Valasz Prof. Jancs6 Gabor egyetemi tanar opponensi vélemeényére

Ko6szoném Professzor Urnak értekezésem alapos biralatat, a relevans és megfontolando
kritikai észrevételeket, a felvetett kérdéseket €s megjegyzéseket, valamint a dicséreteket.

1.) Egyetértek Opponens Ur azon kritikai megjegyzésével, amely a ,, Torténeti bevezetés”
c. fejezetben szerepld mondatra (,,4 neurogén gyulladast és az ezt kézvetito gyulladaskelto
neuropeptideket a 70-es évek végén fedezték fel, és ezzel uj korszak kezdodott a kapszaicin-
kutatdsok torténetében...”) vonatkozik. Ez a kettOs kijelentést tartalmazd megfogalmazas
igy valoban nem szerencsés ¢és ilyen forméban nem helytallo. Természetesen nem azt
szandékoztam ezzel mondani, hogy a neurogén gyulladas jelenséget fedezték fel a 70-es
évek végén, hiszen azt mar Bruce 1910-ben leirta, és annak részletes feltarasahoz Jancsé
Miklos kapszaicin-deszenzibilizacids kisérletei nyitottak utat mar az 1950-es években.
Elektromos idegingerléssel kivaltott neurogén gyulladas direkt bizonyitékardl az elsd
nemzetkozi kozlemény 1967-ben jelent meg (Jancsé és mtsai. 1967. Br. J. Pharmacol.). A
70-es években a mediatorok azonositdsaval indultak meg a vizsgalatok a neurogén
gyulladas mechanizmusara vonatkozoan. Elgondolkodtatd azonban, hogy a gyulladéssal
kapcsolatos tobbezer oldalas monografidkban- mint pl. a harom kotetes Zweichfach, Grant
¢s McCluskey szerkesztésében megjelent The Inflammatory Process (Academic Press,
New York and London, 1973), valamint a hat évvel késébb Vane és Ferreira altal
szerkesztett kétkotetes Inflammation/ Anti-Inflammatory Drugs (Handb. Exp. Pharm. 50/1
¢s II; Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York 1979) kiadvanyokban- a ,,neurogén
gyulladds” targysz6 nem szerepel. A pro-inflammatorikus szenzoros neuropeptidek
felfedezése és hatasainak sokoldalu leirdsa utan ennek az évtizednek a végére keriilt be a
szakmai koztudatba és valt széles korben elfogadottd, hogy a vazodilatacidoval és
plazmafehérje-kidramlassal jar6 folyamatot ezek a szenzoros idegelemekbdl stimulécio
hatasara felszabaduld peptid-mediadtorok kozvetitik. A Pubmed adatbazis alapjan
nyilvanvald, hogy abban az idoben valoban uj korszak kezdddott a kapszaicin-kutatasok
torténetében, hisz a ,,capsaicin” kulcsszoval megjelent kozlemények szdma 19786l 6ridsi,
ugyrasszeri novekedést mutatott: 1978-ban 0Osszesen 95 kozlemény talalhatd ilyen
kulcsszéval, 1983-ban mar 383 (ami csaknem 4-szeres novekedés 5 év alatt), 1988-ban
pedig mar 1137. A jelenleg mar 10.000-nél is tobb kapszaicinnel kapcsolatos kdzlemény
koziil a doktori értekezésnél eldirt terjedelmi korlatok miatt kénytelen voltam a teljesség
igénye nélkiil azokra hivatkozni, amelyek a munkdmhoz legszorosabban kapcsolodnak.
Mivel ennek nem volt célkitlizése a kapszaicin hatdsmechanizmusanak vizsgalata,
hianyoznak a referencialistabol alapvetd fontossagi, de a bemutatott kisérletekhez
lazabban kapcsolodo publikaciok.

2.) 1. témakor: Léguti gyulladasmodellekben végzett kisérletek

a) , Az éterrel torténd altatas nem a legszerencsésebb valasztdas, hiszen az éter jelentos,
részben neurogén gyulladast valt ki; igy az adott kisérletben az; LPS-t mdr a
gyulladasban lévo légutakba juttattik be.”



Valbéban régota ismert, hogy az éter belélegzése neurogén gyulladast valt ki a 1égutakban,
(Lundberg ¢és mtsai. 1983. Acta Physiol. Scand.; Martling és mtsai. 1984. NS Arch.
Pharmacol.), amely azonban révid idon (1 6ran) beliil elmulik, és nem interferal a 24 ora
mulva vizsgalt LPS hatassal. Kontrollként ugyanilyen altatdsban PBS-sel kezelt egereket
hasznaltunk, amelyekben 24 o6raval a beadds utdn nem tapasztaltunk gyulladasos
paramétereket. Azt a felvetést azonban jogosnak tartom, hogy az éter-okozta akut neurogén
gyulladasos folyamatok stlyossagat. Eppen ezért mérlegeltiink egyéb altatasi lehetdségeket
is, azonban mas anesztetikumokkal kapcsolatban ugyancsak tobb technikai nehézség és
bizonytalansagi faktor mertilt fel. A ketamin rovid hatast, de izomgdrcsot okoz (xilazinnal
egylitt alkalmazva a konvulziv hatds kivédhetd, de izomrelaxacio ugy sem érhetd el), a
pentobarbital esetében az ébredés elhuzddod, nehézkes, a nydkszekrécio stimulacidja
kifejezett. Az izofluran (€s egy€b inhalacios altatok) TRPAT aktivalo, TRPV1 szenzitizalo
¢s neurogén gyulladast keltd hatdsaira is vannak adatok (Matta és mtsai. 2007. PNAS).
Mivel az intranazalis LPS beaddshoz mindenképp olyan rdévid idOtartamu altatés
szlikséges, amely izomrelaxéciot is okoz, hogy az alkalmazott 60 pl oldat minél mélyebbre
jusson a légutakba (az egereket a nyakbdrnél két ujjal fogjuk, fiiggéleges helyzetben a
fejiik igy hatrahajlik, az instillacié utan még egy percig ilyen pozicidban maradnak), éterrel
altattak erre a célra mas csoportok is, tobbek kozott az altalunk hasznalt referencia-
kozleményekben (Okamoto és mtsai. 2003. Am. J. Physiol. Lung. Cell. Mol. Physiol.; Wu
¢s mtsai. 2010. Respir. Res.).

b) ,,Az alveolaris makrofag-invazio kimutatdasdra talan alkalmasabb modszer lett volna a
bronchoalveolaris lavage alkalmazdsa, amellyel pontos kvantitativ adatokat lehetett
volna nyerni.”

AZ LPS-sel kivéltott léguti gyulladdas alapvetéen egy intersticialis gyulladas
(pneumonitisz), amely nem a bronchiolusok/bronchusok Iumenére, hanem a
perivaszkularis, peribronchioldris térre lokalizdlodik. Mivel azonban az egyik vizsgalt
szovettani paraméter az eozinofil citoplazmaju aktivalt makrofagok infiltracidja az
alveolaris terekbe és vannak irodalmi adatok is erre vonatkozodan, a modell beallitasakor
végeztiink bronchoalveoléris mosast (BAL) is, citospin preparatumon ¢€s flowcitométerrel
is probaltuk meghatarozni a sejtszamokat. Sajnos azonban az eredmények rendkiviil nagy
szorast mutattak és megbizhatatlannak bizonyultak, valdszinlileg annak koszonhetden,
hogy a technikai részletek pontos betartasa ellenére sem tudtuk alaposan kimosni az
alveolusokbdl a sejteket, a bronciolusokban pedig (ahogy a szdvettani kép is mutatja)
nincsenek szamottevé mennyiségben. A dolgozatban még nem szerepld, de masfél éve mar
laborunkban alkalmazott dohanyfiisttel kivaltott kronikus bronchitisz modellben nagyon jol
tudjuk ilyen célra hasznalni a BAL-t flowcitométeres analizissel.

Mivel azonban a gyulladds intenzitdsdnak megitélésére ez az egyik paraméter a 4
morfologiai értékelési szempont kozil, valamint a tiidbhomogenizatumokbol MPO
aktivitas-mérést is végeztiink (amely ugyan priméren a sokkal nagyobb szdmban jelenlévd
neutrofil sejtek mennyiségére utal, de a makrofagokban is megtaldlatd enzim), ezek a
megkozelitések véleményem szerint e modellben meggydzének és megbizhatonak
tekinthetdk.

3.) 2. témakdor: Iziileti gyulladdsmodellekben végzett kisérletek
a) Professzor ur hianyolja, hogy az eredmények leirasa soran nem jeloltem meg a
felhasznalt allatok szamat, ami az alkalmazott modszerek esetében fontos lett volna.



Az eredmények bemutatasakor itt a szOvegbdl €és abra-magyarazatokbol is sajnélatos
modon valdban kimaradt az allatszamok pontos ismertetése, ezt a hianyt a védéskor
potolom. Mentségemiil szolgéljon, hogy a ,,Kisérleti modellek, vizsgalati modszerek™ ide
vonatkozo ismertetésénél két helyen is szerepel, hogy minden csoportban 6-12 allatot
hasznaltunk (a 68. oldal aljan és a statisztikai értékelés bemutatasakor 71. oldalon).
Kezelések esetén a 12 elemszamok 4ltaldban az olddszeres kontroll csoportokra
vonatkoztak, a kezeltekben 6-8 allatot hasznaltunk. A kisérleteket e kronikus modellekben
blokkositva végeztiik, altalaban 18-20 allatot hasznaltunk egy sorozatban, ennél tobb egy
napon nem mérheté az iddigényes funkcionalis tesztek miatt. Egyszerre minden kezelési
csoportba tartozé allatot vizsgaltunk és veliik parhuzamosan olddszereseket is a szisztémas
hiba cs6kkentése céljabol, ezért volt nagyobb elemszamu kontroll.

b) ,,Hogyan egyeztethetok ossze a patkanyban nyert kisérleti eredmények azokkal a
korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint a kapszaicin elokezelést kovetoen a szintén
CFA-val kiviltott artritiszes tiinetek jelentosen mérséklodtek (J. Physiol. 1995)2”

Lucy Donaldson és munkatarsai a Professzor Ur altal idézett kozleményben 1) nem az
altalunk hasznalt modellben vizsgéalodtak, hanem a CFA-t kozvetleniil a bokaiziilet
kozelébe injektaltak intradermalisan, valamint 2) nem szisztémas, hanem a n. ischiadicus
koriili perineurdlis kapszaicin el6kezelést alkalmaztak. Mivel mi a reumatoid artritisz
modelljében kivantuk vizsgdlatainkat végezni, a CFA-t a talpba és a faroktébe adtuk, a
szisztémas tiinetek eldsegitésére tovabba a kovetkezd napon még egy faroktObe torténd
ismételt injekciot alkalmaztunk. Ez a kezelési protokoll jol definidlt poliartritiszt valt ki
patkanyban, bar az intraplantaris kezelés oldalan kétségteleniil sulyosabbak a gyulladasos
paraméterek. Ezzel szemben az 6 modelljiik monoartritisznek tekinthetd, igy eltérd
eredményeink magyarazataul egyrészt a két folyamat kiilonbozé pathomechanizmusa
szolgalhat. Masik magyardzat lehet az is, hogy mi szisztémds RTX eldkezelést
alkalmaztunk, amely testszerte funkcidoképtelenné teszi az idegvégzodéseket, mig Ok csak
az adott iziilet koriili kapszaicin-érzékeny peptiderg afferenseket karositottadk. Valoszinii
tehat, hogy szisztémas gyulladasos reakcio és ennek kdvetkeztében a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddések testszerte torténd aktivacidja sziikséges ahhoz, hogy a szomatosztatin
megfeleld mennyiségben felszabaduljon e rostokbol és ellensulyozni tudja a lokalisan
felszabadulo tachykininek és CGRP pro-inflammatorikus és pro-nociceptiv hatésait.

Figyelembe kell azonban venni azt is, hogy a szisztémds elOkezelésként alkalmazott
kapszaicin (ill. RTX) eltérd dozisai (Colpaert és mtsai. 1983. Life Sci.; Garrett és mtsai.
1997. Neurosci. Lett.) kiilonbozé mértékben karosithatjak az idegvégzodések mitkodését.
A kapszaicin és az RTX tovabba mas kothelyen, eltéré mechanizmussal aktivéalja a
TRPV1-et, és bar a kovetkezmény a deszenzibilizacidé szempontjabol hasonlo, lehetséges,
hogy maés tekintetben vannak eltérések. A pro-inflammatorikus neuropeptideket és a
szomatosztatint expresszald kapszaicin-érzékeny neuronok két kiilon populaciot képeznek
(Gamse ¢és mtsai. 1981. N.S. Arch. Pharmacol.). Elképzelhetd tehat, hogy az altalunk
hasznalt nagy do6zisi RTX a szomatosztatint tartalmaz6 populaciora kifejezettebb hatast
gyakorol. Mindenesetre sajat vizsgalatainkban az el6kezelés utan a plazma szomatosztatin-
szerl immunreaktivitasa tartosan és jelentdsen csokkent. Eredményeink tehat bizonyitottak
az Osszefiiggést e szenzoros rostokbdl a szisztémas keringésbe keriild szomatosztatin

crer

¢ ,Az ssty génhianyos egerekkel a CFA modelben végzett kisérleti eredmények
bemutatdsanadl az dallatszamok ugyancsak nincsenek feltiintetve. Igy nehéz megdllapitani,



hogy a 9 mérési pontbol mindissze kettoben statisztikailag szignifikansnak bizonyult
odéma és hiperalgéza kiilonbségeknek van-e biologiai jelentosége.”

Ezekben a kisérletekben 8 vad tipust és 6 ssts génhidnyos egeret hasznaltunk, a standard
hibdk mindeniitt kicsik. A teljes 21 napos kisérleti periddusra vonatkoztatva valoban nem
mondhat6 el, hogy a két allatcsoport kozott jelentds eltérés lenne akar a duzzadas, akar a
hiperalgézia és a spontan terhelés-csokkenés tekintetében. Azonban ha a lefolyést
figyelembe vessziik csak az elsé hetet értékeljiik (€s ezért fontos az egyes mérési pontokra
is megnézni kiilon az eredményeket), akkor egyértelmli, hogy a gyulladas korai
szakaszaban nemcsak statisztikailag, de bioldgiailag is jelentds a kiilonbség. Mindemellett
a dolgozatban az eredmények értékelésekor (87. és 89. oldal, és az azota megjelent
kozleményben is: Helyes és mtsai. 2009. PNAS) ovatosan interpretaljuk ezeket az adatokat
¢s arra kovetkeztetiink, hogy ebben a modellben az sst4 receptor mellett mas sst receptorok
is részt vesznek a szomatosztatin gyulladasgatld és anti-nociceptiv, anti-hiperalgetikus
hatasainak kozvetitésében.

d) Eredményeink alapjan a szomatosztatin szint a CFA gyulladds 21. napja utdn
jelentosen csokkent, ezzel szemben a labodéma és a hiperalgézia ezt kiovetéen sem
fokozodott, hanem csokkent. Ennek magyarazataul az Arthr. Rheum. kozleményiinkben
is azt vetettiik fel, hogy a szenzoros idegvégiodések a gyulladas citotoxikus hatdsanak
kovetkeztében kdrosodtak. Opponens Ur hidnyolja, hogy erre vonatkozéan azonban nem
probaltunk meg bizonyitékot szerezni, anndl is inkdbb, hogy irodalmi adatok alapjan a
gyulladt szovetben a szenzoros neuropeptidek mennyisége inkabb né, mint csokken (J.
Comp. Neurol. 1994).

A kapott peptidmérési eredményeink magyarazata valoban teoretikus, érdekes lenne preciz
fénymikroszkopos vagy elektronmikroszkopos moddszerekkel megvizsgalni ebben a
modellben, hogy mi torténik a szenzoros idegvégzddésekkel a kronikus gyulladasos
folyamat e kés6i fazisaban. Mivel ilyen szintli morfologiai vizsgalatokra munkacsoportunk
nincs berendezkedve, ezért a dolgozat diszkusszidjaban elméleti fejtegetést végeztiink erre
vonatkozoan. Az altalunk alkalmazott kronikus gyulladdsmodellben a 21. nap utan a
szoveti destrukcid még tovabb fokozodik, ezért adatok alapjan a feltételezés logikusnak
tlinik. Ezzel 6sszhangban egyébként kronikusan gyulladt emberi gyomornyalkahartydban
tobb csoport is csokkent szomatosztatin-szinteket talalt (Kaneko és mtsai. 1992. Dig. Dis.
Sci.; GOtz és mtsai. 1995. Scand. J. Gastroenterol.). Nahin és Bryers fentiekben idézett
kozleményében az adjuvans artritisz modellben 6 nappal a gyulladas kivaltasa utan talaltak
a fokozott CGRP expresszidt, ebben a korai stadiumban az idegvégzddések gyulladasos
mediatorokkal torténd stimulécidja dominal.

Arra vonatkozoan, hogy a 30. napra a csokkend szomatosztatin-szint ellenére a duzzadas és
a hiperalgézia nem fokozodott, hanem csokkent a kovetkezd magyarazatok lehetségesek:

- A késéi stadiumban ezekben a gyulladasos paraméterekben valdszinlileg szamos,
gyulladasos sejt altal kozvetitett komplex mechanizmus, neuro-immun interakci6 is részt
vesz citokineken, kemokineken és egyéb gyulladdsos mediatorokon keresztiil. A
szomatosztatin egy fontos, de korantsem kizarolagos gatldo mediator, amelynek jelentdsége
a duzzadasban és hiperalgéziaban ekkorra mar csokken.

- Csokken a pro-inflammatorikus SP és CGRP mennyisége is amelyek ugyancsak szerepet
jatszanak ezekben a folyamatokban, csak korabbi stadiumokban valdsziniileg kisebb
jelentdséggel birnak, mint a szomatosztatin-kozvetitette gatlas (Isd. kovetkezé pontra adott
valaszom). E peptidek koncentracioit meg is mértiik az iziileti homogenizatumokbol, az
elkiildott Arthr. Rheum. cikk elsd verzidjdban szerepelt, azonban az egyik birdld
javaslatara az eredmények interpretalasdnak konnyitése céljabol nem keriilt kozlésre.



e) ,Hogyan magyarazhato, hogy a végzodésekbol a gyulladasos mediatorok dltal
felszabaditott pro-inflammatorikus peptidek, amelyek ugyancsak a kapszaicin-érzékeny
rostokbol szabadulnak fel, gyulladaskelto hatasa nem érvényesiil?”

Mind a gyulladéaskeltd, mind a gyulladasgatld peptidek felszabadulnak az aktivalt
kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbdl, ezek hatdsa parhuzamosan érvényesiil
adott szovetben, amely a folyamatot természetesen mindkét iranyba befolyasolhatja. Az
eredé hatds attdl fligg, hogy melyeknek van nagyobb vagy dontd jelentdsége az adott
pathomechanizmusban. Az iziileti gyulladdsban nyilvanvaléan van szerepe a P-anyagnak
¢s a CGRP-nek is, erre vonatkozdan szdmos irodalmi adat, s6t ujabb sajat kisérleti adatunk
is rendelkezésre all tachykinin knockout egerekkel és antagonistakkal. A szomatosztatin
gatlo hatasanak azonban nagyobb jelentésége van ebben a komplex, jelentds mértékben
nem-neurogén, immunmechanizmusokat magaba foglalo folyamatban, a szenzoros
idegvégzidés szerepe tehat dsszességében protektiv.

P A jelolt feltételezi, hogy a szomatosztatit tartalmazo afferensekben nem a TRPVI,
hanem a TRPAI, bradykinin, illetve purin receptorok expresszidja domindl. Erre az
elvégzett vizsgalatok nem szolgaltatnak bizonyitékot.”

Teljes mértékben egyetértek ezzel a kritikai megjegyzéssel, e tedriat a diszkusszidban
valdban csupan két funkcionalis eredményiinkre alapoztam: 1) szisztémas RTX el6kezelést
kovetden, amely a kapszaicin-érzékeny idegvégzddés egészének funkcio-kiesését okozta,
csokkent a plazma szomatosztatin szintjének emelkedése és fokozoddtak a gyulladasos
paraméterek, 2) TRPV1 receptor génhianyos egerekben e csatorna hidnya azonban ezzel
szemben csOkkentette a gyulladast és a hiperalgéziat. Munkacsoportunk szdvettani
lehetdségei €s tuddsa jelenleg nem alkalmas idegvégzddéseken preciz ko-lokalizacios
vizsgélatok elvégzésére és konkrét irodalmi adatot sem taldltam erre vonatkozoan.
Mindenképp érdekes lenne azonban ilyen irdnyt vizsgalatokat végezni a jovOoben
hipotézisiink igazolasara.

4.) 3. témakor: a kapszaicin-érzékeny idegvégzodések, a TRPVI és ssty receptorok,
valamint a PACAP-38 szerepének vizsgalata a nocicepcioban és antinocicepcioban

a) Professzor Ur hidnyolja az egységes koncepciot, esetlegesnek tartia a kordbbi
vizsgalatok, irodalmi adatok ismertetését. A neuropadtias fajdalom osszefiiggéseit vizsgalo
kisérletekbol hianyolja tovabba a termdlis hiperalgézia vizsgdlatat, és a sokoldalu
metodikai megkozelitést, a megfigyelt hatasok mechanizmusanak mélyebb tisztazdasat.
Felveti, hogy érdekes lett volna a TRPV1 receptor szerepének diszkutdlasa a diabéteszes
mechanikai hiperalgézia mechanizmusdaban, kiilbnésen, mert ez az ioncsatorna
mechanikai ingerekre nem érzékeny.

Ez a témakor az elsé kettével szemben valoban nem a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzodéseknek betegségmodellekre alapulé gyulladdsos folyamatokban betdltott
szerepének részletes vizsgalatdra irdnyul, hanem e nociceptor-populacié és az ezen
expresszalodo receptorok jelentOségének feltérképezését célozza kiilonbozé nocicepcid
modellekben. Igyekeztem azért egységes gondolatmenetre felfiizni azokat az értékes
kisérleti eredményeket, amelyeket 5 kdzlemény forméjaban publikaltunk a fajdalomkutatas
vezetd folyodirataban, a Pain-ben (2005 és 2009), a Eur. J. Pharmacol.-ban (2004 és 2006),
¢s a Life Sci.-ben (2007). A kapcsolodasi pont a nocicepcid-antinocicepcio vizsgalata, bar
kisérleteink nem a mechanizmusok mélyebb elemzésére, hanem e folyamatokban érdekes
mediatorok és potencialisan hatékony célmolekuldk szerepének vizsgélatdra iranyultak.




Szolcsanyi Professzor nagy neurofarmakoldgia munkacsoportjan beliil az elmult 10 évben
a kutatési teriiletek ¢és projektek szétvaltak, jelen doktori értekezésemben a sajatomnak
tekinthetd eredmények szerepelnek, amelyeket az én iranyitasommal, PhD hallgatéimmal,
posztdoktori munkatarsaimmal ¢és didkkoroseimmel végeztiink. A fajdalomfolyamatok
molekularis mechanizmusainak vizsgalata -kiilonos tekintettel a termonocicepciora- Pethd
Gabor kollégam tertilete.

A mar emlitett terjedelmi megszoritasok miatt itt sem kertilhetett sor a korabbi eredmények
teljesség igényével torténd ismertetésére.

A neuropatias fajdalom vizsgalatira iranyuld kisérletekben a termonocicepciora és a
termdlis hiperalgézidra vonatkozdan azért nem mutattam adatokat, mert ezekben a
kronikus modellekben az altalunk hasznalt emelkedd homérsékleti forré lap modszerrel
nem taladltunk kiiszobcsokkenést. A klasszikus konstans hdomérsékletii forréd lapon
latenciaid6-méréssel nyert eredményeink pedig -amelyre vonatkozdan vannak adatok az
irodalomban- olyan nagy szordst mutattak e modelljeinben, hogy az ezeket az adatokat
nem tartottuk megbizhatonak értékelhetonek. Mindenesetre mdas szerzok ezzel a
moddszerrel TRPV1 knockout egerekben alapdllapotban is hosszabb termonociceptiv
latenciaidordl (Davis €s mtsai. 2000. Nature) és csokkent ho-hiperalgéziardl szamolnak be
a streptozotocinnal kivaltott metabolikus (Pabbidi és mtsai. 2008. Mol. Pain) és a
ciszplatinnal indukalt toxikus neuropatia modellekben (Ta és mtsai. 2010. Mol. Pain)
egyarant. Caterina és mtsai. (2000. Science) azonban nem talaltak kiilonbséget TRPV1
génhianyos egerekben az alap hdmérsékleti nocifenziv viselkedési latenciaban, valamint az
ideglekotéssel kivaltott mononeuropatia modellben sem hé- sem mechanikai hiperalgézia
vonatkozasaban (ez utdbbi 6sszhangban all a mi adatainkkal). Abban viszont egységesek a
TRPV1 hidnyos egerekkel nyert eredmények, hogy az akut gyulladdsos termalis
hiperagézia (carrageenin, CFA) kozvetitésében jelentds szerepe van a TRPV1 csatornénak.
Ujabban tobb adat is bizonyitotta, hogy neuropétiaban hideg-allodinia jén létre, ezt mi a
bemutatott kisérletsorozatban még technikai hattér hianyaban 6 évvel ezelétt nem tudtuk
vizsgalni. A jelenleg rendelkezésre all6 miiszerrel azonban, amely fokozatosan csdkkend
hémérsékletii hideg lapként is tud funkcionalni, erre vonatkozdan a kozeljovoben
terveziink kisérleteket. A ciszplatinnal kivaltott toxikus polineuropatia modellben konstans
hémérsékletii hideg lapon vizsgéalva a fentiekben emlitett Gj kozlemény szignifikansan
kisebb hideg-hiperalgéziardl is beszamol TRPV1 génhidnyos allatokban (Ta és mtsai. Mol.
Pain 2010). Bar a hideg-érzékelés és a hideg-fajjdalom mechanizmusa pontosan nem
ismert, kozvetleniil elsésorban a TRPMS ¢és kisebb mértékben a TRPA1 receptorok
aktivaciojahoz kothetd, a TRPV1 csatorndk kozvetetten jatszhatnak ebben szerepet
(Foulkes és Wood 2007. Channels).

b) A kisérletes diabéteszben és ciszplatin neuropdtiaban a plazma szomatosztatin-szint
emelkedés ugyan statisztikailag szignifikansnak adédott, Opponens Ur véleménye szerint
azonban a 10-12%-o0s emelkedés nem tiinik nagyon jelentosnek.

A szomatosztatin kismértékii, de statisztikailag éppen szignifikdns emelkedései a
szisztémds keringésben ezekben a kronikus modellekben a peptid tonusos kidramlasra
utalnak az idegvégzédésekbdl a hosszantarto (5-7 hét) TRPV1 aktivacid
kovetkezményeként. Bar a szoveti koncentraciot ezekben a modellekben nem tudjuk
pontossaggal meghatarozni, véleményem szerint a periférids vér tekintetében még ilyen
kismértékli, am tartés emelkedés is felelossé tehetd a tapasztalt bioldgiai hatasért a
nociceptorok toénusos gatlasan keresztiil. A szomatosztatin ilyen hatdsaira vonatkozoan
Carlton és mtsai. kdzoltek adatokat (Carlton és mtsai. 2001. J. Neurosci., 2003. Neurosci.).
Természetesen nem azt szeretném allitani, hogy kizarolag a szomatosztatin tehetd feleldssé



a TRPV1 aktivacioval kialakulod anti-hiperalgetikus hatasnak, de legalabbis részben e
peptid is szerepet jatszik ebben az érdekes ellenregulacids mechanizmusban.

¢) A PACAP komplex hatdsait bemutato fejezetben kifogdsolhato, hogy nem tértem ki a
hatségyoki ganglionokban gyulladdsos és neuropdtidas folyamatok soran megnyilvanulo
messenger plaszticitas esetleges szerepére, amely egyardnt érinti a pro-és antinociceptiv
hatdsu szenzoros neuropeptideket.

Jogosnak tartom Professzor Ur kritikai észrevételét, hisz a messenger plaszticitdsra
vonatkozdan valoban rendkiviil gazdag az irodalom, ennek vizsgéalata azonban nem
képezte a munkank célkitiizését és a mar emlitett terjedelmi korlatok miatt nem tudtam e
témaba a diszkusszio szintjén sem elmélyedni.

Szamos szerzd kimutatta, hogy axonkarosodast kovetden és adjuvans monoartritiszben a
primér szenzoros neuronok sejttestjében gyorsan fokozddik a PACAP-expresszio, sot
olyan nagyobb neuronokban is megjelenik, ahol intakt allapotban nem expresszalodik
(Hokfelt és mtsai. 1994. Trends Neurosci.; Mulder és mtsai. 1999. J. Neurobiol.; Jongsma
¢s mtsai. 2001. Eur. J. Neurosci.; Zhang ¢és mtsai. 2006. Neuroscience). Ugyancsak
fokozddik egyéb, gatld hatasu neuropeptid, a galanin, opioid peptidek €és a szomatosztatin
expresszioja, amelyeknek periférids idegkarosodas elleni adaptiv valaszban, valamint az
adott neuron tulélésében ¢€s helyreallasaban tulajdonitanak jelentdséget. A PACAP szerepe
kiilon érdekes, mert az el6zéekben felsorolt gatld peptidekkel ellentétben, ez alapvetéen
excitatoros az idegsejteken, mégis, valoszinlileg fontos szerepet jatszik a neuronok
tulélésében, differencialodasaban, a periaxondlis szovet helyreallitasaban. Ezzel szemben
idegkérosodasban és gyulladasban a pro-inflammatorikus/pro-nociceptiv hatast CGRP és a
SP mRNS mennyisége és az immunreaktiv sejtek szama altalaban egyarant csokken, ami
ugyancsak a védekez0 mechanizmus része lehet (Hokfelt és mtsai. 1994. Trends Neurosci.;
Osszefoglalo: Jancsd 1992. Exp. Physiol.).

5.) A 4. témakort (A szelektiv ssty; receptor agonista J-2156, a PACAP-38 és az
endomorfin-1 hatdsainak  hdtterében dllo mechanizmusok vigsgdalata  akut
gyulladdsmodellekben) Opponens Ur egy ,,gydri jelentéshez” hasonlitia és til tomérnek,
deskriptivnek tartja a vizsgalt vegyiiletek hatdsainak ismertetését.

Bar alapvetden fizioldgiai/patofizioldgiai érdeklddésti kutatonak tartom magam, mégiscsak
farmakologus vagyok és ennek megfeleléen gyogyszertani szemlélettel rendelkezem. A
klasszikus farmakologiai vizsgalatok sokszor mechanisztikusak, jol definialt modell-
rendszerekben vegyiiletek preciz tesztelésérdl szélnak. Munkdm alapvetd célkitiizése
betegségmodellek  segitségével gyulladdsos ¢és  fajdalommal jaré folyamatok
pathomechanizmusédnak  megértése, amely segitségével 1) gyogyszercélpontok
azonosithatok és gyogyszerfejlesztési irdnyokat indithatunk el. Ennek része az ebben a
témakorben bemutatott sst4 receptor-szelektiv agonista hatdsainak vizsgalata. Kétségkiviil
ez a o, legjobban alatamasztott ¢s legel6rébb tartd téma, a szomatosztatinon kiviil egyéb
potencialis mediatorok is érdekelnek, mivel a neurogén gyulladds a tobb évtizedes
eréfeszitések ellenére terapidsan még mindig nehezen kontrollalhaté probléma. Alaposan
valoban nem mélyedtem el a ,,mechanizmusok vizsgéalatdban”, ezt a kifejezést nem a
molekularis folyamatokra, inkdbb a neurogén- és nem neurogén hatasmechanizmusok
vizsgélatanak megjelolésére szantam.

wA PACAP-38 periférias in vivo gatlo hatasait részben az érzoidegekre kifejtett, peptid-
felszabadulast gatlo hatasnak tulajdonitja, amelynek mechanizmusdt azonban nem tudta
tisgtazni. Professzor Ur véleménye szerint nem zarhato ki, hogy a PACAP mas, ismert



nem idegi hatdsai (pl. szisztémds vérnyomdsra és szoveti mikrocirkulaciora kifejtett
hatasai) révén befolyasolja a gyulladdsos reakcio lefolydsat (Eur. J. Pharmacol. 1999).
Hasonlo megfontolasok felmeriilnek az endomorfin-1 esetében is (Clin. Exp. Pharm.
Physiol. 2002), amely neurogén gyulladdast gatlo hatisa nem meglepd, mert p-opioid
agonistak ilyen hatdsa régota ismert (Lembeck és mtsai. Eur. J. Pharmacol. 1982).”

E peptideket azért vizsgaltuk az in vitro és in vivo kisérleteinkben, mert arra kerestiik a
valaszt, hogy a szomatosztatinon kivill a szenzoros rostokbdl felszabaduld egyéb
medidtorok milyen hatast gyakorolnak magukra az idegvégzddésekre, illetve az akut
neurogén gyulladdsos folyamatokra. Azért valasztottuk ezeket a peptideket, mert
mindkettét kimutattdk a kapszaicin-érzékeny afferensekben ¢&s igazoltdk/igazoltuk
stimulaci6 hatasara torténd felszabadulasukat.

A PACAP altalunk leirt gatldé hatdsainak mechanizmusa nagyon meglepd, érdekes, és az
ismert receptorokkal, az azokhoz kapcsolhato jelatviteli utakkal nem magyarazhat6. Sajat
modszertani lehetdségeink jelenleg nem alkalmasak arra, hogy azonositsuk a funkcionalis
eredmények alapjan valdszinlsithetd gatld receptort vagy az ismert receptorok gatlo
jelatviteli folyamatokhoz kapcsolt splice varidnsadt. Mivel mdés rendszerekben (pl.
trofoblaszt sejteken) is talaltak hasonld gatld hatasokat, kollaboracids 1épéseket tettiink mar
ebbe az iranyba. Bar ez endomorfin-1 esetében a receptoridlis mechanizmus, a Gi-
proteinhez kapcsolt szignal-transzdukcids folyamatok, és a preceptor agonista Met-
enkefalinamidra vonatkozo régebbi adatok alapjan eredményeink valoban nem meglepdek.
Azonban az is ismert, hogy ez a 4 aminosavbol all6 peptid mas p-receptor agonistaktol (pl.
enkefalinamid, morfin) eltér6 modon kotddik és mas mechanizmusokkal aktivalja a
receptorokat, ezért szamos eltérd hatassal is rendelkezik (Mizoguchi és mtsai. 2002. Jpn. J.
Pharmacol.). Eredményeink tjdonsagtartalma tehat e tobb szempontbdl is masként
viselkedd endogén p-opioid agonista idegvégzddésekre kifejtett hatdsanak leirdsa.

A PACAP kozvetleniil simaizom-sejtjekben emeli a cAMP szintet (Whalen és mtsai. 1999.
Eur. J. Pharmacol.), az endomorphin-1 valészinlileg az endothelsejteken hat és NO
termelésen keresztiil valt ki értagulatot (Champion és mtsai. 2002. Clin. Exp. Pharm.
Physiol.). Szdmos adat mutatja, hogy i.v. bolus injekcidban, illetve inflzidban adva
mindkét peptid rovid ideig tartd, mérsékelt, de szignifikdns vérnyomascsokkenést
eredményez (Gardiner és mtsai. 1994. Br. J. Pharmacol.; Champion és mtsai. 1996. Ann.
NY Acad. Sci.; Liu és mtsai. 1998 Peptides; Czapla és mtsi. 1998. Life Sci.; Whalen ¢s
mtsai. 1999. Eur. J. Pharmacol.; Reglédi és mtsai. 2000. Stroke; Ohtaki és mtsai. 2004.
Regul. Pept.). In vivo kisérleteinkben mi 10 perces i.p. elékezelést alkalmaztunk, igy a
peptidek plazmakoncentracioinak maximuma és valtozasa nem Osszehasonlithaté az i.v.
adassal. Altatott egérben a 100 pg/kg i.p. PACAP dézis (melyet a neurogén gyulladas
kisérletekben hasznaltunk) csak minimalis, nem szignifikdns mértékben befolyasolta a
szisztémas vérnyomast. Mindenesetre ez a hatas valdoban befolyasold faktor lehet az
endomorfin-1 és a PACAP nagyobb ddzisai esetén.

Az ¢értagitd hatasuk miatt e peptidek fokozzak a szdveti mikrocirkulaciot, amely
természetesen szerepet jatszhat az akut gyulladasos folyamat fokozddasaban. Ennek
ellenére azonban- valodsziniileg az idegvégzddésen torténd hatas, a tachykinin- ¢s CGRP
felszabadulas-gatlasa kovetkeztében- ezek ereddje mégis a plazma-extravazacid
csokkenése.

6.) ,Mivel magyardazhato, hogy az ingerelt végzodésekbol felszabadulo szomatosztatin
éppen ott nem gdatolja a gyulladdsos peptid-mediatorok felszabaduldsat, ahol a
legnagyobb koncentrdcioban van jelen, nevezetesen az ingerelt végzodés kozelében?”



Természetesen nem gondolom, hogy az ingerelt idegvégzddésbdl felszabadulod
szomatosztatin lokalisan ne gatolnd ugyanannak a végzddésnek a mikodését és a
gyulladaskelté peptid-mediatorok felszabadulasat, ilyen kijelentést nem tettem. S6t, az sst
receptor-izgatds magéanak a szomatosztatinnak a felszabadulasat is képes gatolni, erre
adatokat is szolgaltattunk az in vitro trachea-perfiizidés rendszerben szintetikus agonistak
segitségével (Helyes és mtsai. 2001., 2006. Br. J. Pharmacol.; disszertaci6 133. o.). A
neurogén gyulladas, amit antidromos vagy ortodromos ingerlésre latunk az innervacios
terlileten az a serkentd és gatldé mechanizmusok ereddje. Azzal, hogy a szisztémas hatast
hangsulyoztam, azt szerettem volna nyomatékositani, hogy ezen tulmenden- ellentétben a
dontden az innervacié helyén marado tachykininekkel és CGRP-vel- a szomatosztatin bejut
a keringésbe ¢€s a test tavolabbi pontjain is kifejti hatasait.

7.) Opponens Ur véleménye szerint a vérben/plazmiban mért szomatosztatin helyett
sokkal meggyozobb lett volna, ha a szomatosztatin felszabadulasat izolalt prepardatumban
(pl. Reeh-féle bor-ideg prepardtumban) bizonyitjiuk. llyen kisérleti elrendezésben (orto-
vagy antidromos) ingerlésre felszabadulo szomatosztatin igen nagy valosziniiséggel csak
az idegekbol szarmazhat.

Egyetértek abban, hogy in vitro elrendezésben egyértelmiibben bizonyithatd, hogy a
szomatosztatin a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésekbdl szabadul fel. A 15 éve altalunk
bedllitott és azota rutinszertien hasznalt izolalt patkany trachea prepardtumon ezért szamos
kisérletben bizonyitottuk a szomatosztatin felszabaduldsat az érzdideg-végzdodések
szelektiv kémiai (10"7 M kapszaicin, 10" M RTX), illetve elektromos ingerlésével (10 Hz,
0.1 ms, 40 V, 120 s; 1200 imp). E paraméterek bizonyitottan specifikusak az
idegvégzédéseken lokalizalodd gyors Na'- csatorndk aktivaldsara (Birmingham és Wilson
1963. Br. J. Pharmacol). A trachea nagyon j6 modellszervnek bizonyult peptid-
felszabadulasi vizsgalatokhoz, mert gazdag kapszaicin-érzékeny innervacioval rendelkezik,
¢s a végzddések kozel vannak a felszinhez, igy konnyen stimulalhatok (dolgozat 128. o).
Azzal, hogy az in vivo kisérleti elrendezésekben a plazmaban mértiikk a szomatosztatin
koncentraciot az volt a célunk, hogy az ¢é16 allatban- kezdetben pontosan tervezett egyszeri
protokollok szerinti stimuldciok utan (Szolcsanyi és mtsai. 1998a,b. Br. J. Pharmacol.,
amely kozlemények még a PhD dolgozatom egyik pillérét képezték), majd komplexebb
betegségmodellekben probaljunk kdzvetlen, meggy6zd biokémiai bizonyitékot szolgaltatni
a szenzoros eredetll szomatosztatin felszabaduldsara és a szisztémas keringésbe jutdsra.
Ujabban emberi patofiziologiai allapotokban (miitéti trauma, szepszis) is leirtuk az
allatkisérletekben  bizonyitotthoz  hasonld  szomatosztatin-medialt ellenregulacios
mechanizmust (Siité és mtsai. 2010. Peptides). Az in vitro és in vivo modellek nem
egymast helyettesitik, hanem kiegészitik, és a kovetkeztetést erdsitik.

8.) ,A TRPVI receptor szerepe a kiilonbozo gyulladassal és fajdalommal jaro korképek
pathomechanizmusaban meglehetésen komplex. Bdr aktivdacidja elsosorban pro-
inflammatorikus és pro-nociceptiv hatdsokat fejt ki, az értekezés érdekes, uj
megallapitasa, hogy léguti gyulladdasban és polineuropadtias dllapotokban a csatorna
aktivalasa protektiv hatdssal rendelkezik. Jelentheti-e ez azt, hogy ezekben a
korallapotokban a jovéoben sor keriilhet TRPV1 agonistak terapids alkalmazdsdara?”

Az elmult évtizedben 55 gyogyszergyar inditott gyodgyszerfejlesztési projekteket TRPV1
receptoron hat6 ligandok fejlesztésére elsésorban 10 analgetikum-csoport iranyaba, ezek
tobbsége antagonistakra irdnyul. A preklinikai vizsgalatokra eddig kb. 1 milliard dollart
koltottek, amire a gyogyszerkutatds torténetében nem volt példa (Wong és Gavva, 2009.
Brain Res. Rev.; Gunthorpe és Chinz, 2009. Drug Discov. Today). Bar szamos



antagonistaval kapcsolatban legnagyobb problémaként a hipertermizalo mellékhatas
jelentkezett, tobb fejlesztési vonal mar a klinikai vizsgalatok késoi fazisaiban van.

A TRPV1 csatornan hato elsé gyogyszerkészitmény azonban agonista, maga a kapszaicin,
amelybdl a 8%-os koncentraciot tartalmazé tapasz, Qutenza (NGX-4010) néven néhany
honapja kertilt forgalomba. A helyi érzéstelenitovel eldkezelt teriileten fél-egy oran at kell
rajtahagyni a tapaszt, és ez az egyszeri alkalmazas 3 honapig csokkenti a neuropatias
fajdalmat. Hatékonysagat multicentrikus, randomizalt, kettés-vak klinikai vizsgalatok
bizonyitjak posztherpeszes neuralgids (402 beteg; Backonja és mtsai. 2008. Lancet
Neurol.) és HIV-asszocialt szenzoros neuropatids (307 beteg; Simpson és mtsai. 2008.
Neurology) betegcsoportokban. Jancsd Professzor és munkatérsai altal leirt és részletesen
tanulmanyozott perineuralis (1987. Acta Physiol. Hung.), illetve Tony Yakshs csoportja
altal vizsgélt intratekalis (1979. Science) kapszaicin-alkalmazas ugyancsak potencidlis
terapids lehetdségeket jelenthet kronikus fajdalomallapotokban, ilyen iranyu klinikai
fejlesztésekrdl azonban nincs tudomasom. Szintetikus TRPV1 agonistdk a WL-1001 és
WL-1002 (Winston Labs), amelyeket oszteoartritiszes fajdalom helyi kezelésére, valamint
orrspray-ben trigeminus neuralgidra és migrén-profilaxisra fejlesztenek jelenleg preklinikai
fazisban (Jara-Oseguera és mtsai. 2008. Curr. Mol. Pharmacol.; Knotkova ¢és mtsai. 2008.
J. Clin. Pain). A lokalisan alkalmazott nagy dozisti agonista-kezelés az idegvégzddés
deszenzibilizacigjat, hosszan tartd funkcio-kiesését okozza, ezt igazolja a Qutenza tapasz
esetében is biopszids mintdkon Kennedy és mtsai. kozleménye (2010. Pain). Agonistak
esetében azonban a deszenzibilizald hatason kiviil a mésik lehetséges mechanizmus, hogy
a TRPV1 tartos, tonusos aktivacidja kronikus gyulladasos és fajdalomallapotokban gatld
mediatorok (mi elsdsorban a szomatosztatin szerepét bizonyitottuk) felszabadulédsat
eredményezi. A mi kdzleményeink utdn tobb mas munkacsoport is bizonyitotta a TRPV1
aktivacié protektiv hatasat nocicepcio, gyulladas és szepszismodellekben (6sszefoglald:
Alawi és Keeble 2010. Pharmacol. Ther.). Ezt az elméletet tdmasztja ald a régdta ismert €s
alkalmazott kapszaicines bedorzsoléssel kivaltott ellenirritacid jelensége. Bar ilyen irdnyt
konkrét gyari feljesztésekrdl jelenleg nem tudok, véleményem szerint a TRPV1 tonusos
aktivaciojat okoz6 agonistdk, amelyek nem valtanak ki fajdalmat és csipd érzést,
ugyancsak igéretesek lehetnek szisztémas alkalmazasban is. Ennek realitdsat indokolja,
hogy kordbban patkany n. ischiadicus antidromos elektromos ingerlése soran
bizonyitottuk, hogy a szomatosztatin mar 0.1 Hz-cel torténd stimulaciondl is felszabadul a
kapszaicin-érzékeny végzddésbol, amikor a gyulladaskeltd peptidek még nem (Szolcsanyi
¢s mtsai. 1998b. Br. J. Pharmacol.). Elképzelhetd tehat, hogy kémiai tton is lehet gy
aktivalni a TRPV1 csatornat, hogy lokalis irritdcio, neurogén gyulladas és fajdalom csak
minimalis mértékben jelentkezzen, de a szomatosztatin (és esetleges egyéb gatld
mediatorok) felszabaduljanak az afferensekbdl.

Végezetill még egyszer koszondm Professzor Urnak a dolgozatom biralataba fektetett
munkdjat, hasznos ¢€s elgondolkodtatd kérdéseit, felvetéseit, megjegyzéseit. Remélem,
valaszaimat elfogadhatonak talalja.

Pécs, 2010. augusztus 13. Dr. Helyes Zsuzsanna
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Valasz Prof. Matesz Klara egyetemi tanar opponensi véleményeére

El6észor is nagyon kdszondm Professzor Asszonynak az értekezésem alapos értékelését, az
elgondolkodtatd kérdéseket, a kritikai megjegyzéseket €s természetesen a dicsérd szavakat.

1.) ,,11. oldal: A tartés vagy ismételt TRPV1 aktivdcio hatdsdara kialakulo folyamatok
(mitochondrium duzzadds, idegvégzodés miikodo képtelenné vdldasa) reverzibilis
folyamatok-e, tovabba ezek a folyamatok mennyiben érintik a sensoros neuron kozvetlen
és kozvetett centrdlis kapcsolatait?”

A TRPVI1 receptor agonistak (kapszaicin, resiniferatoxin: RTX) nagy dozisainak ismételt
alkalmazasa utdn kialakulé deszenzibilizaci6 mechanizmusainak és kdvetkezményeinek
tekintetében alapvetden kiilonbséget kell tenniink a) 0jsziilott- és felndttkorban, valamint
b) lokalis és szisztémas uton torténd alkalmazasok kozott. Ujsziildttkori szisztémas
elokezelés egyértelmiien irreverzibilis sejtpusztuldst eredményez a végzddések
degeneralodnak (Jancso €s mtsai. 1977. Nature; Patterson és mtsai. 1992. Pain), amelyet
idegnovekedési faktor (NGF) adasaval ki lehet védeni (SzOke ¢s mtsai. 2002.
Neuoscience). Ezeknek a folyamatoknak az elemzésére most nem térek ki, mivel a jelen
disszertacioban ilyen eldkezelést nem alkalmaztuk. A felndttkori szisztémas kapszaicin,
illetve RTX kezelés hatasai dozisfliggdek ¢és ennek alapjan 4 staddiumra/fazisra oszthatok
(6sszefoglalo: Szolcsanyi 1993. Capsaicin in the Study of Pain, ed. Wood J):

1) Excitacio, aktivacio: A Na* és Ca®" ionok bearamlasa kovetkeztében depolarizacio és
szenzoros neuropeptid-felszabadulas jon létre masodpercek alatt, a hatds az aktivaciot
kovetden masodpercek/percek alatt megsziinik.

2) Szenzoros neuron-blokkol6 hatas: Az idegvégzddés deszenzitizacidja jon létre kiilonféle
stimulusokkal szemben, azonban nincs jelentds peptid-deplécid a periférids végzddésbol.
Ultrastruktaralis valtozasok tapasztalhatok a sejttest és a végzdodés szintjén egyarant (pl.
mitokondriumduzzadés, vakuolizacio), de nincs sejtpusztulas, degeneracio. Ez az allapot
orak, illetve napok alatt helyreall, tehat ilyenkor a folyamat egyértelmiien reverzibilis.

3) Hosszantarto, szelektiv neurotoxikus hatds: Az idegvégzddés ingerelhetdségének teljes
megszinése (kémiai, hd, és mechanikai stimulacié hatdsa egyarant kiesik), az axonalis
transzport gatlasa, a neuropeptid-tartalom deplécidja jon létre, amely NGF-fel kivédhetd. A
sejttestek megtartottak, de a mitokondrium-duzzadas kifejezett, azonban mind a periférias,
mind a centrdlis idegvégzddések degeneralodnak. E morfologiai eltérések tartos
funkcionalis karosodassal is jarnak a sejttest és a végzodések szintjén egyarant, amelyek
perceken belill elkezdddnek, hetekig/honapokig tartanak, bizonyos folyamatok
tekintetében reverzibilisek, masokra irreverzibilisek. Egy hét miilva példaul nem alakul ki
neurogén gyulladas (vazodilaticid, plazmafehérje-kidramlas) a bdérben a periférids
végzOdés mustarolaj, kapszaicin vagy antidromos elektromos idegingerlés hatdsara, ami
néhany honappal az eldkezelés utan teljesen helyreall. A héregulacios zavar azonban ezzel
szemben nem normalizalodik (Jancso-Géabor és mtsai. 1970. J. Physiol.). Forré ingerekkel
a végzddés 3-4 hét malva nem aktivalhatd, kémiai ingerek tobbségével (pl. magaval a
kapszaicinnel) még 2 honap mulva sem. Deszenzibilizalt allatokban ezért a 10 pg/ml
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kapszaicin szembe cseppentése nem valt ki jellegzetes torld/vakard viselkedési reakciot
(wiping teszt; kemonocifenziv reakcid). A dolgozatban bemutatott kisérletekben mi is ezt
az egyszerl tesztet hasznaltuk a szisztémas RTX elOkezelés hatasossaganak ellendrzésére.
A kémiai ingerelhetdség tekintetében érdekes még megjegyezni, hogy a xilollal kivaltott
nocifenziv reakcié 150 mg/kg szisztémas kumulativ dozis utdn 25 nappal mar visszatért,
400 mg/kg utdn azonban nem. Valodszini tehat, hogy a kapszaicin-érzékeny neuron-
populécio periférias €s centralis végzodései a nagy dozisti kapszaicin-kezelés hatasara
elpusztulnak (Szolcsanyi 1987. Acta Physiol. Hung.; Chung és mtsai. 1990. Brain. Res.).

4) Teljes, irreverzibilis sejtpusztulas: in vivo Ujsziilottkori kezelés utan, in vitro nagy
Nature; 0sszefoglalo: Jancso €s mtsai. 1978. Acta Physiol. Hung.).

Az altalunk alkalmazott szisztémas, felnoOttkori elokezelés esetében a tartds, szelektiv
neurotoxikus hatas érvényesiil, amely az altalunk vizsgalt néhany hetes iddintervallumban
nem reverzibilis valtozas.

A pszeudounipolaris szenzoros neuron centralis végzddéseit ezek a valtozasok
hasonloképpen érintik, mint a periférias végzddéseket. Ennek kovetkeztében a gerincveldi
hatsé szarv szuperficidlis rétegeiben a primér afferens markerek (tiamin monofoszfataz,
béta glicerofoszfataz, CGRP, SP) szdmottevd csokkenése (Bucsics és mtsai. 1988. J.
Neurosci. Methods; Chung és mtsai. 1990. Brain. Res) és a végzddések degeneracioja
tapasztalhatd (Jancs6 1978 Cell. Tissue Res.; Hiura és mtsai. 1990. Arch. Histol. Cytol.).

2.) ,14. oldal: Vannak-e mennyiségi és mindségi kiilonbségek a hizosejtekbol
felszabadulo medidtorok kozott a kiilonbozo fajokban? Ha vannak ilyen kiilonbségek, ez
azgt jelentheti, hogy ezeknek a medidatoroknak a szerepe a gyulladdasos érvalaszban
fajonkeént kiilonbozo lehet. Emberben példaul a hizosejtek szerotonintartalma csekély.”
A hizosejtek szerepére vonatkozdan nagyon kevés, csak kozvetetten kapcsolddd sajat
kisérletet végeztem, mindossze a dextrannal kivaltott nem-neurogén gyulladasmodellben
(IV. témakdr, 131. o.). E sejtekkel kapcsolatos irodalom viszont oridsi, és egyértelmiien
bizonyitja, hogy a beldliikk felszabadulé medidtorok mindségében ¢és mennyiségében,
valamint a felszabadulds mechanizmusaban és a mediatorok patofizioldgiai jelentéségében
szamottevd faji kiilonbségek tapasztalhatok. Kiilonosen sok eltérés van az ember és a
ragesalofajok kozott, de egér és patkany hizdsejtek is szamos kiilonbséget mutatnak. Ezen
talmenden még azonos fajon belill is jelentds heterogenitast taldltak fejlodéstani,
morfoldgiai, biokémiai, immunolédgiai és funkcionalis tekintetben egyarant a szerv- ¢és
szoveti lokalizaciotol fiiggben (gasztrointesztinalis/ peritonedlis/ tid6/ bor stb., illetve
ragcsalokban a két f6 tipus, a nyalkahartya ¢és kotdszoveti tipusok kozott). A
gasztrointesztinalis traktusban 1évé mukozalis hizdsejtek pl. kisebbek, kevésbé granuléltak,
kevesebb hisztamin ¢és elhanyagolhaté szerotonin-tartalommal rendelkeznek, és
nehezebben aktivalhatok, mint a légutakban 1évok (6sszefoglalok: Welle 1997. J. Leukoc.
Biol.; Moon ¢és mtsai. 2010. Mucosal Immunol.; Forsythe ¢s Ennis, 2000. Inflamm. Res.).
Kiilonféle patofiziologiai allapotokban az aktivalt hizosejtek, és gyogyszerekre
(kromoglikatok, steroidok, foszfodiészteraz-gatlok, stb.) adott valaszkészség tekintetében
ez a heterogenitas még tovabb fokozddik és a kép még bonyolultabba valik.

A hizésejtekre iranyuld kisérletekben évtizedeken keresztiil technikai okokbol az
egyszeriien izolalhaté ¢és tenyészthetd egér peritonealis makrofagokat hasznaltak, a
rendkiviil gazdag és sokoldalu irodalmi adat nagy része ezekbdl szarmazott. A legnagyobb
probléma, hogy az ezekbdl nyert eredményekbdl levont kovetkeztetéseket altalanos
érvénylinek tartottdk, pedig emberben nincs is ilyen sejtpopuldcid. Hasonld probléma a
hizésejt-funkcidkra vonatkozd in vivo allatkisérletek (pl. az akut vaszkularis reakcio)
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eredményeinek interpretalhatosaga. Ezek alapjan ovatossagra intenek ezen adatok emberi
terapids lehetdségekkel kapcsolatban. Az utobbi években ezért az emberi makrofag-
kultardkon végzett vizsgalatokat részesitik eldnyben.

A hizosejtek granulumaibol felszabaduld legfontosabb medidtorok biogén aminok
(hisztamin, szerotonin), proteoglikanok (heparin, kondroitin-szulfat E), hidrolazok,
oxidativ enzimek, protedzok (triptaz, kimaz, karboxi-peptidaz, katepszin G). A de novo
membranlipidekbdl szintetizdlodd gyulladasos medidtorok a PGD2, LTC4, LTD4 ¢és a
PAF. A species-kiilonbségekre vonatkozoan rengeteg kozlemény taldlhato, ezek
felsorolasa helyett két nagyon jol felépitett uj Osszefoglalora hivatkozom, amelyek
bemutatjak a legfontosabb eltéréseket az emberi és egér/patkany hizosejtek medidtorai
kozott (Bischoff 2007. Nature Rev. Immunol.; Moon és mtsai. 2010. Mucosal Immunol.).

- Emberben mindegyik hizosejt-tipus tartalmaz heparint és triptazt, kimazt azonban csak
egyik alpopulacio, ez alapjan csoportosithatok. Ragcsalokban ezzel szemben egyértelmiien
elkiilonithetd a nyalkahdrtya és a kotdszoveti tipus: csak az utobbi heparintartalma és
triptazok helyett mas protedzokat szekretalnak.

- A kotészoveti hizosejtek tobb mint 15-20-szor tobb hisztamint termelnek, mint a
nyalkahartyaban 1évok. Jelentds species-kiilonbséget taldltak patkdny ¢és emberi
hizosejtekbdl a hisztamin felszabadulas tekintetében mechanizmusaiban is.

- A triptazok tekintetében is szamottevo kiilonbség van az ember és az egér kdzott mind az
enzimtipusok kozott, mind a kiilonféle stimulusokkal (interferon, retinolsav, forbolészter)
torténd indukalhatésagban (Huang és mtsai. 1993. Scand. J. Immunol.).

- A proliferacidhoz ¢és differencialédashoz is eltéré folyamatok és faktorok sziikségesek:
emberben az Ossejt faktor és az IL-4, ragesalokban az IL-3 (Welle 1997. J. Leukoc. Biol.;
Bischoff 2007. Nat. Rev. Immunol.).

Ujabban elérhetd egy online adatbazis az emberi és az egér hizosejtek stimulacio utédn
torténd génexpresszids valtozasaira vonatkozoan (Mast-cell microarray data), amely
alapvetéen Uj hipotéziseket vetett fel. E rendkiviil hasznos adatbazist a jovOben
proteomikai €s teljes sejteken végzett in vitro vizsgalati adatokkal, in vivo sejt imaging-gel,
mediator-¢s sejtjeloléssel, hizosejt deficiens allatmodellekkel kiegészitve a hizosejt-kutatas
uj dimenzidkba helyezddhet.

3.) ,, 15. oldal: Milyen irodalmi adatok vannak arra vonatkozoan, hogy a szomatosztatin
befolyasolja a lokomotoros aktivitast? Kozvetleniil hat a motoros rendszer valamelyik
kozpontjara, vagy pedig a formatio reticularison keresztiil?”

Bar sajat kisérleteinkben nem vizsgaltuk a szomatosztatin lokomotoros aktivitast
befolyasold hatésait, erre vonatkozoan elsésorban egy gordg kutatocsoport (Thermos és
mtsai.) szolgaltatott szamos adatot az utdébbi 5 évben. Az agytorzsben is tobb fajban
kimutattdk a szomatosztatint, kotOhelyeit, és specifikus receptorait, azonban elssorban
1¢égzés-szabalyozas és egyéb vegetativ miikddések, alvéas-ébrenlét és szomatoszenzoros
miukodésekkel hoztak Osszefliggésbe (Taber-Pierce és mtsai. 1985. Neuroscience;
Carpentier és mtsai. 1996. Brain Res.; Schulz és mtsai. 2000. J. Physiol. Paris). A
lokomotoros aktivitasra kifejtett hatdsokban nem zarhat6 ki ugyan a formatio reticularis
befolyasolasa, valdszinlileg sokkal nagyobb jelentdsége van azonban extrapiramidalis
rendszerhez tartozo kiillonbozé agyi régiokban kifejtett kozvetlen hatdsoknak. Az
eredmények agyteriilettdl fliggden eltérdek, lokomotoros aktivitast csdokkentd és fokozo
hatasokat egyarant leirtak patkdnyban. Szomatosztatin infizié a ventralis pallidumba,
nucleus accumbensbe, €és a substancia innominatdba gatolta a lokomotoros miikodéseket
(Marazioti és mtsai. 2005. Psychopharmacology). Mivel a GABA-B receptor antagonistak
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(bicuccullin és phaclofen) felfliggesztették a szomatosztatin-okozta lokomotoros
csokkenést, a GABAerg rendszer részvételére kovetkeztettek (Marazioti és mtsai. 2009.
Neuropeptides). Ezzel szemben, maga a szomatosztatin, valamint sst, és ssts agonistak
stridtumba, illetve a globus pallidusba torténd bilaterdlis infuzidja dézis-fliggd mddon
fokozta a spontan lokomotoros aktivitast. A globus pallidusba torténd infuzi6 hataséara a
stridtumban szignifikdnsan emelkedett dopamin-szinteket mértek. A globus pallidusban a
szelektiv sst; receptor agonista hasonld hatasokat valtott ki, sst; és sst, antagonistak pedig
kivédték a szomatosztatinnal kivaltott lokomotoros aktivitast. Ezzel szemben azonban a
stridtumban az sst; aktivacidé hatastalannak bizonyult ugyan, de az AMPA és NMDA
glutamat receptorok blokkolasa csokkentette a szomatosztatin lokomotoros stimuldlo
hatdsait (Marazioti ¢és mtsai. Psychopharmacology 2008; Santis és mtsai. Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 2009).

Valészintileg e specifikus, de eltérd hatasok ereddjének koszonhetéen a szomatosztatin
intracerebroventrikularis injekcioja nem valtott ki robosztus hatast a spontdn lokomotoros
aktivitasra. Egy idei kozlemény alapjan ez a kezelés az 1 oras vizsgalati periodusnak csak
az elsé 10 percében okozott szignifikdns csokkenést, és az exploracios viselkedést sem
befolyésolta (Semenova és mtsai. 2010. Neuropeptides).

4.) ,29. oldal: Vizsgaltik-e az extraepithelialis nydktermelé mirigyek valtozdsat vagy
csak a kehelysejtekét?

Hogyan tortént a szemikvantitativ szovettani értékelés, milyen nagy volt a vizsgalt teriilet,
hogyan tortént ennek kivalasztasa? Mit jelent a 0-2 ig terjedo skdla az egyes vizsgalat
képletek esetében? Ldasd még a 34. oldalt, a kehelysejtek szamarél és a granulocitik
mennyiségérol, felszaporodasardl irt részt is.”

A léguti gyulladasmodellekben a folyamat sulyossagdnak szemikvantitativ megitélésére az
irodalomban altalanosan hasznalt paramétereket €s pontrendszert hasznaltuk, ebben csak a
bronchiolaris kehelysejt-szam valtozasanak vizsgalata szerepel. Jelen intersticialis
gyulladas esetében a gyulladdsos markereket a kis légutakban vizsgaltuk és a
bronchiolusokra és kisebb bronchusokra fokuszaltunk, ahol egértiidében nem talalhatok
extraepithelialis nyaktermeld mirigyek (egérben csak a trachedban van porc, a
bronchusokban nincs, igy nem lehet biztonsaggal elkiiloniteni a bronchiolusokat a
bronchusoktol, a hengerham normadlisan egymagsoros mindeniitt). Ilyenek csak a
trachedban és a f6 bronchusokban lathatok elszortan, ezeket nem vizsgéltuk.

A bal tiidét hasznaltuk szovettani értékelésre, a jobb tiid6 felsé részét MPO mérésre, az
alsot citokin-meghatarozasra. A paraffinba agyazott tidokbdl 5 kiilonbozé mélységbdl
(cstucs, fels6 1/3 alatt, kdzepén, also 1/3, bazis) 5-7 um vastag metszetek késziiltek, ezeket
minden paraméterre kiilon pontozta a ,,vak” modszerrel értékeld patologus kolléga és az 6t
értékbdl egy adott mintéra atlagot szamoltunk.

Az egyes pontszamoknak megfeleld szovettani kép a kdvetkezd volt (ezek pontos
ismertetése az eredeti kozleményeinkben, illetve az idézett cikkekben szerepel, a
disszertacioban terjedelmi korlatok miatt nem részleteztem):

Az LPS modellben (Zeldin és mtsai. 2001. Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol.):

(1) Perivaszkularis 6déma

0: nincs

1: enyhe-mérsékelt, a perivaszkularis terek kevesebb, mint 25%-ara terjed ki

2: kozepes-kifejezett, a perivaszkularis terek tobb, mint 25%-at, de kevesebb, mint 75%-at érinti

3: sulyos, a perivaszkularis terek tobb, mint 75%-ara kiterjed

(2) Perivaszkularis/ peribronchiolaris akut gyulladasos reakcio

0: nincs

1: enyhe akut gyulladas, a perivaszkularis 6démas teriileten 5 neutrofil granulocitanal kevesebb lathato 400X-
0s nagyitassal
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2: mérsékelt akut gyulladas, a perivaszkularis terekrél a peribronchiolaris terekre is raterjed, atlagban 5
neutrofilnél tobb lathatd 400X-os nagyitassal

3: sulyos akut gyulladas a perivaszkularis és peribronchiolaris terekben egyarant, a bronchiolusok koriili
terek szamos neutrofil sejttel infiltraltak

(3) Nyaktermel6 goblet sejtek felszaporodasa a bronchiolusokban

0: nincs, vagy elszortan 1-2

1: kevés (2-4) PAS-pozitiv sejt néhany (2-4) bronchiolusban (teljes metszetre nézve)

2: sok (5-nél tobb) nyaktermeld sejt a bronchiolusok tobbségében

(4) Makrofagok/ mononuklearis sejtek bearamlasa az alveolaris terekbe

0: elszortan 1-2 rezidens makrofag

1: eozinofil citoplazmaju aktivalt makrofagok az alveolaris terek 25%-anal kisebb teriileten

2: az alveolaris terek 25%-4anal nagyott teriileten van sejtinfiltracio

Az ovalbumin modellben (Underwood és mtsai. 1995. Eur. Respir. J. és Lee és mtsai. 2006. FASEB J.
alapjan):

(1) granulocita-infiltracid (elsdsorban eozinofil) a bronchiolusokba ¢és peribronchiolaris/perivaszkularis
terekbe

0: nincs

1: kismértéki sejtbearamlas, els6sorban a bronchiolusokba és a kisebb bronchusokba, elszértan 1-2 sejt
megfigyelhetd koriilottiik is, azonban nincs tiidéparenchima-karosodas

2: mérsékelt sejt-infiltracid, ami mar a bronchiolusok és erek koriili teriiletre is kiterjed (1-5 sejt lathato a
struktarak tdbbségében), minimalis szoveti karosodas (atelektazids teriiletek, kotdszoveti felszaporodas jelei
lathatok a teljes metszet <10%-aban)

3: kozepes mértékli sejtinfiltracid (tobb, mint 5 sejt) a perivaszkularis és peribronciolaris terek tobbségében,
mérsékelt szovetkarosodas jelei a vizsgalt teriilet 25-30%-aban tathatok

4: szamos granulocita- s6t makrofag és limfocita- bearamlasa a parenchimaba a metszet teljes teriiletén;
sulyos, kiterjedt atelektazia, kotdszovetfelszaporodas, emfizéma (ilyet nem tapasztaltunk a mi
kisérleteinkben)

(2) nyalkahartyaddéma, nyaktermelés

0: normal, egyrétegli, egymagsoros hengerham a bronchiolusokban, kompakt nyalkahartya-rétegek,
minimalis nyak a felszinen

1: alacsony foku, diffuz 6déma a lamina propridban (hipodenz, megvastagodott réteg)

2: kozepes mértékii 6déma, mérsékelt nydktermelés-fokozodas (a bronchiolusok <10%-aban eozinofil massza
lathato)

3: kifejezett 6déma, jelentésen fokozodod nyaktermelés (a bronchiolusok 10-30%-aban a és a bronchusokban
is eozinofil massza lathato, helyenként nyakkal teljesen kit6ltottek)

(3) bronchiolaris/broncialis epitelkarosodas

0: nincs

1: minimalis epitelréteg-karosodas, néhany bronchiolusban helyenként szabalytalan alakuva valnak,
ellapulnak, levalnak a hamsejtek

2: mérsékelt hamréteg-pusztulas, a teljes metszetre nézve a bronchiolusok/bronchusok tbb, mint 25%-aban,
nagyobb, mint 10% kiterjedésben lathato epitelsejtpusztulas

3: sulyos karosodas, amely a bronchiolusok tobb, mint 25%-at érinti 10%-nal nagyobb mértékben, a sejtek
kozotti kapesolatok megsziinnek.

5.) ,29. oldal: Teljes biztonsaggal dallithato-e hogy a SP és a CGRP kizardlag szenzoros
neuropeptid? Irodalmi adatok szerint ugyanis, legalabbis a nagy nydlmirigyek esetében,
a SP és a CGRP megtalalhato a szimpatikus és a paraszimpatikus rostokban is.”

Természetesen sem a SP, sem a CGRP nem tekinthetd kizarolag szenzoros rostokra
specifikusnak, s6t, még szoros értelemben véve kizardlag ,neuropeptidnek” sem. A
neuropeptid kifejezést eldszor David de Wied hasznalta a 70-es évek elején olyan
peptidszerkezetii mediatorokra vonatkozdan, amelyek az agyban eléfordultak, de endokrin
hatasokkal nem rendelkeztek. Az eredeti definicio alapjan idegsejtek altal termelt és
idegelemeken haté kémiai szigndlmolekuldk specidlis csoportjat értették alatta, bar ezzel
kapcsolatban nem volt egységes az irodalom. Iversen azt az allaspontot képviselte, hogy
minden neuronbol szdrmazd peptid mediator neuropeptidnek tekinthetd fliggetleniil a
hatasatol. Mara a definicid lazabba valt, a kategoria kitagult, az emlds genomban tdbb,
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mint 70 neuropeptid-gént ismeriink. Ezek szerkezeti tulajdonsagaik alapjan legalabb 10
alcsoportra oszthatok, receptoraik gyakran atfedéseket mutatnak. Jelenleg mar
neuropeptidként tartjuk szamon az eredetileg nem neuronalis eredetli peptid-mediatorok,
pl. kemokinek és novekedési faktorok jelentds részét is (0sszefoglald: Burbach 2010. Eur.
J.  Pharmacol.). Ennek analdgidjara a ,szenzoros neuropeptid” elnevezést az
érzOneuronokban expresszalodd és a végzddéseikbdl felszabaduld neuropeptidek
megjelolésére hasznaljak, fiiggetleniil attol, hogy azokat mas neuronok vagy egyéb sejtek
is tartalmazzék vagy sem. Szamos bizonyiték van arra, hogy ezek a peptidek a vegetativ
rostokban (Marley és Livett 1985. Crit. Rev. Clin. Neurobiol.; Bacon és Smith 1988. J.
Aut. Nerv. Syst.), s6t nem neurdlis elemekben, epithel és endothelsejtekben (Linnik és
Moskowitz 1989. Peptides; Hasting és Hua 1995. Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol.),
gyulladasos- ¢és immunsejtekben (Weinstock és mtsai. 1988. J. Immunol.), valamint
neuroendokrin sejtekben (Springer ¢€s mtsai. 2003. Pulm. Pharmacol. Ther.) is
megtalalhatok és szertedgazd funkcionalis jelentdséggel birnak (6sszefoglalok: Nelson and
Bost 2004. Front. Biosci.; Brain és Cox 2006. Br. J. Pharmacol.).

6.) ,,43. oldal és a hozzad tartozo I/19. abra: Mit jelent a megvastagodott epithel? Erre
vonatkozoan torténtek mérések?

53. oldal: A nydktermelés novekedését mérték-e, vagy ez csak szubjektiv megitélés?”

A megvastagodott epithel kifejezést arra vonatkozdan hasznaltam, hogy az ép egér
bronchiolusokban normadlisan egyrétegli egymagsoros hengerham a gyulladt szovetben
szabalytalannd, tobbmagsorossa, illetve tobbrétegiivé valik, mikrométeres mérések nem
torténtek. Hasonloképpen szubjektiv volt a nyadktermelés novekedésének megitélése a
nyéktartalmu bronchusok/bronchiolusok aranyénak és a lumenben lathat6 eozinofil massza
mennyiségének alapjan.

7.) »45. oldal: A mikroszkopos felvételen a nagyitis miatt nehéz megitélni, hogy milyen
strukturdakban van immunpozitivitdas.”

Teljesen egyetértek Professzor Asszony e kritikai észrevételével, szerencsésebb lett volna
egy nagyobb nagyitasu kisebb részletet bemutatni az immunfestett metszetekbdl az adott
struktarakra fokuszélva, ezt az eldéadasomban igyekszem igy bemutatni.

8.) »,59. oldal: Van-e arra valamilyen funkciondlis magyarazat, hogy egérben a neutrofil
granulocitakon megtalalhato a sst, receptor, mig az emberi granulocitikon nem?”

Erre az érdekes megfigyelésre jelenleg sajnos nem tudok semmilyen konkrét funkcionalis
magyarazatot taldlni. Kevés ¢és ellentmonddsos irodalmi adat 4all rendelkezésre a
szomatosztatin granulocita-funkciokat befolyasold hatasair6l. Vannak kozlemények,
amelyek a szomatosztatin és analdgjai kemotaxist és reaktiv oxigén szabadgyok-termelést
gatld hatasat bizonyitjak patkdnyban (Kolasinski és mtsai. 1992. Arth. Rheum.; Partsch és
Matucci-Cerinic 1992. Inflammation; Sener és mtsai. 2005. Peptides). Az emberi tiidoben
nyert eredményeink mindenesetre dsszhangban vannak azzal a korabbi eredménnyel,
amely a periférids vérben 1évd granulocitdkon —a limfocitakkal és monocitakkal
ellentétben- nem igazolta az sst receptorok jelenlétét (Hiruma és mtsai. 1990.
Immunology). Bar egér és patkany granulocitdkra nem taldltam ilyen adatot, mindkét
speciesben a periférias vér mononukledris sejtjei, a 1ép, a timusz és a nyirokcsomok ssty
receptor mRNS expressziot mutatnak. Mas sst receptorokra vonatkozdan azonban e két
ragesald faj kozott is van kiilonbség: egérben elsdsorban az sst;, patkdnyban az ssts
dominél (ten Bokum és mtsai. 1999. J. Endocrinol.; 2000. Eur. Cytokine Netw.). Szamos
példa van arra, hogy alapvetd kiilonbségek vannak a ragcsalo és az emberi immunrendszer
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felépitésében és muikodésében, pl. egérben a késdi tipusu hiperszenzitiv reakcié Th2
limfocita dominancidjti, emberben priméren Thl (Zhang és mtsai. 2009. PLoS One).

9.) ,71. oldal: Hogyan definialtak, milyen kritériumai voltak a csont és a
porckarosodasnak és milyen modszerrel hataroztik meg annak mértékét?”’

A patkény és egér artritisz-modellekben is referencia-kozlemény (Weinberg és mtsai.
2003. Arthr. Rheum.) alapjan végeztiik a szemikvantitativ morfologiai értékelést. Itt sem
torténtek mikrométeres mérések vagy pontos sejtszamolds, az egyes paraméterek
megitélésében —bar itt is ,,vak” modszerrel, a kisérletektdl fliggetlen patologus kolléga
értékelt- szubjektiv faktorok is szerepet jatszottak.

A porckarosodas mértékére vonatkozoan

0: normal vastagsagu, szabalyos, sorba rendezett porcsejtek

1: enyhe dezorientaltsag, szabalytalan felszin

2: mérsékelt porcréteg-karosodas

3: teljesen lepusztult porcréteg, szabadda vald csontstruktira

A csonterozi6 értékelése

0: normal csontstruktira, nincs erézid

1: elszortan enyhe kortikalis csontveszteség

2: a trabekularis csontallomany mérsékelt pusztulasa néhany helyen

3: sulyos, kifejezett és jelentds kiterjedésii csontpusztulas

10.) ,,98. oldal: Van-e olyan neuropatologiai vagy neurofiziologiai eltérés akar a
szenzoros neuronok, akar a kozponti idegrendszer teriiletén, amely az egyes neuropdtids
dllapotokat (diabeteses, toxikus, traumds, fantomfajdalom) megkiilonbozteti egymastol?”
A kiilonféle etiologidju periférias neuropatiak az idegkarosodds mechanizmusaban
eltérdek, a gerincvelOben és az érzékéregben 1étrejovo centralis szenzitizacid azonban tobb
szempontbol hasonld. Trauma kovetkeztében altalaban egy ideg sériil, amely a karosodas
mértékétdl és lokalizaciojatol fliggden lehet szenzoros, motoros vagy kevert. Az amputécio
utani csonkfijdalom és fantomfijdalom is lokalizalt, tobb szempontbol is hasonlosagot
mutat a traumds mononeuropatiaval. Funkcionalis MRI vizsgélatokkal az utdbbi idében
bizonyitékokat szolgaltattak, hogy ezekben az allapotokban jelentdsen atrendezdédik a kérgi
szomatotopos lokalizacid, az elsddleges érzd-régiokban, sdt alapvetden nem fajdalomérzéd
teriileteken is fokozodik az aktivitas, tovabba csokken a leszallo gatlo palyarendszer
miikodése (Maihofner és mtsai. 2010. Schmerz). A sériilés teriiletén és kozvetlen
kozelében né fesziiltségfiiged Na'- és Ca*"-csatornak szama, megvaltozik az eloszlasuk és
csokken az aktivacios kiiszobiik, amely az idegrostok koros ingerelhetdségéhez vezet. A
szovetkarosodas kovetkeztében felszabaduld mediatorok (prosztaglandinok, leukotriének,
bradikinin, citokinek pl. TNF-a stb.) hatdsara szenzitizdlodnak a periférids végzdodések.
Hasonl6 mechanizmusok jatszanak szerepet a neuroma teriiletén az érzéidegvégzodések
tartds excitacido-fokozodasaban, amelyek trauma ¢€s amputdcid utdn is jellemzok. A
komplex patofiziologiai valtozasok nemcsak a karosodott periférids végzddéseket érintik,
hanem a hats6 gyoki ganglionokban a sejttestjeiket és a gerincveldi hatsd szarvban a
centralis végzddéseit is. Az axotomizadlt neuronokban szamos plaszticitds-valtozas
kovetkezik be a neuropeptidekben is, pl. fokozddik a PACAP, galanin és a szomatosztatin,
de csokken a CGRP és SP mennyisége (Jancsd 1992. Exp. Physiol.; Hokfelt €s mtsai.
1994. Trends Neurosci.; Zhang ¢és mtsai. 2006. Neuroscience), upregulalodik a nitrogén-
monoxid szintdz. A primér afferens neuronok pusztuldsa kovetkeztében a gerincvelében
deafferentacios hiperszenzitivitds jon létre (,long-term potentiation”). Molekularis
mechanizmusok szintjén az ismételt, ill. tartdos fajdalmas stimulusok ¢és abnormalis
aktivacio olyan intracelluldris jelatviteli utakat indit be (pl. a protein kinaz C aktivacidjan
keresztiili foszforilaciés folyamatokat), amelyek szdmos medidtor expresszidjanak
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valtozasdhoz vezet €s jelentds faktora a ganglionokban és a kozponti idegrendszer tobb
terliletein megfigyelhetd plaszticitdsnak. Bar ezek a folyamatok a sériilés kovetkeztében
kialakuld funkcionalis karosodasok helyreallitdsaban is fontosak, a szenzitizdld hatasok
miatt spontdn neuropatids fajdalom ¢és hiperalgézia kialakuldsahoz is vezetnek
(Zimmermann, 2001. Eur. J. Pharmacol.).

A metabolikus (leggyakoribb a diabétesz) és toxikus hatasok kovetkeztében szisztémas
idegkérosodas alakul ki, amely a korai stddiumban elsOsorban szenzoros rostokat érinti
(ekkor domindl a fajdalom), de késébb autonom (vegetativ) és motoros tiinetek is
eléfordulnak. A karositd tényezdk koziil jelentds az oxidativ stressz, a szorbitol és a
homocisztein-szint emelkedése, valamint az NO-, NGF- ¢és IGF-szint csokkenése, melyek
eredményeként glikozilacids végtermékek keletkeznek, karosodik az endotél-funkcio €s a
K'/Na" ATP-iz miikodése. A legfontosabb tényezok az ideg-regeneracios képesség
csokkenése, ill. a koros regeneracios torekvések mind az idegvégzddés, mind a sejttestek
szintjén (pl. szimpatikus rostok bendvése a ganglionokba: ,,sprouting”; Yasuda és mtsai.
2003. Progr. Neurobiol.). Egy egészen uj kozlemény toxikus neuropatidban a
mitokondriumok szerkezeti- és funkcionalis karosodasar6l szamol be a periférias
érzérostokban (Bennett, 2010. Oncologist).

11.) ,,116. oldal: Van-e arra valamilyen kisérleti adat, hogy a szisztémadas keringésbe
bejutott  szomatosztatin  fajdalomcsillapito  hatisa  milyen  neuronon  vagy
neuroncsoportokon keresztiil érvényesiil?”

Bar sajat kisérleti adataink erre vonatkozéan nincsenek, a sziszémds keringésbe jutod
szomatosztatin analgetikus hatasat kizarolag a periférids érzdideg-végzodéseken tudja
kifejteni, mivel még a 14 aminosavas formaja sem képes bejutni a kozponti idegrendszerbe
(Meisenberg ¢s Simmons 1983. Life Sci.). Sajat korabbi in vitro és in vivo eredményeink
bizonyitottdk, hogy a szomatosztatin és szintetikus analogjai gatoljadk a kapszaicinnel
kivaltott szenzoros neuropeptid-felszabadulast, a neurogén gyulladast, akut nocifenziv
reakcidkat, valamint a mechanikai és termalis hiperalgéziat (Helyes és mtsai. 2001. ¢és
2006. Br. J. Pharmacol; Helyes és mtsai. 2000. Neurosci. Lett.; Pintér és mtsai. 2002. N. S.
Arch. Pharmacol.; Sandor ¢€s mtsai. 2006. Eur. J. Pharmacol.; sszefoglal6: Pintér és mtsai.
2006. Phram. Ther. Rev.). Mas szerzok (Corsi €s mtsai. 1997. Anaesth. Analg.; Eschalier
¢s mtsai. 1991. Eur. J. Pharmacol.; Carlton és mtsai. 2001. J. Neurosci., 2003. Neurosci.) a
mi eredményeinkhez hasonléan ugyancsak funkcionalis bizonyitékokat szolgaltattak arra,
hogy a szomatosztatin a kapszaicin-érzékeny primér afferenseken hatva periférias
mechanizmussal gatolja a nociceptiv folyamatokat. Carlton és mtsai. (2001. Pain)
immunhisztokémiaval kimutattdk az sst receptorok expressziojat a dermisz-epidermisz
junkcidoban 1évé mielinizalatlan C-rostok végzddésein patkany labhati bdrében.
Heppelmann ¢és Pawlak (1997. Pain, 1999. Neurosci. Lett.) pedig elektrofizioldgiai
bizonyitékot szolgaltatott patkanyban a szomatosztatin gatld hatasara ép és gyulladt
térdiziiletben egyarant az afferensek mechanoszenzitivitdsara is. Mindezen adatok alapjan
a szomatosztatin a periféridn azonnali (gyors, fazisos) és hosszantartd (tonusos) gatld
hatast is kifejt a C- és Ad-tipusu polimodalis nociceptorokra és a magas kiiszobli
mechanonociceptorokra is. Bar a mechanizmus pontosan nem ismert, egy régebbi elmélet
valoszintisitette a p-opioid receptorokkal valo interakcidt (Rezek és mtsai. 1978. Can. J.
Physiol. Pharmacol.; Gulya és mtsai. 1986. Life Sci.), amit azonban szdmos kozlemény
vitatott (Chrubashik és mtsai. 1984. Lancet). Ujabban viselkedési és egy rost elvezetéssel
nyert elektrofiziologiai adatok bizonyitottdk, hogy a szomatosztatin fazisos €s tonusos
gatlast fejt ki a TRPVI1 csatorndk aktivacidjara/szenzitizaciojara a kapszaicin-érzékeny
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végzddéseken (Carlton és mtsai. 2004. Pain; sajat 0sszefoglalonk erre vonatkozoan: Pintér
¢s mtsai. 2006. Pharm. Ther.).

12.) ,,128. oldal: Vannak-e arra vonatkozoan irodalmi adatok, hogy az in vitro trachea
modell, ahol a periférias végzodést megfosztottak a neuron tobbi részétéol, mennyiben
felel meg az in vivo dllapotnak?”

A szenzoros neuronok izolalt trachedbdl torténd felszabaduldsanak vizsgélatat mi
dolgoztuk ki, a bemutatott modell sajat Gsszedllitdsunk, a kérdésre vonatkozo irodalmi
adatot nem ismerek. Rendszeriinkben a kimetszett tracheat 1 oran keresztiil oxigenizalt
Krebs-oldattal aramoltatjuk at, hogy a mechanikai hatasbol szdrmazd tényezdket
kikiiszoboljiik, ezt kovetden végezziik a 24 perces kisérletet. Ez alatt a minddssze masfél
oOra alatt az izolalt trachedban 1évd periférids ideg-végzddések mitkodoképesek és teljes
mértékben ingerelhetéek maradnak. A beldliik torténd peptid-felszabadulas ol
reprodukalhatdan, centralis hatdsoktdl mentesen, reflex-mechanizmusoktdl fiiggetleniil
precizen vizsgalhatd. Természetesen —mint minden izolalt-szervi modellrendszer- ez nem a
fiziologias allapotot, nem az in vivo koriilményeket tiikrézi, hanem egy mesterséges
preparatum, amelynek eldnye, hogy egy jol definidlt elrendezésben mechanisztikus modon
tesztelhetd az idegvégzddés miikddése €s a rajta hatd vegyiiletek hatdsa minden komplex
befolyasold tényezd nélkiil.

13.) ,,35. oldal: A szovettani abrdakon nincs lépték, csak a mikroszkdpos nagyitis van
feltiintetve, és ez a késobbi képek nagy részén is igy van. Miutan a mikroszkopos felvételt
tetszolegesen lehet nagyitani és kicsinyiteni, egy adott dabran a kalibrdacios vonal ad
igazdn informdciot. Tovabbi megjegyzés, hogy a szovettani képeken a részletek nehezen
ismerhetok fel, példaul az I/16. abran nem ldatszanak a kehelysejtek, vagy az 1/19-es
dabran az immunpozitiv sejtek koziil is legfeljebb az endothel azonosithato. E7 a
megjegyzés tobb késobbi képre is vonatkozik.”

Teljes mértékben egyetértek Opponens Asszony e kritikai megjegyzéseivel. Sajnos a
1épték valdban lemaradt a szovettani képekr6l, ami megneheziti a méretek megitélését,
valamint a képek mérete/mindsége ugyancsak nem megfelelé a pontos értelmezéshez és az
immunpozitivitds megitéléséhez. Egyetlen mentségemiil az szolgélhat, hogy a disszertacio
terjedelmi korldtjai miatt kénytelen voltam a fotdkat lekicsinyiteni, az eredeti
kozleményekben, kiillondsen az elektronikus valtozatban e szovettani abrak sokkal jobb
felbontasban szerepelnek. E hianyossagokat, hibadkat a védéskor bemutatott képeken
igyekszem poétolni.

Még egyszer szeretném megkoszonni Opponens Asszonynak a dolgozatom biralatdba
fektetett energiat és 1dot, valamint a kérdéseket, amelyek az irodalmi adatok alaposabb és
mélyebb atbongészésére késztettek. Remélem, valaszaimat megfelelonek talalja.

Pécs, 2010. augusztus 13. Dr. Helyes Zsuzsanna
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Valasz Prof. Sperlagh Beata egyetemi tanar opponensi veleményére

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Opponens Asszonynak a disszertaciom rendkiviil
preciz birdlatdit, munkdm elismerését és a dicséretet, valamint a felvetett kérdéseket,
megjegyzéseket és kritikai észrevételeket.

1.) ,,Az értekezésben bemutatott eredmények igen fontos, perdonto részért képezik a
TRPV1, illetve ssty; receptor knockout egereken végzett kisérletek. Ehhe; képest
viszonylag kevés figyelmet szentel a jelolt a fenti egerek genotipusanak és fenotipusanak
genotipus ellenorzése alapveto kovetelmény ilyen eredmények prezentdcioja sordn...A
knockout eregerekkel nyert eredmények értelmezésekor érdemes lett volna a
diszkusszioban kitérni az esetleges problémdkra e modellrendszerekkel kapcsolatban.”

A TRPV1 és ssty receptor knockout egerek genotipusanak €s fenotipusanak bemutatasa, a
genotipizalas leirdsa azért nem keriilt bele a disszertacidba, mert- ahogy Opponens
Asszony is megjegyezte biralatdban- a dolgozat igy is meghaladja a doktori értekezéseknél
javasolt terjedelmet, és ezek az informéciok az eredeti kozleményekben tobbnyire
szerepelnek (Szabd és mtsai. 2005; Bolcskei és mtsai. 2005; Helyes és mtsai. 2009).
Egyetértek azonban azzal, hogy mivel ezekkel az egerekkel végzett kisérleteink jelentds
részét képezik a bemutatott eredményeknek, ez a részlet mindenképpen fontos.

Mindkét knockout egér a CS57Bl/6 torzsbdl szarmazik. A TRPV1 génhianyosak
tenyészegyedeit homozigdtaként a Charles-River Hungary Kft.-n keresztiill a Jackson
Laboratories-t6] vasaroltuk, és mivel ezek mar 10 generacion keresztiil visszakeresztezték
a C57Bl/6 torzsbe, vad tipusu kontrolloknak ezeket hasznaltuk (ezért is hasznaltam a
dolgozatban a TRPV1™ és WT megjelolést). A tenyésztés sajat intézeti allathdzunkban
tortént, a bemutatott kisérletekben az elsé 2-3 generaciobol szarmazo allatokat hasznaltuk.
A genotipust természetesen farokmintakbol PCR-ral ellendriztiik. Az ssty knockout
egereket Cambridge-ben Piers Emson és munkatarsai allitottak eld, akikt6l kollaboracios
egylittmiikodés keretein beliil kaptunk heterozigota éallatokat, amelyeket mar 8 generacion
keresztiil visszakereszteztek az eredeti C57B1/6 torzsbe. Ezekbdl a heterozigotakbol
ugyancsak az intézeti allathazunkban tortént a homozigdta ssty”" és ssty”” vonalak
kitenyésztése, majd azok tovabbtenyésztése. A genotipizalast minden esetben elvégeztiik.
Mivel az in vivo kisérletekhez nagyszamu (6-10), hasonlé kort és nemi egerek kellettek,
nem tudtuk megoldani, hogy egy kisérletsorozatban csak alomtestvéreket hasznaljunk.
Néhany akut kisérletben azonban Gsszehasonlitottuk az alomtestvérekkel és a hasonld
kori, de nem testvér-kontrollokkal kapott eredményeket, amelyek nem mutattak
eltéréseket. Mivel a mi eredményeink az els§ publikalt adatok ezekkel az egerekkel, a
disszertacio benyujtasa 6ta megjelent kozleményiinkben (Helyes és mtsai. 2009. PNAS) az
ssty”” egerek elBallitasanak és genotipizalasanak minden részlete szerepel. Ebben a
publikacioban taldlhaté tovabba az alomtestvérekkel valé Osszehasonlitds is a
carrageeninnel kivaltott akut gyulladdsmodellben.
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A TRPV1 knockout egereknél szaporodasi, é¢lettartambeli, vagy egyéb szembetlind
fenotipus-kiilonbséget- masokhoz hasonldan, akik ezeket az egereket egyéb modellekben
vizsgaltak- nem tapasztaltunk. Az ssty génhidnyosaknal az ¢lettartamban ugyan nem
lattunk eltérést, azonban kissé csokkent szaporodasi tendencia volt megfigyelhetd, bar erre
vonatkozodan statisztikai analizist nem végeztiink. Erdekes azonban, hogy az ssty”” egerek
szérzete vilagosabb barna, mint a sst;”" kontrolljaiké, amire eddig még nem tudtunk
magyarazatot talalni. Jelentds viselkedési vagy habitusbeli kiilonbségeket egyik csoport
estében sem észleltiink.

Teljesen egyetértek azzal a felvetéssel is, hogy a knockout egerekkel végzett kisérleteknél
az eredményeket Ovatosan kell interpretalnunk. Egy receptor vagy medidtor génjének
kititése sokféle ellenregulaciés mechanizmust indithat el az allatok fogantatasatol fogva,
amelyek persze nem kiszdmithatéak ¢és nem-specifikus modon befolyasolhatjak az
eredményeket. Az altalunk hasznalt receptor knockout egereknél természetesen nem lehet
esetleg ezeken keresztiil hato endogén mediatorok mennyiségének valtozasat vagy
affinitas-valtozasat egyéb receptoraik irant. /n vivo kisérletekben egy receptor adott
patofizioldgiai folyamatban betoltott szerepének vizsgalatara ugyanakkor két lehetdségiink
van. Az egyik a receptor antagonistaval vald kezelés, a masik a génhidnyos egér.
Antagonistakkal kapcsolatban probléma, hogy sokszor (pl. az ssts receptor esetében is)
nem 4all rendelkezésre antagonista, vagy amennyiben igen, annak specificitasa,
szelektivitasa, és/vagy kinetikdja nem megfeleld. Kronikus kisérletekben tovabba probléma
lehet a toleracia kialakuldsa, tovabba a tartos kezelés technikai nehézségei és koltsége. Ez a
farmakolégiai eszkoz tehat egy receptor szerepének in vivo vizsgalatakor legalabb annyi
bizonytalansagi faktort és problémat jelenthet, ezért véleményem szerint a génhidnyos
egerekkel nyert adatok értékesek. A legmegbizhatobb kétség kiviil az lenne, ha génhianyos
egerek mellett az utdébbi években mar egyre gyakrabban hasznalt ,,knock-down” éallatokkal
¢s farmakologiai modszerekkel (antagonistakkal és agonistakkal) is tudnank vizsgalatokat
végezni, ezek mindenképpen egymast kiegészité és adott kovetkeztetéshez egymast
meger6sitd  eszkdzok. TRPV1  receptor knock-down egerekkel ezért mar
munkacsoportunkban is folynak 6sszehasonlito vizsgalatok.

2.) ,Az immunhisztokémiai vizsgdlatok soran ellenorizték-e az ssty receptor ellenes
antitest specificitdsdt sst;” egereken?”

Kordbban évekig probalkoztunk immunhisztokémiai vizsgdlatokkal tobb ssty receptor
ellenes antitestettel (pl. Santa Cruz, Lifespan) sikerteleniil egér és emberi szovetmintak
esetében is. A jelenleg hasznalt emberi antitest (MBL) specificitdsat csak 1) a primér
antitest  higitdsaival ugyanott detektalhaté, de halvanyuldo, majd megszind
immunpozitivitassal és 2) a primér antitest nélkiil alkalmazott szekunder antitest melletti
festodés hidnyaval tudtuk igazolni. Az egér antitest (Alomone Labs.) esetében viszont
ezeken a modszereken kivill a specificitas igazolasdra 1) a cég altal kiildott kontroll
antigénnel az antitestet preadszorbealtattuk, ami a metszeten torténdé immunreakciot
megakadalyozta, és 2) megcsinaltuk a receptor-hianyos egerek hipofizis- és tiiddmintdin is
az immunfestést, amely egyik szdveten sem adott pozitiv jelet. Ezeket a negativ kontroll
metszeteket a védésen bemutatom.

3.) Opponens Asszony hianyolta a szenzoros neuropeptidek szerepének bemutatdisakor a
peptidfelszabadulds és elimindcio lehetséges mechanizmusainak bemutatdsat.

A nagy molekulasulyt peptid-transzmitterek a neuronok sejttestjében 1évé durva felszinii
endoplazmatikus retikulumokban szintetizdlddnak, a Golgi rendszerben modosuldson
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mennek keresztiil, majd az idegvégzddésekben 1évo nagy, denz vezikuldkban (75-110 nm)
tarolodnak. Innen szabadulnak fel exocitdzissal Ca®'- kocentracio emelkedést okozd
kiilonféle stimulusok hatasra. E folyamat akcids potencial kialakuldsatol fiiggetlen, nem
elég hozzd az extracellularis térbol torténd Ca’’-bearamls, hanem az intracellularis
raktarakbol valdé mobilizacionak és a ryanodin receptorok aktivaciojanak van dont6 szerepe
(Ouyang és mtsai. 2006. PNAS). A jol ismert Ca*’-szignalhoz kotétt mechanizmusok
mellett ujabb adatok kiilonféle kinazok altal szabalyozott exocitozis-faktorok és a
szinaptobrevin I szerepét igazoltdk az exocitozis folyamatdban (Meng és mtsai. 2007. J.
Cell Sci.). Adott vezikulaban gyakran tobb neuropeptid egyiitt tarolddik és egyiittesen
szabadul fel, de van példa nem-peptid medidtorokkal valo ko-lokalizaciora is. A kémiai
szinapszisokban a neuropeptidek a klasszikus transzmitterekkel (pl. acetilkolin,
monoaminok) szemben nem akkumulalédnak. E folyamatok mechanizmuséra vonatkozdan
szamos adat all rendelkezésre, amelyek bizonyitjak, hogy a nagy vezikuldk exocitozisa
morfoldgiailag nem specializalodott teriileteken torténik, még akkor sem, amikor
jellegzetes szinapszisok is jelen vannak. Ez a nem-szinaptikus transzmisszio lehetové teszi
e peptid-medidtorok nagyobb tavolsagokra torténd difftzigjat, melynek soran
interakcidokba is Iéphetnek egymadssal és egymas hatasait, felszabaduldsat modosithatjak
(Thureson-Klein ¢és mtsai. 1986. Scan. Electron. Microsc.; Zhu és mtsai. 1986.
Neuroscience; Zupanc 1996. Micron).

E neuropeptidek elimindciojat egyéb peptid-hormonokhoz, citokinekhez és kemokinekhez
hasonldan a szovetekben ¢€s a keringésben egyarant cink-metalloprotedzok végzik, mint pl.
a neutralis endopeptiddz (NEP), az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE), dipeptidil-
karboxipeptidazok ¢s aminopeptiddzok (Marks ¢és mtsai. 1981. Adv. Biochem.
Psychopharmacol.; Scholzen és Luger 2004. Exp. Dermatol.). Elsdsorban a dipeptidil-
peptidaz IV felelés a PACAP/glucagon csaladba tartozo peptidek lebontasaért (Augustyns
¢s mtsai. 2005. Curr. Med. Chem.). A kdzponti idegrendszerben a P-anyagra relative
specifikus, membranhoz kotott endopeptidazt azonositottak (Bergmann és Bauer 1986.
NIDA Res. Monogt.).

4.) ,A disszertacioban tobb helyen is olvashato (pl. a 12. és 65. oldalakon), hogy
wJelenleg egyetlen olyan gyogyszercsoport sem dll rendelkezésre, amely hatékonyan
gatolna e betegségek neurogén gyulladasos komponensét”. Ennek ellentmondoan, a 19.
oldalon a kovetkezo adllitas talalhato , Régi megfigyelés, hogy a morfin és az
enkefalinamid gadtolja a neurogén gyulladdst, azonban nem befolydsolja a nem-
neurogén gyulladasos folyamatokat”. Hogyan oldhato fel ez az ellentmondds?”

A neurogén gyulladasos folyamatokat hatékonyan ¢s szelektiven gatlé gydgyszercsoport
valoban nem all rendelkezésiinkre, a szelektivitds jelentdségét kellett volna hangstlyoznom
ebben a kijelentésben. A 19. oldalon ennek latszélag valoban ellentmond a morfin és az
enkefalinamid hatdsaira vonatkoz6o megallapitas, amely dnmagaban helytalld. Bar ezeknek
az opioidoknak a neurogén gyulladast gatlé hatdsa bizonyitott, a klinikai gyakorlatban ezt
nem tudjuk kihasznalni alacsony hatékonysaguk és szelektivitdsuk hidnya miatt. Olyan
dozisban kellene Oket erre a célra alkalmazni, hogy a szdmos sulyos mellékhatasuk
kovetkeztében nem lehet ilyen irdnyu terapias felhasznalasukkal szamolni.

5.) ,Nem vilagos, hogy a kisérletekben intranazalis LPS-sel kivaltott léguti gyulladds
melyik emberi tiidoben is eldofordulo patofiziologiai folyamatot modellezi. Helyesebb
lenne tovabba erre a gyulladdsos modellre, melyet a szerzd hol akutnak, hol szubakutnak
nevez, egy konzekvens elnevezést alkalmazni.”
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Bakterialis endotoxinok mindeniitt megtalalhatok a kdrnyezetiinkben, a levegdben, a hazi
porban, és a cigarettafiistben egyardnt, szerepiiket 1éguti allergids és kronikus gyulladasos
folyamatok (asztma és COPD) kialakuldsaban, fellangolasaban és stlyosabba valasaban
egyarant szamos adat bizonyitja (6sszefoglalok: Kharitonov és Sjobring 2007. Contrib.
Microbiol.; Liebers ¢és mtsai. 2008. Arch. Toxicol.). Az emberi tidé gyulladasos
megbetegedései soran az egyes patofiziologiai folyamatok (pl. a makrofagok és neutrofil
granulocitak aktivacidja, a beldliikk torténd mediator-felszabadulas) parhuzamba allithatok
a modellként hasznalt LPS-sel kivaltott 1éguti gyulladassal, azonban a mechanizmusok és a
folyamat dinamikaja- mint az allatkisérletes modellek jelentds részénél altaldban- nem
feleltethetdk meg teljesen egymasnak. Modellvalasztasunk alapja ebben az esetben az volt,
hogy ez 1) egyszerlien és gyorsan kivitelezhetd, jol reprodukalhatd, 2) nincs jelentds
kiilonbség a gyulladasos folyamat kialakuldsaban és intenzitdsdban az egyes egértorzsek ¢és
nemek kozott (ellentétben pl. az ovalbumin modellel, amely csak SPF koriilmények kozott
tenyésztett Balb/c egerekben miikddik), €s 3) széleskorii irodalmi adatok vannak a
folyamat jol definialhaté pathomechanizmusara, kialakulasara és lefolyasara vonatkozoan.
Az LPS-hatast a Toll-like receptor 4 (TLR4) ¢s a CD14 szignalizacié kozvetiti, amely p38
MAPK aktivacion keresztiil valtja ki szamos gyulladasos mediator termelddését (Togbe és
mtsai. 2007. J. Int. Exp. Pathol.).

Egyetértek Opponens Asszony megjegyzésével, hogy erre az orak alatt kialakulo és
altalunk a 24 o6ras idépontban vizsgalt reakciora helyesebb lett volna a felvaltva hasznalt
»akut” €s ,,szubakut” kifejezések helyett konzekvens elnevezést alkalmazni, talan az els6
lett volna megfelelébb. Mentségemiil talan az szolgalhat, hogy ezzel kapcsolatosan az
irodalom sem egységes, nincs jol definialt hatar, ¢s mindkét megnevezés eléfordul.

6.) ,A légzésfunkcios vizsgdalatok sordan alkalmazott carbachol koncentrdacidja
meglepden magas (5.5-22 mM), és joval meghaladja a muszkarin receptorokon mutatott
affinitasat. Mi a magyarazat ezen magas dozisok haszndlatdara és mi a biztositéka annak,
hogy ezek specifikus hatdsok?”

Valodszinilileg nem egyértelmiien fogalmaztam a 1égzésfunkcids vizsgalatok moddszertani
leirasanal, ezért félreérthetd volt e vizsgalat kivitelezése. Az 5.5-22 mM nem a légtérben
1évé carbachol-koncentraciora vonatkozik, hanem a porlasztoba pipettazott SO ul oldat
térfogatu kamrajaba (9 cm magas, 4.5 sugaru kor alapteriiletli henger), tehat a 1.5 percig
tartd inhalacios periddus sordn az egerek altal belélegzett, és a légutak muszkarin
receptorai kozelében 1év0 koncentracid sokkal alacsonyabb. Ezeket a koncentracidkat
irodalmi adatok (Finney és Forsberg 1994. J. Appl. Physiol.; Lai és mtsai. 2004. Chin. J.
Physiol.) alapjan, szdmos eldkisérlet-sorozat utan valasztottuk ki.

7.) Az /4., I/14. valamint a IIl/5. abrak aldirdsa és az dabrdn torténd szignifikancia-
jelolés nem egyértelmii.”

Egyetértek ezzel a kritikai észrevétellel, valoban nem egyértelmiiek, hogy a csillag, illetve
kereszt jelolések milyen Osszehasonlitasokra vonatkoznak. Elnézést kérek a
pontatlansagért, a védésen szerepld abrakon e hibdkat javitom.

8.) wMi az oka a kiilonbozo kisérletsorozatok kozott ugyanazon kezelés hatdsdara a
tiidomintak mieloperoxidaz-aktivitasaban az abszolut értékekben mért kb. 4-szeres
eltérésnek (a valtozas iranya és mértéke azonos)?”

A két fejezet kozott a tiidé-homogenizatumokban mért mieloperoxidaz enzimaktivitdsok
abszolut értékei kozti kiillonbségek a spektofotometrids méréshez hasznalt eltéré MPO
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standardokbol adddnak. Korabban, igy még a TRPV1 knockout egerek vizsgélatara
iranyuld 2006-ban végzett kisérletsorozatban, magunk készitettink MPO standardot:
osztriga-glikogént injektaltunk egérbe 1.p., majd 24 h mulva a peritonealis tér &tmosasaval
nyertiik a neutrofil sejteket. Ezeket Biirker kamraban szdmoltuk és a sejtszamokhoz
rendeltiik a spektrofotométerrel meghatarozott szinreakciokat (Banvolgyi és mtsai. 2004.
Neuroscience; ez a leiras sajnos a disszertdcioban a metodika ismertetésénél kimaradt). A
késobbi kisérletekben (igy az sst4 génhianyos egerek tiidémintainal) mar készen vasaroltuk
a human MPO standardot (Sigma), és annak alapjan szamoltunk. igy a folyamat
technikailag sokkal egyszerlibb ¢s gyorsabb, a késobbiekben pedig majd jobban
Osszehasonlithatdak lesznek az adatok. A kiilonbozd standardokkal kapott eltérd abszolut
értékek azonban az eredmények értelmezését Iényegében nem befolyasoljak, mivel mindig
egy kisérletsorozaton beliil torténik az 6sszehasonlitds és minden alkalommal haszndlunk
PBS-sel kezelt intakt kontrollokat is.

9.) ,zA kronikus artritisz modell kisérletsorozatainak megbeszélése sordn a szerzo arra a
feltételezésre jut, hogy mig a gyulladaskelto neuropeptidek felszabadulasa e modellben
feltehetéen TRPV1 receptor medidlt, a gyulladdsgdtlo szomatosztatin felszabaduldsdaban
egyéb mechanizmusok jatszanak szerepet. Ezt az elképzelést kézenfekvonek tiinne
letesztelni a TRPVI” egerek szomatoszgtatin plazmakoncentrdacidjanak vizsgdlatdaval.
Tortént-e ilyen vizsgdlat, és ha igen, milyen eredménnyel?”

Az a kovetkeztetésiink, hogy a gyulladasgatld szomatosztatin felszabadulasa a
gyulladaskeltd neuropeptidekkel ellentétben priméren nem TRPV1 receptor-mediélta csak
funkciondlis eredményeinkre alapult. 2003-ban, amikor ezeket a kisérleteket végeztiik, a
szomatosztatin RIA moddszeriink érzékenysége még kisebb volt, mint jelenleg. Minimum
1-1.5 ml plazmara volt sziikséglink ahhoz, hogy az eredmények benne legyenek a standard
gorbében, egerek esetében ezért akkoriban nem tudtunk plazmakoncentracidkat mérni.
Néhany éven beliil technikai modositasoknak kdszonhetden sikeriilt 500 pl plazmabol is
megbizhatban mérni e peptidet, az elsd ilyen eredményeket az egér neuropatia-
modellekben kaptuk (Bolcskei és mtsai. 2005. Pain). A J. Pharmacol. Exp. Ther.
kozleménylink megjelenését kovetden mar nem végeztiink tobb kisérletet ebben a kronikus
CFA modellben. K6szoném Professzor Asszony javaslatat, teljes mértékben egyetértek a
felvetéssel, mindenképp érdemes megismételni ezeket a kisérleteket, ¢és kozvetlen
bizonyitékot szolgaltatni az iziileti gyulladas esetén erre a tedriara.

10.) ,A II/23.A. és B. dbrakon bemutatott adatok ellentétben dllnak a szovegbeli
interpretdaciojukkal. Nem vilagos tovabbda, hogy mi a magyardzata a kiilonbozo
gyulladasgatlo vegyiiletek eltéré hatasanak a T, RPVI™ dllatokban.”

Sajnalatos modon az Origin programmal késziilt dbra Word file-ba illesztésekor a
szimbolumok 0Osszekeveredtek. Ez a hiba a dolgozat tobbszori atolvasasa ellenére is
elkeriilte a figyelmemet, elnézést kérek érte.

Miutdn az els6 kisérletsorozatban bizonyitottuk, hogy a TRPV1 receptor aktivacidja
fokozza a kronikus iziileti gyulladast és hiperalgéziat, a COX gatl6 indometacinnal, a LOX
gatldo NDGA-val, a bradykinin Bl receptor antagonista desArgHOE-140-nel és a B2
blokkold6 HOE-140-nel azért végeztiik el a kisérleteket parhuzamosan TRPV1 hianyos és a
vad tipusu egerekben, hogy e modellben azonositsuk ezt az ioncsatornat aktivalo, illetve
szenzitizal6 mediatorokat. Eredményeink azt mutattdk, hogy WT egerekben a Bl
antagonista nem befolyasolta a duzzadast, szovettani kdrosodast és a hiperalgéziat, tehat e
receptornak nincs jelentdsége a kronikus artritiszben. Ezzel szemben a B2 antagonista,
valamint a COX és a LOX gatlo vegyiiletek egyarant szignifikdnsan csokkentették
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mindhdrom gyulladasos paramétert, ami arra utal, hogy a bradykininnek a B2 receptoron
keresztiil, valamint a prosztaglandinok és leukotriének fontos szerepet jatszanak az az
iziileti gyulladés sulyosbodéasaban. Ez 6nmagaban nem meglepd, viszont az az eredmény,
hogy a TRPV1” csoportban a LOX gatlo és a B2 antagonista gatlo hatdsa nem volt
megfigyelhetd, azt bizonyitja e modellben, hogy

1) a gyulladt szovetben a LOX enzim altal termelt leukotriének és a TRPV1 receptor
aktivacidjan keresztiil fejtik ki hatasukat (a LOX termékek TRPV1 aktivalé hatasara
vonatkozo6 irodalmi adatok Osszefoglaldsa: Starowicz és mtsai. 2007. Pharmacol. Ther.;
Szolcsanyi 2004. Neuropeptides)

2) a gyulladt iziiletben termel6dd bradykinin a szenzoros idegvégzddésen lokalizalodd B2
receptoron keresztiil szenzitizalja a TRPV1 csatornat az egyéb gyulladasos medidtorokkal
¢és pl. protonokkal szemben (arra, hogy a B2 receptor-aktivacio PLC jelatviteli iton és a
Trk A-n keresztiil szenzitizalja a TRPV1 receptort in vitro adatot Chuang és mtsai 2001.
kozoltek a Nature-ben; 6sszefoglald: Mizumura és mtsai. 2009. Exp. Brain Res.).

A COX gatlas a TRPV1 hianyos csoportban is kifejtett gyulladascsokkentd és anti-
hiperalgetikus hatasokat, azonban kisebb mértékiicket, mint a WT egerekben. A
duzzadésgatlas tovabba csak a 11. naptol kezdddden volt szignifikans. Mindez arra utal,
hogy a COX enzimek 4&ltal termelt prosztaglandinok nem elsésorban a TRPV1 receptor
szenzitizacidjan keresztiil fokozzak ugyan a gyulladast, azonban a krénikus folyamat késoi
fazisaban e csatornanak is van szerepe a duzzadés és a hiperalgézia fokozddasaban.

Ez a magyarazat a disszertdcioban valoban nem kellden preciz és részletezett, a
~Megbeszélés, kovetkeztetések” fejezetben nem helyeztem erre megfeleld hangsulyt,
igyekszem a védéskor majd ezt potolni.

11.) ,Hogyan magyardazhatok a dozisfiiggést nem mutato, illetve harang alaku dozis-
hatas osszefiiggést mutato gyogyszerhatasok? Ha elfogadjuk a szerzo dltal nyujtott
magyardazatot miszerint nagyobb dozisban a J2156 mdr gdtolja az endogén
szomatosztatin felszabaduldsat is a kapszaicin-érzékeny idegvégzodésekbol, akkor az ssty
agonistik nagyobb dozisban funkciondlis antagonistaként viselkedhetnek. Nem fogja-e
ez korlatozni a jovobeli alkalmazhatosagukat, mint gyulladasgatlo gyogyszer?”

Dozisfiiggd hatds hidnya, illetve harang alaku dozis-hatas gorbék peptidek, de pl. 5-HT,
opioid ¢és kannabinoid receptorokon haté6 nem-peptid strukturdju vegyiiletek esetén is
gyakran megfigyelhetok. Az a magyarazat, amelyet az sst4 receptor agonistaval az in vivo
(elsésorban neurogén gyulladds) modellekben kapott eredményekre a disszertacidban és a
Br. J. Pharmacol.-ban megjelent eredeti kozleménylinkben is felvetettem, arra alapoztam,
hogy e vegylilet az izolalt trachea perfiizids rendszerben a gyulladaskelté SP és CGRP
felszabaduléasat kisebb koncentracidkban gatolta, mint a gatld hatasti szomatosztatinét. A
J2156 hataserdssége a szomatosztatin-felszabaduldsra kb. 10-20-szor kisebb volt, mint a
masik két peptidére. Lehet azonban a receptor-kotddés és a G-protein aktivacié szintjén is
magyarazatot talalni e jelenségre. Ujabb, még nem kozolt adataink ssty receptort
expresszalo transzfektalt sejtvolnalon azt mutattdk, hogy mind peptid, mind nem-peptid
szerkezetli agonistak nagyobb koncentracioi (100 uM) kisebb mértékii receptor kotddést és
aktivaciot eredményeztek. Ennek oka lehet mikroaggregdtumok keletkezése, amely
megakadalyozza a kotohelyhez valod kapcsolodast, de nem specifikus, nem-receptorialis
hatasok is elképzelhetdk. Nem zéarhaté ki azonban egyéb kinetikai ok sem, nagyobb
dozisok esetén a toményebb oldatok i.p. felszivodasa csokkenhet. Mindenesetre hasonlo
eredményeket kaptunk korabban peptid szerkezetii sst4 agonistakkal, pl. a heptapeptid TT-
232-vel is (Helyes és mtsai. 2001. Br. J. Pharmacol.; Pintér és mtsai. 2002. N. S. Arch.
Pharmacol.). Sst4 agonistadk potencialis klinikai alkalmazasa soran ezért azt az optimalis
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terapids dozis-tartomanyt kell majd meghataroznunk, amelyben a maximalis
gyulladasgatld hatés érvényesiil.

12.) ,,A gyogyszerjelolt molekulak vizsgalatakor nem minden alkalommal alkalmaztak
referenciavegyiiletet. Mig szigoruan alapkutatasi célu kisérleteknél ez nem feltétlen
sziitkséges, bar ott is hasznos, a jovoben gyogyszerkeént fejleszteni szandékozott ligandok
potencidljat illetben alapveto fontossdagu, hogy ,tobbet tudnak-e” a jelenleg hasznalt
gyogyszereknél.”

Teljes mértékben egyetértek azzal, hogy nemcsak gyogyszergyari szemléletii kutatasban,
hanem alapkutatdsban is sok esetben fontos pozitiv kontrollok, referenciavegyiiletek
vizsgélata. Azonban a disszertdcioban bemutatott kisérleteinkben, amikor potencidlis
gyogyszerjelolt vegyiiletek hatasait vizsgaltuk (sst4 receptor agonistdk: TT-232, J-2156)
alapvetden azért nem alkalmaztunk referenciavegyiiletet, mert 1) a neurogén gyulladasos
folyamatok csokkentésére jelenleg nem all rendelkezésre hatékony gatloszer (COX-gatlok
nem hatékonyak), valamint 2) nincs hasonld6 mechanizmusu ill. tAmadasponta vegytilet,
amellyel Ossze lehetne hasonlitani a hatds mértékét. Korabbi kisérletekben hasznaltunk
referenciavegyiileteket ezekben a modellekben, gyulladdsos folyamatok esetében a
diclofenacot és meloxicamot, neuropatia-modellekben baclofent (Helyes és mtsai. 2001.
Br. J. Pharmacol.; Pintér és mtsai. 2002. N. S. Arch. Pharmacol.). Azokra az adatokra
hivatkoztunk az ujabb kdzleményeinkben is az eredmények interpretalasakor.

13.) ,Kivdancsi lennék a jelolt véleményére azzal kapcsolatban, hogy a szenzoros
neuropeptidek jeldatvitelének befolydsolasan kiviil még milyen egyéb célpontok
fejlesztésében lat fantaziat gyulladasos betegségekben, illetve hogyan latja a TRPVI
ligandok, mint uj gyogyszercsoport jovojét.”

neuropeptidek hatdsainak befolyasoldsan kiviil természetesen még mas mechanizmusok is
szoba jonnek, azonban ezek elsdsorban a gyulladdsos folyamatok nem-neurogén
komponenseire fokuszalnak. A periférian hato, kvaterner nitrogént tartalmazé szintetikus
K— ¢és p-opioid receptor agonistak gyulladasgétld hatasat mar tobb évtizede vizsgaljak,
szamos kozlemény és Osszefoglald sziiletett az ezekben rejld potencidlis
gyogyszerfejlesztési perspektivakrol (Stein és mtsai. 2001. Z. Rheumatol.; Walker 2003.
Adv. Exp. Med. Biol.; Aldrich és McLaughlin 2009. AAPS; Lang és mtsai. 2010. Ann. NY
Acad. Sci.). Ilyen vegyiiletekkel végzett klinikai vizsgalatokrol azonban nincs tudomasom,
¢s egy idei Osszefoglald alapjan ezek nem szerepelnek a legigéretesnek tartott iranyok
kozott. Az A2A adenozin receptor Gs proteinhez kapcsolt receptor, amely aktivacioja
cAMP fokozodést okoz. Ez a mechanizmus egyrészt a gyulladasos sejtek (neutrofilek,
hizosejtek, makrofagok) aktivitasat, mediator-termelését és felszabadulasat csokkenti,
masrészt simaizom relaxaciot is okoz, ami asztmaban kiilonosen igéretes lehet. Az A2A
agonistak tovabba gyulladasgatld hatasuk mellett allatkisérletekben anti-hiperalgetikus ¢és
antinociceptiv hatasokkal is rendelkeznek, ez tovabbi eldnyt jelenthet iziileti gyulladés
kezelésében. Hipotenziv hatasukat azonban potencialis mellékhatasként kell mérlegelni
(Akkari és mtsai. 2006. Top. Curr. Med. Chem.; Cristalli és mtsai. 2009. Handb. Exp.
Pharmacol.) Ilyen vegyliletek néhany éve mar fazis II. klinikai vizsgélatokba keriiltek, de
az eddigi eredmények nem egyértelmiien pozitivak (Brown és mtsai. 2008. Br. J.
Pharmacol). A P2X ioncsatorndhoz kapcsolt purinoceptorok (P2XI1R-P2X7R) az
antidepresszans ¢és fajdalom-csokkentd gyogyszerfejlesztési iranyokon kiviil kronikus
gyulladasos folyamatokban is igéretes célpontok lehetnek. P2X7R antagonistak €s egyéb
P2X receptor-gatlok reumatoid artritisz teradpiara Fazis 1. és II. klinikai vizsgalatok alatt
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allnak (Romagnoli és mtsai. 2008. Expert Opin. Ther. Targets; Gunosewoyo ¢és Kassiou
2010. Exp. Opin.Ther. Pat.). Kemokin receptor 9 (CCR9) gatl6 kismolekula klinikai III.
fazisban van Crohn betegségben, tovabbi kemokin receptor blokkolok is preklinikai
fejlesztés alatt allnak egyéb autoimmun ¢és gyulladdsos korképek kezelésére (Proudfoot és
mtsai. 2010. Expert Opin. Invest. Drugs). Tobb p38 MAPK gatld vegyiilet klinikai
farmakologiai II. fazis vizsgalatok alatt all reumatoid artritiszes ¢€s pszoriazisos
betegekben, a mellékhatdsok miatt sajnos egy sem keriilhetett még I11. fazis vizsalatokba
(Cohen 2009. Curr. Opin. Cell. Biol.).

Kannabinoid vegyiiletek, elsésorban CB2 receptor-szelektiv nem pszichoaktiv szintetikus
agonistdk a gyulladaskeltd citokin-kaszkad hatékony gétldinak bizonyultak, artritisz és
gyulladdsos bélbetegségek allatkisérletes modelljeiben igéretes eredményeket kaptak
(Klein és Newton 2007. Adv. Exp. Med. Biol.). Szdmos membranalkotd tobbszordsen
telitetlen bioaktiv lipid, mint a tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA), az
epoxieicosatriensav (EET), a szfingolipid ceramid, a szfingozin 1-foszfit ¢és a
szfingozilfoszforilkolin gyulladasgétld hatdsairdl ugyancsak szamos kézlemény beszamol
az utobbi években (Osszefoglalé: Huwiler és Pfeilschiffer 2009. Pharmacol. Ther.). Az
utobbi években elindult peroxiszoma proliferaciot aktivalo receptor (PPAR-a és PPAR-y)
agonistdk fejlesztése, melyek csokkentik a gyulladaskeltd hatdsi mediatorok
Pharmacol.; 6sszefoglald: Dinarello 2010. Cell.). Végiil 0j alapkutatasi iranyt képvisel a
Whnt/beta-catenin jelatviteli Gtvonal farmakologiai eszk6zokkel torténd befolyasolasa is
gyulladascsokkent6 céllal (Takahashi-Yanaga és Sasaguri 2007. J. Pharmacol. Sci.).
TRPV1 receptoron hatd ligandok fejlesztésére az elmult évtizedben 55 gyogyszergyar
inditott gyogyszerfejlesztési projekteket elsdsorban analgetikus indikacidkat célozva, ezek
tobbsége antagonistakra irdnyul. A preklinikai vizsgalatokra eddig kb. 1 milliard dollart
koltottek, amire a gyogyszerkutatas torténetében nem volt példa (Wong és Gavva 2009.
Brain Res. Rev.; Gunthorpe és Chinz 2009. Drug Discov. Today). Bar szamos
antagonistaval kapcsolatban legnagyobb problémaként a hipertermizaldé mellékhatés
jelentkezett, tobb fejlesztési vonal mar a klinikai vizsgalatok késoi fazisaiban van.

A TRPV1 csatornan hato elsé gyogyszerkészitmény azonban agonista, maga a kapszaicin,
amelybdl a 8%-os koncentraciot tartalmazé tapasz, Qutenza (NGX-4010) néven néhany
honapja kertilt forgalomba. A helyi érzéstelenitovel elokezelt teriileten fél-egy oran at kell
rajtahagyni a tapaszt, és ez az egyszeri alkalmazas 3 honapig csokkenti a neuropatias
fajdalmat. Hatékonysdgat multicentrikus, randomizalt, kettés-vak klinikai vizsgalatok
bizonyitjak posztherpeszes neuralgids (402 beteg; Backonja és mtsai. 2008. Lancet
Neurol.) és HIV-asszocialt szenzoros neuropatids (307 beteg; Simpson és mtsai. 2008.
Neurology) betegcsoportokban. Szintetikus TRPV1 agonistdk a WL-1001 és WL-1002
(Winston Labs), amelyeket oszteoartritiszes fajdalom helyi kezelésére, valamint orrsprében
trigeminus neuralgidra és migrén-profilaxisra fejlesztenek jelenleg preklinikai fazisban
(Jara-Oseguera ¢és mtsai. 2008. Curr. Mol. Pharmacol.; Knotkova és mtsai. 2008. J. Clin.
Pain). A lokalisan alkalmazott nagy dozisi agonista-kezelés az idegvégzddés
deszenzibilizacigjat, hosszan tartd funkcio-kiesését okozza, ezt igazolja a Qutenza tapasz
esetében is biopszids mintdkon Kennedy és mtsai. kozleménye (2010. Pain). Agonistak
esetében azonban a deszenzibilizald hatason kiviil a mésik lehetséges mechanizmus, hogy
a TRPV1 tartos, tonusos aktivacidja kronikus gyulladasos ¢és fajdalomallapotokban gatld
mediatorok (mi elsdsorban a szomatosztatin szerepét bizonyitottuk) felszabadulédsat
eredményezi. Sajat eredményeink mellett tobb mas adat is TRPV1 aktivacidé protektiv
hatdsat bizonyitja (Osszefoglalo: Alawi és Keeble 2010. Pharmacol. Ther.). Ezt az
elméletet tdmasztja ald a régdta ismert és alkalmazott kapszaicines bedodrzsolés és az
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ellenirritacio jelensége. Bar ilyen irdnyu konkrét gyari feljesztésekrdl jelenleg nem tudok,
véleményem szerint a TRPV1 tonusos aktivacidjat okozd agonistak, amelyek nem valtanak
ki fajdalmat és csipd érzést, ugyancsak igéretesek lehetnek szisztémas alkalmazésban is.
Ennek realitasat indokolja, hogy kordbban patkany n. ischiadicus antidromos elektromos
ingerlése soran bizonyitottuk, hogy a szomatosztatin mar 0.1 Hz-cel torténd stimulacional
is felszabadul a kapszaicin-érzékeny végzddésbdl, amikor a gyulladaskeltd peptidek még
nem (Szolcsanyi és mtsai. 1998. Br. J. Pharmacol.). Elképzelhetd tehat, hogy kémiai uton
is lehet ugy aktivalni a TRPV1 csatornat, hogy lokalis irritacid, neurogén gyulladas és
fajdalom csak minimalis mértékben jelentkezzen, de a szomatosztatin (és esetleges egyéb
gatld mediatorok) felszabaduljanak az afferensekbdl. Bar még alapkisérletes stddiumban
van a TRPV1 csatorna aktivalhatésaganak befolyasolasa pl. a receptor koriili lipid raftok
modositasan keresztiil (Santha és mtsai. 2010. Pain; Szdke és mtsai. 2010. Eur. J.
Pharmacol.), a jovében ez is érdekes megkozelités lehet gyogyszerfejlesztési szempontbol
(Jancso6 €s mtsai. 2008. Br. J. Pharmacol.).

14.) ,A IV/1. tablazatban az alapértékhez viszonyitott szignifikancia nincs feltiintetve a
naloxon+ EM-1 oszlophoz viszonyitva, ami az eredmények interpretdalasahoz fontos.”
Koszondm Opponens Asszony észrevételét, egyetértek abban, hogy e statisztikai
Osszehasonlitas jelolése fontos lett volna az eredmények értelmezés€hez, elnézést kérek a
hianyossagért. Naloxon jelenlétében az EM-1 peptid-felszabadulast gatlo hatdsa elmaradt,
az alapértékhez viszonyitva a P-anyag esetében a szignifikancia *p<0.05, a CGRP esetében
*#p<0.01.

15.) ,,A IV/19. dabra nem az EM-1 hatasat mutatja a mustdrolajjal kivaltott
fiilduzzaddsra, ahogy az dabramagyardzatban és a szovegben szerepel, hanem a J-2156
hatasat abrazolja a labduzzadasra.”

Erre a helyre sajnos figyelmetlenségem miatt véletleniil rossz abrat illesztettem be, elnézést
kérek a hibaért. Természetesen a védésen az EM-1 hatdsat szemléltetd abrat fogom
bemutatni.

Még egyszer szeretném megkdszonni Professzor Asszonynak a dolgozatom biralatdba
fektetett alapos munk4éjat, és bizom benne, hogy elfogadja a valaszaimat.

Pécs, 2010. augusztus 13. Dr. Helyes Zsuzsanna
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