket az adatokat azonban nem tudtam az Ertekezésbe beépiteni, ugyanis
az azokat leiré kdzlemeényunket, annak ellenére, hogy a leirt jelenségek valddiak,
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 elésegitése
okan kerdlt sor.

Az emlitett kisérletben az intracellularis Ca?* szint emelkedését egyrészt
kapszaicinnel, masrészt magas koncentracioju (50mM) KCI adagolassal értik el. Az
Ertekezés 104. oldalan réviden ismertetett eredmény a két egyetem kdzotti vita
kozben részben megismételt kisérletekben szuletett.

5./ Az 5.7.3.4. pontban leirt kisérletek diszkusszidja sorén a 176. oldalon a szerzé
azt a tényt, hogy a 20:4 NAPE adagolas soran (ami endogén anandamidszintézishez
vezet) a CB1 receptor blokkolasa cs6kkenti az endogén anandamid excitatorikus
hatasat, azzal magyarazza, hogy feltételezi a CB1 receptor konstitutiv excitatorikus
hatasat a TRPV1-en. A G-proteinhez kapcsolt receptorokra jellemzé konstitutiv
aktivitas lényege azonban az, hogy agonista hianyaban mutatnak hatast. Konstitutiv
CB1 receptor aktivitasra akkor lehetne kbvetkeztetni, ha anandamid hianyaban
csOGkkentené az inverz agonista rimonabant a TRPV1 aktivitasat. A szerzg altal



vizsgalt rendszerben azonban jelen volt az agonista, az endogén anandamid. Kérem
a szerzdt, hogy adjon révid 6sszefoglalét minden olyan adatardl, amely a CB1-
receptor konstitutiv aktivaciojat tamasztja ala.

A CB1 receptor konstitutiv aktivitasa jol ismert, szamos szerz8 kimutatta. Mig ezt a
konstitutiv hatast altalaban gatlo jellegiinek tartjak, Di Marzo és munkatarsai
(Hermann és munkatarsai, 2003), valamint Fioravanti és munkatarsai (2008)
eredményei azt mutattak, hogy a TRPV1-on a hatas excitatérikus.

Ezekkel az eredményekkel megegyezden, mi is kimutattuk, hogy a rimonabant
(200nM) szignifikansan csokkenti a kapszaicinnel kivaltott valaszokat (ratiometrikus
kalcium szint mérés, capsaicin/KCl control= 0.78 + 0.02, rimonabant= 0.61/0.018,
Student's t -test, p <0.0001, Varga és munkatarsai (2014), Ertekezés 132. oldal).
2016-ban kimutattuk tovabba, hogy ez a konstitutiv excitatérikus hatas csak a sejtek
egy részében figyelheté meg, hiszen a rimonabant csak az ugynevezett ACR
(anandamid és kapszaicin érzékeny) neuronokban csokkenti a kapszaicinnel kivaltott
valaszok amplituddjat (Chen és munkatéarsai, 2016, Ertekezés 5.63C abra, 5.64C
abra, 5.65A-C abra).

A Varga és munkatarsai (2014) altal k6zolt adataink, illetve egy késébbi, az
Ertekezésben nem szerepl8, adatunk (Nerandzic és munkatarsai, 2018) azt mutatja,
hogy a 20:4 NAPE adagolasa a kulturmédiumban ndvesztett elsédleges érzd
idegsejtekben és a gerincvelGben is jelentésen, koncentracio- és hdmérsékletfuggd
maédon megemeli az anandamid koncentracidjat. igy joggal feltételezhetjiik, hogy a
20:4 NAPE-el kivaltott hatasoknak legalabb egy részéért, ha nem is az egészért az
endogén anandamid a felelSs.

Szamos kisérletiink eredménye mutatja, hogy a CB1 receptor aktivalasa naiv
koralmeények kozott 1uM alatti koncentracioju exogén anandamiddal gatolja a TRPV1
aktivitasat. igy joggal varhattuk, hogy a 20:4 NAPE adagolas hatasara szintetizal6dé
endogén anandamidnak is hasonlé hatasa lesz.

A varakozassal ellentétben azonban, az 20:4 NAPE adagolasa excitaciot valtott ki.
Ez az excitacié mar 100nM 20:4 NAPE koncentraciétdl megfigyelhetd a kobalt jeldlés
segitségével. Megallapitottuk, minden kétséget kizardan, hogy ez a 20:4 NAPE
indukalt excitaciét a TRPV1 aktivitasa okozza. Kimutattuk tovabba, hogy a CB1
receptor inverz agonistaja jelentésen csokkenti a 20:4 NAPE altal indukalt excitaciot.

A fenti adatokat a kdvetkez6képpen interpretalhatjuk:

1. A CB1 receptor konstitutiv aktivitasa excitatorikus/szenzitizalé hatasu a TRPV1-on
hiszen az inverz agonista jelentésen csokkenti a kapszaicinnel kivaltott valaszokat.
2. Ugyan nem vizsgaltuk, hogy a 20:4 NAPE adagolasa hogyan hat a forskolin
indukalt cAMP szint ndvekedéseére, ugy tlnik, hogy a 20:4 NAPE adagolasaval
feltehet6éen nem, vagy csak minimalis CB1 receptor aktivitas indukalhato. Ha ez a
feltevés valéban igaz, akkor a CB1 receptor inverz agonista hatasa a 20:4 NAPE
altal indukalt excitaciora megerésiti a CB1 receptor TRPV1-t szenzitizald konstitutiv
aktivitasat a kulturmédiumban novesztett elsédleges érz6 idegsejtekben.

Egyetértek a Tisztelt Biralo kritikai megjegyzésével. A kritizalt mondatok
(“Kimutattuk, hogy a 20:4 NAPE adagolas soran a CB1 receptor blokkolasa
csokkenti az endogén anandamid excitatorikus hatasat (Chen és munkatarsai,
2016). Ennek az eredménynek a legvaldsziniibb magyarazata, hogy a CB1 receptor
konstitutiv excitatorikus hatast fejt ki a TRPV1-on”) valéban értelmezhetetlenek.
Sajnalom, hogy az eredményt és a kovetkeztetést 6sszekotd kapocs (“feltételezve,
hogy a 20:4 NAPE adagolasa nem okoz CB1 receptor aktivitdst) nem kerultek a



szdvegbe. Kbészondm a Tisztelt Biraldnak, hogy felhivta a figyelmemet a
hianyossagra.

6./ Az 5.64. &bra szerint a CB1 receptor hianya csak kb. 40%-kal csGkkentette az
anandamiddal kivéltott Ca2+-tranzienst. Milyen receptor kbzvetitette a maradék
60%-0s valaszt?

Zygmunt és munkatarsai (1999) munkajabdl ismert, hogy heterolég rendszerekben a
TRPV1 6nmagaban képes valaszolni az anandamidra. A munkank eredményei azt
mutatjak, hogy nativ rendszerben a sejtek egy részében kifejez6dd TRPV1 nem
aktivalhaté anandamiddal (COR), mig a sejtek masik részében aktivalhato (ACR).
Eredményeink azt is mutatjak, hogy a CB1 receptor konstitutiv aktivitasa megemeli a
TRPV1 anandamiddal kivaltott valaszait. Ez a szenzitizalé hatas vész el példaul a
CB1 receptor inverz agonista jelenlétében, illetve a CB1 génjének a hianyaban az
ACR sejtekben. Arra vonatkozdan, hogy a CB1 receptor génjének toérlése utan a
megmaradt anandamidra valaszolé TRPV1 milyen strukturalis vagy egyeb
kulonbségeket mutat az anandamidra nem valaszolé TRPV1-tdl, nincs adatunk.
Azonban feltételezhetd, hogy a CB1 receptor mellett egy masik metabotrop receptor
is szerepet jatszik a TRPV1 anandamid érzékenységének a szabalyozasaban. Az
elsé kisérletek soran érdekes lenne megnézni mas anandamidra valaszolo
receptorok, mint a GPR55, vagy mas Gi/o-hoz kapcsolddo receptorok, mint a p
opioid receptor szerepét.

7.1 A CB1-receptor mMRNS-e minden ACR neuronban, a COR neuronok z6mében,
sét még az NR neuronok felében is kimutathatoé volt. Az utobbi két adat fényében
valészinisithetd, hogy a CB1-receptor mRNS-ének jelenléte nem feltétlendil jelenti
funkcioképes receptor expressziojat. Emiatt megitélésem szerint a jelélt tul kbnnyen
elvetette azt a lehet6séget, hogy funkcionalis CB1-receptor tényleg csak az ACR
neuronokban van (lasd 5.8.1.4. pont els6é bekezdése). Mi errdl a szerzé véleménye?

Sajnalom, ha azt a latszatot keltettem, hogy a nem ACR sejtekben kifejez6d6 CB1
receptorok nem lennének funkcionalisak. Természetesen az mRNA jelenléte, ahogy
a Tisztelt Biralo is megjegyzi, nem jelenti feltétlenll a funkcionalis CB1 receptor
jelenlétét. Azonban nem gondolom, hogy csak az ACR sejtekben lenne a CB1
receptor funkcionalis. Amit az adataink mutatnak, az az, hogy a CB1 receptor
TRPV1-t szenzitizalé hatasa van jelen csak az ACR sejtekben.

8./ Az in vitro kisérletekben a szerz4 a kapszazepint 5 vagy 10 uM koncentraciéban
hasznalta. Bar ezeknek a koncentracidknak a TRPV1-szelektivitasat is
megkérddjelezték (Docherty et al., 1997), nagyon sok vizsgalatban
hasznéltak/hasznaljak a 10 uM kapszazepint a TRPV1 blokkolaséara. Ugyanakkor a
hugyhdlyaggal 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 tértént-e vizsgalat ennek a TRPV1-szelektivitasara vonatkozoan,
illetve ismeretes-e ilyen adat a szakirodalombdl?

Az endokannbinoidom-on végzett kisérleteink kezdetén a kapszazepin volt az
egyetlen, akkor szelektivnek tartott TRPV1 antagonista. Ugyan a TRPV1 klénozasa,
majd farmakoldgiai és biofizikai jellemzése utan sorra jottek a nagyobb
hataser6séggel rendelkez6 antagonistak, a munkank nagy részében, az
O0sszehasonlithatosag miatt is, maradtunk a kapszazepin hasznalatanal. A 2010 évek
k6zepén azonban meglepetten tapasztaltuk, hogy 10uM kapszazepin kalcium



tranzienseket indukal a kapszaicin érzékeny kulturmédiumban névesztett elsédleges
érz6 idegsejtek egy jelentds részében. Forrashiany miatt sajnos nem tudtuk a
kisérleteinket folytatni. Azonban Peter Reeh és munkatarsai (2016) leirtak, hogy a
Docherty és munkatarsai (1997) altal a feszliltségfliggé kalcium csatornakon leirt,
valamint a Behrendt és munkatarsai (2004) altal a TRPM8-en leirt hatason kiviil, a
kapszazepin a TRPAL1-n is hatast fejt ki, aktivalja, illetve gyorsan deszenzitizalja ezt
a csatornat. Ezen adatok utan mar nem hasznaltuk a kapszazepint. Az Ertekezésben
emlitett kapszazepinnel végzett kisérletek mind 2016 el6ttrél szarmaznak,
amelyekben a kapszazepint a kapszaicin és anandamid TRPV1 altal kozvetitett
hatasainak a blokkolasara hasznaltuk. Ugyan az anandamid blokkol néhany
feszlltség fligg6 kalcium csatornat, illetve a TRPM8-t, mivel az excitaciés hatas
blokkolasara hasznaltuk, a kapszazepinnek a nem TRPV1-on kifejtett hatasai nem
teszik inkonkluzivva az eredményeinket, illetve nem érvénytelenitik az eredményeink

c sy

Ami a hugyhdlyagon végzett kisérleteinket illeti, ott mind 10uM mind 50uM
kapszazepint is hasznaltunk. A magasabb koncentraciot azért alkalmaztuk, mert az
antagonistat a holyag hashartyaval boritott felszinére cseppentettik, és ugy
gondoltuk, hogy az a szévetnedvekben felhigulva esetleg nem jut megfelel
koncentracioban a holyagot beidegzd érzé rostokhoz. A gyulladt holyag
0sszehuzddasi frekvenciajat a 10uM és 50uM kapszazepin ugyanolyan mértékben
csokkentette. igy, nagyon kicsi a valdsziniisége annak, hogy kapszazepinnek a
feszultségfiggd kalcium csatornakon, a TRPM8-en vagy a TRPA1-n kifejtett hatasa
befolyasolta volna az eredményeinket. Legutébbi munkank (Charrua és munkatarsai,
2020) eredményei alatdmasztjak ezt a feltételezést: az SB366791 csokkentette a
magas dézisu URB937 altal okozott hdlyag hiperaktivitast. A magas dézisu URB937
a hélyag hiperaktivitas mellett jelentésen megemelte a hélyag anandamid tartalmat
is.

9./ A szerzb legtdbb kisérletében vagy exogén anandamidot alkalmazott, vagy a
szintézis serkentésével, illetve a lebomlas gatlasaval megnévelte az endogén
anandamid szintjét. Tehat olyan rendszereket vizsgalt, ahol mesterségesen

sajat vagy irodalmi adat, amely alapjan megitélhetd, hogy a fenti médokon nem
manipulalt helyzetben (gyulladasos vagy neuropatias fajdalom in vivo modelljében) is
kialakul-e az anandamid excitatoros, pronociceptiv hatasa? Masik kérdésem, hogy
van-e barmilyen tamogaté adat arra vonatkozoan, hogy ilyen in vivo modellekben
eléfordul olyan magas anandamidszint, amely a TRPV1
szenzibilizaciéjahoz/aktivacidjahoz sziikséges?

Potenzieri és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy patkanyban az anandamid
intraplantaris injekcidja a C-rostok koncentracio és TRPV1 fliggd excitaciojat,
valamint az éllatok nocifensiv viselkedését valtja ki. McVey és munkatarsai (2003)
leirtak, hogy az anandamid (és a 2-AG) a TRPV1 aktivalasan keresztul neurogén
gyulladast valt ki a naiv vékonybélben. Sajat (Dinis és munkatarsai, 2004) adataink is
azt mutatjak, hogy az anandamid nem “manipulalt” helyzetben konceracio fliiggéen
megemeli a hugyholyag motoros aktivitasat.

Ami a kérdés masodik részét illeti, sajat, részben az Ertekezésben is bemutatott
munkainkra hivatkozok el6szér: Dinis és munkatarsai, 2004, Charrua és
munkatarsai, 2020. Mindkét munkaban kimutattuk, hogy a holyag gyulladasa olyan
mértékben emeli meg a szdvet anandamid tartalmat, ami elégséges a TRPV1
aktivalasahoz.



A gyulladas, legalabb is a zsigerek gyulladasa ugy tlnik egydtt jar az anandamid
szintézis emelkedésével, legalabb is Want és munkatarsai (2001) eredményei erre
engednek kovetkeztetni, hiszen a szeptikus betegek plazmajaban az anandamid
szint jelent6sen (4-szeresére) megnd. D’Agenio és munkatarsai (2006) illetve
Capasso és munkatarsai (2014) a gyulladasos vastagbélben mutattak ki az
anandamid szint emelkedését. Ugyanakkor dermatitisben és arthritisben nem talaltak
anandamid szint névekedést. Osszességében, tehat igen, gyulladas soran az
anandamid szint elérhet olyan magas koncentraciot, amely képes aktivalni a TRPV1-
t. Azonban ez az emelkedés a gyulladt szdvet tipusatol fligghet.

10./ Kézismert a kannabisz fajdalomcsillapité hatasa, f6leg neuropatias fajdalomban.
Eqgy standardizalt kivonat, a nabiximols egyes orszagokban térzskényvezett
készitmény bizonyos tipusu neuropatias fajdalmak kezelésére. A szerz6 adatai
viszont azt sugalljak, hogy PKC, PKA aktivacidja soran — ami neuropatiaban is
eléfordul — az anandamid hatasa a TRPV1-aktivacié altal kbzvetitett excitacié
irdnyaba tolédik el. Hogyan magyarazhatd az exogén és endogén kannabinoidok
hatasa kozotti ezen ellentmondas?

A Tisztelt Biralo altal emlitett Sativex (Nabiximols) tetrahydrocannabinolt (THC) és
cannabidiolt (CBD) tartalmaz. A THC egy sor receptoron és ion csatornan fejti ki a
hatasat: CB1 receptor, CB2 receptor, GPR55, GPR18, TRPA1, TRPMS8, TRPV2. A
CBD-nek hasonlé célmolekulai vannak. Legjobb tudomasom szerint sem a THC sem
a CBD kozvetlenll nem aktivalja a TRPV1-t.

A Sativex egy szisztémasan alkalmazott készitmény, mig a TRPV1 tipikus
el6fordulasa (legalabbis, ami a fajdalom létrejéttében fontosnak tartunk) a
fajdalomérzé elsédleges érzd idegsejt. A TRPV1-t kifejez6 sejtek kifejezik a THC és
a CBD majdnem &sszes célmolekulait is, azonban azokat a fajdalom informacidk
feldolgozasaban résztvevd kdzponti idegrendszeri strukturdk nagy része is kifejezi.
igy a THC és CBD hatasainak sem a pontos helye, sem a pontos mechanizmusa
nem ismert.

Természetesen, amig sem a THC sem a CBD per se nem aktivalja a TRPV1-t,
valamelyik a lebontasuk soran keletkez6 termék képes lehet egy eddig nem ismert
TRPV1-t aktivalé hatasra. Azonban a TRPV1 aktivalas nem jelenti, hogy ne lenne
egy molekulanak fajdalomcsdkkenté hatasa, hiszem a TRPV1-t aktivalo kapszaicin
és resiniferatoxin (RTX) is csOkkenti, megszunteti a fajdalmat, az RTX raadasul ezt a
kezdeti fajdalom okozasa nélkil teszi. A kdzelmultban publikalt munkankban
(Goncalves Dos Santos és munkatarsai, 2020) példaul kimutattuk, hogy a metamizol
bomlasterméke, a 4-aminoantipyrin (4-AA) egy az anandamidhoz hasonlé CB1
receptor — TRPV1 agonista, amelynek prosztaglandin E2 alkalmazasa utan
jelentésen megné a hataser6ssége a TRPV1-on. Azonban, ellentétben az
anandamiddal, a 4-AA a kapszaicinhez és az RTX-hez hasonléan gyorsan
deszenzitizajla a TRPV1-t. A metamizol vagy a 4-AA in vivo nem okoz fajdalmi
reakciot PGE2 adasa utan (vagy gyulladasos megbetegedésben), ami valdszinileg
annak kdszdnhetd, hogy a 4-AA az RTX-hez hasonléan meggatolja az inaktivalt
feszultségfliiggé natrium csatornak uUjra aktivalhatéva valasat.

Amint azt kimutattuk, az anandamid nem deszenzitizalja a TRPV1 (Sousa-Valente és
munkatarsai, 2014). igy “idealis” endogén agonistaja a PKA ész PKC 4ltal
szenzitizalédott TRPV1-nak. A Sativex-ben talalhaté exogén kannabinodioknak
viszont ugy tlnik nincs “nem deszenzitizald aktivitast kivalté” hatassal a TRPV1-on.
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