Valasz

dr. Helyes Zsuzsanna, az MTA doktora opponensi véleményére

Tisztelt Professzorasszony!

Mindenek el6tt szeretném megkdszonni hozzaértd, szakszerl és egyben alapos
munkajat dolgozatom biralasa soran.

A feltett kérdésekre az alabbiakban szeretnék valaszolni:

1.) A NOP receptor és a nociceptin kbézponti idegrendszeri lokalizacidja a
bevezetésben részletes bemutatasra keriil. Ezzel szemben a periférias
expressziot, eloszlast és funkciokat nem, illetve a NOP receptorra vonatkozdéan
mindéssze néhany mondatban, meglehetésen sziikszavuan emliti a szerzé6 a 14.
oldal aljan és a 15. oldalon levé abran. A majbetegekben, tumoros és
ischémias klinikai  allapotokban valo vizsgalatok indoklasahoz és
értelmezéséhez a periférias szbvetekben val6 elbfordulas részletes bemutatasa
fontos. Milyen szerv-, szévet-, és sejtszintli adatok allnak rendelkezésre erre
vonatkozb6an?
Valéban a NOP receptor és a nociceptin kdzponti idegrendszeri lokalizaciéja és
funkcioi tekintetében osszehasonlithatatlanul tobb informacié all rendelkezésre, mint
a NOP receptor periférias expresszidjara és a nociceptin periférias szerepére
vonatkozéan. A NOP receptor mRNA jelenlétének RT-PCR mddszerrel torténd
igazolasa majszovetben valamint vas deferens-ben,vékonybélben és a lépben Wang
és mtsai nevéhez flizé6dik [ Wang JB, Johnson PS, Imai Y, Persico AM, Ozenberger
BA, Eppler CM, Uhl GR: cDNA cloning of an orphan opiate receptor gene family
member and its splice variant. FEBS Lett 1994,348:75—-79]. Daganatos betegek teljes
vér mintaiban RT-PCR moddszerrel mérve mind a NOP receptor mind a ppN/OFQ
MRNS expresszidjat p< 0,001szignifikanciaval magasabbnak talaltak Stamer és
mtsai [Stamer UM, Book M, Comos C, Zhang L, Nauck F, Stiber F.: Expression of
the nociceptin precursor and nociceptin receptor is modulated in cancer and septic
patients.Br J Anaesth. 2011,106:566-72.]. Human aorta endothélium sejteken
immunhisztokémiai modszerrel igazoltak a NOP receptor jelenlétét és patkany
endothélsejt szovetkulturan , hogy a NOP receptort a nociceptin aktivalja a MAP-
kinaz kaszkadon keresztll [Granata F, Potenza RL, Fiori A, Strom R, Caronti
B, Molinari P, Donsante S, Citro G, lacovelli L, De Blasi A, Ngomba RT, Palladini
G, Passarelli F. Expression of OP4 (ORL1, NOP1) receptors in vascular endothelium.
Eur J Pharmacol. 2003,482:17-23]. A mikrovaszkularis endothéliumban a gqPCR
modszer nem elég érzékeny a NOP receptor-fehérje kimutatasara, de fluorescein-
isothiocyanat-jelzett nociceptint alkalmazva igazolhatd volt a NOP receptor aktivaciod
szerepe a mikrocirkulacid szabalyozasaban [Brookes ZL, Stedman EN, Brown
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NJ, Hebbes CP, Guerrini R, Calo G, Reilly CS, Lambert DG: The nociceptin/orphanin
FQ receptor antagonist UFP-101 reduces microvascular inflammation to
lipopolysaccharide in vivo. PLoS One. 2013,8:€74943].

2.) Az agonistak és antagonistak potencialis terapias felhasznalasat bemutato
5. abra meglehetésen nehezen értelmezheté és -amennyiben a cime
megfelel6- 06sszemosodik rajta a receptor  aktivacio-  illetve  blokkolas
hatasainak jellemzése. Mely indikaciok esetében jelentenek az agonistak
és mely esetekben az antagonistak gyogyszerfejlesztési perspektivakat?
Milyen lehetséges mellékhatasokkal kell szamolni? Hogy értekeli a klinikai
famakologiai vizsgalatok eddigi eredményeit? Lat-e valamely esetben a
kézeljbvbben térzskényvezhetd gyogyszerre realis esélyt?

Az 5. abran pirossal jeloltem a NOP receptoron haté potencialis gyogyszer-fejlesztési
lehetéségeket és fekete betlikkel azokat a human szdveteken, ill. szerveken igazolt
hatasokat, melyek ezeket a fejlesztési iranyokat megalapozzak. A gyogyszer-
fejlesztést azonban mind az agonistdk mind az antagonistak esetében erdsen
befolyasolja, hogy a NOP receptor és endogén agonistaja a nociceptin szamos
élettani folyamat szabalyozasaban jatszik szerepet és a potencialis gyogyszer
farmakokinetikai/ metabolikus sajatossagai is jelentésen befolyasoljak a terapias
alkalmazhatosagot. A teljesség igénye nélkul szerethém emliteni, hogy pl. az SCH
486757 NOP receptor agonista a szubakut kéhogeés csillapitdjaként [Woodcock A,
McLeod RL, Sadeh J, Smith JA: The efficacy of a NOP1 agonist (SCH 486757) in
subacute cough. Lung 2010; 188(suppl 1):S47-S52.] Ib/ll klinikai fazis-vizsgalatban
valamint egy masik, kettdésvak, keresztezett, parhuzamos-csoportos klinikai
vizsgalatban a virus-fert6zés utani perzisztald kohogés esetén a codeinnel azonos
hatast mutatott. [McLeod RL, Tulshian DB, Sadeh J.Where are the new cough
treatments: a debriefing of recent clinical proof-of-concept trials with the
NOP agonist. Pharmacology 2011,88:50-4]. Emlithetem a Parkinson-kér potencialis
gyogyszereiként tekintett nem-peptid szerkezeti NOP receptor antagonistakat is
[Tekes K, Tariq S, Adeghate E, Laufer R, Hashemi F, Siddiq A, Kalasz H.:
Nociceptinergic system as potential target in Parkinson's disease. Mini Rev Med
Chem. 2013,10:1389-97], bar randomizalt klinikai vizsgalatokat erre vonatkozoan
még nem publikaltak. A ClinicalTrials.gov  honlapon talalhaté NCT00155129
szammal jeldlt ,The Role of CGRPand Nociceptin in Migraine” cimd vizsgalat
eredménye még nem ismert hasonléan az NCT00173225 szamu ,Sputum and
Plasma Levels of Nociceptin and Substance P in Patients With Asthma, COPD and
Chronic Cough” vizsgalat is folyamatban van.

3.) Milyen mechanizmusokat  és hatasokat ért pontosan az alatt a
megallapitas alatt, hogy,”Wilson koéros betegekben a nociceptinerg jelatvitel
tartos fokozodasaval kell szamolni"? Ismer-e erre vonatkozoan funkcionalis
adatokat? Van-e ennek klinikai jelentésege?
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»A nociceptinerg jelatvitel tartdos fokozdédasa” megfogalmazassal arra kivantam
utalni, hogy a Wilson-kéros betegekben méréseink szerint a nociceptin periférias
szintje élethosszig tartban szignifikansan magasabb, mint az egészségesekben.
Ebben az autoszomalis, recessziv 6roklédeési, a 13q14.1 helyen lokalizalt, a rezet-
transzportald p-tipusu ATP-azt kodolo gén mutaciojabol adodd betegsegben a
nociceptin inaktivacidja tartésan gatolt (a nociceptint specifikusan inaktivalo
citoplazmas elhelyezkedésl endopeptidaz 24.15 enzim Zn kdzponti atomjanak
Cu-re tortén6 részleges cserblédése miatt) és feltételezve, hogy a NOP-
receptoron nem torténik down-regulaci6 a tartésan magas nociceptin-szint
hatasara, az kdvetkezhet, hogy a NOP receptor aktivacio kozvetitette hatasok a
Wilson-kéros  betegeknél fokozottan jelentkeznek. A  nociceptin, mint
heptadekapeptid molekula fiziko-kémiai tulajdonsagai alapjan (lipofilitas, molekula-
tomeg, TPSA-érték) a nem-karosodott vér-agy gaton nem tud a perifériardl a
kozponti idegrendszerbe bejutni, igy a periférias NOP receptor aktivacios
hatasaival lehet redlisan szamolni, azaz pl.az urogenitélis rendszerre kifejtett
vizelési reflex-gatld, a gyomor-bélrendszeren kialakuld motilitas-csokkenté vagy pl.
az érrendszeren tapasztalhato altalanos (artériakon és vénakon egyarant mérhet6)
vazodilatacidés hatassal, esetleg a vérnyomas-csokkentd hatassal. Az emlitett
periférias nociceptin-hatasok tdbbszdrdsen igazoltak, de Wilson-kéros betegekben
ezek szisztematikus vizsgalata még nem ismert.

4.) A Kkilbnféle, rendkiviil heterogén daganatos betegek (csoportonként 1-2
tido6, hasnyalmirigy, epeduti, vese, mellékvese, prosztata, lymphoid leukemia,
stb.) eredményei egyben kerliltek értékelésre.Ezekmakroszkopos és
mikroszkopos patholégiai viselkedéstikben, mikrokérnyezetiikben,
invazivitasukban, metasztaziskepzésben, immunologiai viselkedésiikben stb.
nagyon eltéré6 tumor-tipusok, véleményem szerint nem szerencsés egylitt
értekelni &6ket. Milyen primer tumorban szenvedtek a metasztazis

csoportban levé betegek, milyen klinikai stadiumban voltak, mekkora ¢és
hany attét volt? Kaptak-e ezek a betegek barmilyen gyogyszeres kezelést?
A 82. oldalon szerepel, hogy ,a daganattipustdl és metasztazistol fliggetlendil
a nociceptin-szint kiugroan magas”, azonban ezt 1-4 elemszamu klinikai
csoportbol nehéz megallapitani. A tumoros betegekben mért jelentésen
emelkedett nociceptin plazma-koncentraciét az immunfolyamatokban valo
részvetellel magyarazza. Elképzelhetb-e, hogy a tumor kérnyezetében levé
szbvet-széteses és/vagy maganak a tumornak a szétesése eredményezi a
nociceptin-szint emelkedését? Mit jelent pontosan az a megallapitas, hogy
JAdataink klinikai  vizsgalatokban  az immunszupressziv folyamatok és a
nociceptinerg rendszer &sszefliggéseit igazoljak."? Ismer-e irodalmi adatokat a
NORP receptor expresszidjara és funkcionalis jelentéségére vonatkozdéan tumoros
allapotokban?

A daganatos betegek klinikai jellemz8inek részletes elemzésére (TNM-besorolasuk,
kértorténetuk, metasztazisaik mérete, gydgyszeres kezelésuk részletei, a primer
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tumorok hisztologiai jellemz6éi stb.) sajnos a klinikus partnerink, Magyar Pal
professzor ur halala miatt nem kerult sor és azéta sem talaltunk egylttmikodo
onkolégus partnert. A nociceptinnek a human immunfolyamatok szabalyozasaban
betoltott szerepét elséként Peluso és mtsai [Peluso J, Gavériaux-Ruff C, Matthes
HW, Filliol D, Kieffer BL.: Orphanin FQ/nociceptin binds to functionally coupled ORL1
mind az IL-1receptors on human immune cell lines and alters peripheral blood
mononuclear cell proliferation. Brain Res Bull. 2001,54:655-660] elemezték U937
monocita-sejtvonalon,CEM és MOLT-4 T-limfoma sejtvonalakon, EBV-transzformalt
B limfocitakon és SH-SY5Y neuroblastoma sejteken. Megallapitottak, hogy a
monocitakon és a T-limfocitakon a NOP receptor jelentés szamban van jelen és G-
fehérje-kapcsoltan funkcionalis, mig az EBV-transzformalt B limfocitdkon nem
tapasztaltak funkcionalis NOP receptor jelenlétét ellentétben Hom és mtsai-val [Hom
J. S., Goldberg I. Mathis J.Pan,Y. X., Brooks A. |.,Ryan-Moro J., Scheinberg D. A,,
Pasternak G.W.: [(125)lJorphaninFQ /nociceptin binding in Raji cells. Synapse
1999,34:187-191], akik a B- limfoma Raji sejtvonalon viszont igazoltdk a NOP
receptor kifejezddését. Ezen tulmenden a nociceptint 10 2 -10"" M-os
koncentracidban alkalmazva néhany egyénben a fitohemaglutinin (PHA)-stimulalt
human periférids mononuklearis sejtek (PBMC) proliferaciéja volt tapasztalhato,
feltételezhetéen a mitogén-aktivalta protein kinaz( MAPK ) utvonalon keresztul,
ahogy az a stabilan transzfektalt CHO sejteken igazolast nyert [Fukuda K.,
ShodaT.,Morikawa H., Kato S., Mori K.: Activation of mitogen-activated protein
kinase by the nociceptin receptor expressed in Chinese hamster ovary cells. FEBS
Lett. 1997,412:290-294]. Az endogén opioidok és az akut valamint a krénikus
morfin-adagolas immunmodulans szerepét szamos munkacsoport igazolta [Finley
M.J.,Happel C.M.,Kaminsky D.E.,Rogers T.J.:Opioid and nociceptin receptors
regulate cytokine and cytokine receptor expression. Cell. Immunol.2008,252:146-
154] . A nociceptinnek az immun-valaszokban betoltott szerepét is egyre tobb
munkacsoport vizsgalja. Az i.c.v. adott nociceptin erételjesen gatolta peritonealis
makrofagokban a posztoperativ stress —kivaltotta TNF, és IL-1p transzkriptek
mennyiségének emelkedését [Zhao h.,Wu G.C., Cao X.D.: Immunmodulatory activity
of orphanin FQ/nociceptin on traumatic rats.Acta Pharmacol. Sin.2002,23:343-348].
A streptococcus enterotoxin A (SEA)-indukalta proinflammatorikus citokin-tesztben a
nociceptin szignifikdnsan emelte a TNF, és INFy mRNA mennyiséget a lépben
valamint a plazma TNF, szintet [Godfarb Y.,Reinscheid R.K.,Kusnecov
A.W.,:OrphaninFQ/nociceptin interactions with the immune system in vivo:gene
expression changes in lymphoid organs and regulation of the cytokine response to
staphylococcal entertoxin  A.J.Neuroimmunol.2006,176:76-85]. Erdekes moddon
human monocitakon a nociceptin gatolta a CCL2 és CCL5 kemokin fehérjék
mennyiségét, de nem volt hatassal ezek receptorainak expresszidjara [Finley
M.J.,Happel C.M.,Kaminsky D.E.,Rogers T.J.:Opioid and nociceptin receptors
regulate cytokine and cytokine receptor expression. Cell. Immunol.2008,252:146-
154] .
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5.) Mi lehet az oka, mechanizmusa és funkcionalis jelent6sége a
migrénesekben a roham- mentes periodusban mért alacsonyabb nociceptin
plazma -koncentracionak, valamint tovabbi csbkkenésének a roham alatt? A

s

emelkedését varnank (mint pl. a CGRP esetében). Ok vagy okozat lehet
inkabb migrénesekben az alacsony nociceptin-szint? Vannak-e allatkisérletes
adatok a nociceptin-koncentraciok valtozasara a trigeminovaszkularis aktivacio
modelljeiben?

Nem konnyl egyértelm( valaszt talalni arra, hogy a migrén-betegek plazma
nociceptin-szintie miért alacsonyabb az egészséges személyekénél, hiszen a
nociceptin felszabadulasanak mechanizmusa(i) maig nem ismert(ek). Az igazolast
nyert, hogy a human trigeminalis ganglionban a neuronok 70%-a mutat nociceptin-
immunopozitivitast és ko-lokalizaciét mutat CGRP-vel, SP-vel, NOS-sal és PACAP-pal
valamint a cranialis erek nem tartalmaznak NOP receptort kddold6 mMRNS-t és a
nociceptin nincs hatassal a cranialis erek kontrakcidjara, ill. dilataciojarajHou M,
Uddman R, Tajti J, Edvinsson L. Nociceptin immunoreactivity and receptor mRNA in
the human trigeminal ganglion. Brain Res. 2003,964:179-186.] Viszont kontrol
patkanyok trigeminalis ganglionjanak primér szovettenyészetén a tiszta nociceptin-
agonista (1-13)NH,-NC dézis-fuggben gatolta mind a nem-specifikus ( veratridinnel
kivaltott, ill.K-stimulalt) mind a specifikus (kapszaicinnel indukalt) depolarizaciéval
kivaltott CGRP-felszabadulast [ Capuano A, Currd D, Dello Russo C, Tringali G,
Pozzoli G, Di Trapani G, Navarra P. Nociceptin (1-13)NH2 inhibits stimulated
calcitonin-gene-related-peptide release from primary cultures of rat trigeminal ganglia
neurones. Cephalalgia. 2007,27:868-876]. Sajnos azon sajat kisérleteinkben,
melyekben patkanyon létrehozott Moskowitz-migrén modellen is megerdsitettuk a
Gasser-duc elektromos ingerlésének (1,2mA, 1Hz, 5 min) hatasara Iétrejové plazma
nociceptin-szint csokkenést, CGRP-valaszt nem mértunk [Ertsey C,. Bizderi B,.
Hantos M, Gyenge M., Tekes K. Plasma nociceptin levels decrease after trigeminal
stimulation Cephalalgia 2007,27:1183-1184.]. A kérdéskor komplexitasahoz tartozik
az is, hogy a gerincvel6 trigeminalis nociceptiv neuronjainak NMDA-val kivaltott
nociceptiv valaszat a nociceptin a neuronok 50%-aban facilitélta, 31%-aban gatolta
és 19%-aban bifazisos hatast eredményezett, mely hatas csak a proestrus-fazisban
lévé néstény patkanyokon volt tapasztalhatd, a himeken a nociceptin gatlé hatast
mutatott, ami a nociceptin hatasanak dsztrogén-modulaltsagat mutatja. [Flores CA,
Wang XM, Zhang KM, Mokha SS. Orphanin FQ produces gender-specific modulation
of trigeminal nociception: behavioral and electrophysiological observations.
Neuroscience. 2001,105:489-498., ill. Flores CA, Shughrue P, Petersen SL, Mokha
SS. Sex-related differences in the distribution of opioid receptor-like 1 receptor
mRNA and colocalization with estrogen receptor mRNA in neurons of the spinal
trigeminal nucleus caudalis in the rat. Neuroscience. 2003,118:769-778.]
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6.) Mi lehet a magyarazata annak, hogy akut stroke-ban emelkedik,
kronikus ischémias allapotban csbkken a nociceptin plazma -koncentracio?
Milyen valaszt adna az értekezésben is feltett, de nyitva hagyott kérdésre,

hogy ‘’az alacsony nociceptin-szint a kronikus ischémias allapot

kévetkezményeként jon-e létre vagy oka a kardiovaszkularis betegségnek"?

Sajnos a kronikus ischémias allapotban talalt alacsony plazma nociceptin-szint okat a
legujabb irodalmi adatok tukrében sem tudjuk egyértelmiien megmondani alapvet6en
a nociceptin felszabadulasat szabalyozé mechanizmusok ismeretének hianyaban. Az
akut ischémias stroke-betegek esetében mért emelkedett plazma nociceptin-szint a
stroke-betegekben is igazolt cellularis és molekularis gyulladasos reakciokkal
magyarazhatd [ Perera NM, Ma HK, Arakawa S, Howells DW, Markus R, Rowe CC,
Donnan GA. Inflammation following stroke. J Clin Neurosci. 2006,13:1-8.].

7.) Mi a magyarazata annak, hogy az 15. és 18. abrakon oszlop
diagramokon, a 16. és 19. abrakon viszont ,box plot" formaban abrazolja az
eredményeket?

Az eltér6 abrazolasi moddal arra kivantam utalni, hogy a 15. és 18. abrakon
alkalmazott statisztikai értékelés az egyedi értékek atlagat és az SD értéket mutatja,
mig a 16. és 19. abrakon a statisztikai értékelés Brown-Forsythe ANOVA és Games-
Howell ,post hoc” teszt alkalmazasaval tortént. Ezekben az értékelésekben faktor
analizist alkalmaztunk a vizsgalt személyek jellemzdinek valtozasaira a plazma
nociceptin-szinttel valé Osszevetésben, hogy az esetleges rejtett faktorokat is
felderithesslk. A vizsgalt személyek jellemz8inek valtozasat és a plazma nociceptin-
szintet linearis és nem-linearis regresszios maddszerrel is szamoltuk, a ,box plot”
abrazolasban a median és az ,interquartile range” is feltlintetésre kertilt.

8.) A streptozotocinnal  kivaltott I. tipusu diabetesz-modellt valoban gyakran
hasznaljak metabolikus polyneuropatia (és egyéb diabetesz-komplikaciok, pl.
retinopatia, nefropatia) modelljeként. Nem lehet azonban  egyértelmiien
neuropatia modellnek  tartani anélkil, hogy a nociceptiv kiisz6boket
meghatéroznank és a hiperalgéziat, idegkérosodést igazolnank. Altalaban
nem minden allatban és nem azonos id6 utan alakul ki neuropatia még
hasonlo mértékben emelkedett vércukorszintek esetén sem. Toérténtek-e
nocicepcio-mérések a vizsgalatok soran?

Bar a 21. es 22. abrakon hianyos a statisztikai analizis eredményének jelblése,
ugy tinik, hogy a nocistatin-koncentracio a 4. héttél mar a plazmaban is jelentés
emelkedést mutat, a CSF-ben pedig a 8. héttél. Biztos abban, hogy a neuropatia
eredményezi a nocistatin-koncentraciok emelkedését (els6sorban a plazmaban),
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és nem a komplex metabolikus zavar vagy egyéb szervkarosodas (pl. a
vesekarosodas és uremia) kbzvetlen kbvetkezménye?

Sajnos Intézetinkben nem all rendelkezésre nocicepcido-mérésre alkalmas miszer,
igy a streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetesz-modellt Courteix és mtsai
[Courteix C, Eschalier A, Lavarenne J. Streptozocin-induced diabetic rats:
behavioural evidence for a model of chronic pain.Pain, 1993,53:81-88] részletes
analizise alapjan tekintetettUk a diabeteszes neuropatia modelljének. Sajat
vizsgalatainkban valéban nem ismételtik meg az altaluk alkalmazott négy kulonb6z6
fajdalom-ingerre (,tail immersion test’, ,thermal stimulus”, mechanical stimulus”,
formalin- test”) adott valaszok mérését, elfogadtuk azon eredményeiket miszerint az
alkalmazott fajdalom-ingertél fuggéen a patkanyok 80-90%-a szignifikansan
kllonboz6 fajdalom-tlrést mutatott 4 héttel a diabetesz indukcidja utan. Sajat
vizsgalatainkban 16 héten at mértuk a diabeteszes allatok nociceptin és nocistatin-
szintjeit a plazmaban és a CSF-ben, mértik a vércukor-értékeket valamint
testtomegliket és bar nem kvantifikaltuk, de tapasztaltuk mindazon jellemzdket is
(motoros aktivitas csOkkenés, a kulsd testfelulet hémeérseékletének csokkenése)
melyek az idézett Courteix és mtsai 0sszefoglaldban is szerepelnek.

A 21. abran szerepl6 nociceptin adatok statisztikai analizise nem mutatott
szignifikans (p < 0,05) valtozast a diabetesz 16 hetes fennallasanak vizsgalt
id6szakaban és a 22. abran szerepl6 nocistatin értékek mind a plazmaban mind a
CSF-ben csak a 8. héttél valtak szignifikansan(p < 0,05) emelkedette.

A komplex metabolikus zavar és egyéb szervkarosodas (pl. vesekarosodas,
urémia), mint lehetséges oka a nocistatin-szint emelkedésnek nem zarhat6 ki, de
vizsgalataink ennek elemzésére nem terjedtek ki.

9.) Milyen mechanizmussal szabaditja fel az i.c.v. adott nociceptin a hisztamint
€s csbkkenti le a szerotonin szintet a liquorban? Mi lehet ennek a
kévetkezménye?  Vannak erre vonatkozoan funkcionalis adatok? Miért a
kontroll értekek %-aban abrazolja az adatokat a 23. es 24. abran, valamint a 10.
tablazatban? A 10. tablazatban a plazma nociceptin-szint ng/ml, a korabbi
abrakon pg/ml nagysagrendi. Eliras ez az utobbi? Sajat elbzetes kisérletek
vagy irodalmi adatok alapjan valasztottak az allatonként adott 5.5 nmol
nociceptin dézist?

A nociceptin hisztamin-felszabadité hatasanak vizsgalataval arra kerestiink valaszt,
hogy az i.c.v. adott nociceptin miként befolyasolja a hisztaminerg neuronokbdl vagy a
centralis hizésejtekbél a hisztamin-felszabadulast. Ismert volt, hogy az i.c.v. adott
J-receptor agonistak fokozzak a hisztamin felszabadulast [ Barke KE, Hough LB.
Characteri-zation of basal and morphine-induced histamine release in the rat peri-
aqueductal gray. J Neurochem. 1994,63:238-244.] egyes adatok szerint
neuronalisan [Chikai T, Oishi R, Saeki K. Increase in the extracellular histamine
concentration in the rat striatum by mu-opioid receptor activation. J Neurochem.
1994,62:724-729.]. Eriksson és mtsai hypothalamus szeleteken végzett mérései
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alapjan a nucleus tuberomamillarisban a nociceptin és a morfin ellentétesen hat a
hisztamin-kiaramlasra [ Eriksson KS, Stevens DR,Haas HL Opposite modulation of
histaminergic neurons by nociceptin and morphine Neuropharmacology
2000,39:2492-2498 ]. Kieérleteink kezdetén ismertek voltak azon in vitro kisérletek
eredményei, melyekben a nociceptint a  kozponti idegrendszeri szerotonin-
felszabadulas egyik leghatékonyabb gatléjanak talaltak [ pl. Siniscalchi A, Rodi D,
Beani L, Bianchi C. Inhibitory effect of nociceptin on [3H]-5-HT release from rat
cerebral cortex slices. Br J Pharmacol. 1999,128:119-123.; Sbrenna S, Marti M,
Morari M, Calo' G, Guerrini R, Beani L, Bianchi C. Modulation of 5-hydroxytryptamine
efflux from rat cortical synaptosomes by opioids and nociceptin. Br J Pharmacol.
2000,130:425-33.], igy eredményeink csak az in vitro adatok in vivo vizsgalatokban
tortént megerésitését jelentik. A kdzponti idegrendszeri szerotonerg €s hisztaminerg
neurotranszmisszié kapcsolatanak vizsgalatara vonatkozé szakirodalom meglehet6-
sen szegényes [Josko J, Drab J, Jochem J, Nowak P, Szkilnik R, Korossy-Mruk E,
Boron D, Kostrzewa RM, Brus H, Brus R Ontogenetic serotoninergic lesion ing alters
histaminergic activity in rats in adulthood. Neurotox Res. 2011, 20: 103-108; Jochem
J, Rybczyk R, Irman-Florjanc T, Zwirska-Korczala K, Niwecka A Central serotonin-
induced pressor effect inratsis mediated in part via the histaminergic system.
Inflamm Res. 2008,57 Suppl 1:S35-6.] amiben bizonyara az is szerepet jatszik, hogy
a neuronalis és a hizosejtes hisztamin-kiaramlas elkulonitése technikai nehézségek-
kel tarkitott.

A 23. és 24. abran, valamint a 10. tablazatban a kontroll értékek szamszeri
megadasa mellett azért dbrazoltam a valtozasokat %-osan, mert ugy éreztem, hogy
igy kdnnyebben attekintheték a nociceptin-kivaltotta hatasok. A 10. tablazat ng/ml
értéke a pg/ml helyett valéban eliras, amiért elnézést kérek.

Az i.c.v. adott 5,5 nmol dbézissal az irodalmi adatokhoz konnyen viszonyithato, un.
kozepes dozist kivantunk alkalmazni [pl. Lutfy K, Do T, Maidment NT. Orphanin
FQ/nociceptin attenuates motor stimulation and changes in nucleus accumbens
extracellular dopamine induced by cocaine in rats. Psychopharmacology (Berl). 2001,
154:1-7.; Di Giannuario A, Pieretti S Nociceptin differentially affects morphine-
induced dopamine release from the nucleus accumbens and nucleus caudate in rats.
Peptides. 2000,21:1125-1130].

10.) Arra a kbvetkeztetésre jutottak, hogy a rendkivil hidrofil K27 és K203
vegylletek j6 agyi penetraciojat valdsziniileg karrier-medialt ftranszport teszi
lehetéve. Melyik hordozofehérje végezheti ezt a transzportot? Milyen irodalmi,
illetve sajat kisérleti adatok alapjan valasztottak a vegyliletek alkalmazéasara az
50umol doézist? Milyen mechanizmussal csbkkentik regio-szelektiven az agyi
szerotonin-koncentraciot ezek az acetilkolin-eszteraz- reaktivatorok?  Milyen
elbnyei vannak ezeknek a K vegylileteknek a jelenlegi klinikai gyakorlatban

hasznalt obidoximmal é s pralidoximmal 6sszehasonlitva?

megerésitették [ Karasova JZ, Zemek F, Musilek K, Kuca K. Time-dependent
changes of oxime K027 concentrations in different parts of rat central nervous
system. Neurotox Res. 2013,23:63-68.], de a feltételezett transzporter jelenleg nem
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ismert. Miutan mindkét K- vegyulet alkothat olyan intermolekularis komplexet, mely a
parcialis toltéssel rendelkez6 N-atomokat ,elfedi” jelentdsen megnodvelve az igy
létrejott komplex lipofilitasat, nem okvetlenul szikséges aktiv transzportot feltételezni
a vegyuletek vér-agy gaton torténd atjutasa mogott [ Karasova J Z., Pohanka M,
Musilek K, Zemek F,Kuca K.: Passive diffusion of acetylcholinesterase oxime
reactivators through the blood-brain barrier: influence of molecular structure. Toxicol
In Vitro. 2010,24:1838-1844.]. Az intermolekularis komplex kialakulasanak feltételeit,
fiziologias korulmények kozti stabilitdsat, membran-permeabilitdsat jelenleg
vizsgaljuk.

A K-vegyuletek ddézisanak megvalasztasakor a K. Kuca vezette kutatécsoport
eredményeire épuléen az el6zetes toxikologiai vizsgalatokban nyert LD4o értékekhez
igazodtunk és az adagolas modjaval (intramuszkularis) a potencialis terapias
alkalmazast modelleztuk.

A K-203 15 percnél mért atmeneti agyi szerotonin-turnover csdkkentd hatasanak
régio-szelektivitasa adddhat a vegyuletek szoveti kotdédésének kulonbségébdl [
Karasova JZ, Zemek F, Musilek K, Kuca K. Time-dependent changes of oxime K027
concentrations in different parts of rat central nervous system. Neurotox Res.
2013,23:63-68.], de a 60 perces értekek mar nem kulonboznek a kontroll allatokétal,
igy terapias szempontbdl biztonsagos és hatékony vegyuletnek minésitheté.

A K-vegyliletek fejlesztésének indoka a jelenleg klinikai hasznalatban 1évé pralidoxim
és obidoxim csekeély terapias értéke.

Megkoszonve opponensem hozzaért6, alapos és részletes biralatat, tisztelettel
kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2014. aprilis 26.

Wm‘w

(dr. Tekes Kornélia)
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