Vaélasz Dr. Jancsé Gabor egyetemi tanar ,A nociceptin-nocisztatin rendszer
szabalyzo6 szerepe és szabalyozottsaga: kapcsolat a biogénamin
rendszerrel,, cim( akadémiai doktori értékezésemmel kapcsolatos

opponensi véleményére

Kdszdndm Jancso professzor ur alapos, és minden részletre kiterjed6
véleményeét.

Igen tisztelt opponensem azt irja:

1.),Nem tartom valészinlinek példaul, hogy a ,foramen occipitale magnum-on at vettiik a
liquort” megfeleléen irja le az alkalmazott kisérleti modszert.”

Ez a liquor-vételi eljaras, a ciszterna punkcio, a kisérletes farmakoldgiaban valdban
ritkan alkalmazott, a human gyogyaszatban a neurolégia és bizonyos esetekben a
surgdssegi orvoslas gyakorlatanak modszere. [www.youtube.com/watch?v
=MRSWO09NLfH4, ill. Roberts J.R. & Hedges J.R.: Clinical Procedures in Emergecy
Medicine, 2009 Elsevier,Saunders, 5t ed., ISBN: 978-1-4160-3623-4]. Talan ezért is
tortént, hogy az egyik korai allatkisérletes munkankrél beszamold kéziratunkban,
melyben a ,cisternal puncture” kifejezést hasznaltuk, az egyik reviewer a pontos
anatomiai hely megjeldlését kérte, igy kerllt megadasra a ,foramen occipitale magnum”,
mely kifejezést a tovabbiakban egyetlen reviewer sem kifogasolta.

2.)"Az ,agyrészleteket jéghideg aluminium lapon preparaltuk” irja a Jelélt, de nem
részletezi, hogy ezen ,agyrészletek” melyek voltak, és azokat milyen anatomiai
kritériumok alapjan preparaltak illetve definialtak.”

A patkanyagybol a 11.-14. és a 17. tablazatokban szereplé agyrészletek (frontalis
cortex, striatum, hippocampus, hypothalamus, nyultveld, kisagy, gerincveld) izolalasat
végeztuk , melyek preparalasanak maédjat szamos korabbi, tarsszerz6immel kozos
kdzleményunkben is megadtuk, és a laboratériumi munkank soran altalanosan
alkalmazott mdédszer, a Paxinos és Watson patkany-agy atlaszban foglaltak valamint
Palkovits Miklos professzor ur mdédszertani utmutatdja szerint tortént. [Paxinos G. and
Watson C.:The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates,6™ ed. Academic Press, 1998., ill.
Palkovits M. Utmutaté és atlasz patkanyagy sejtcsoportjainak izolalt kivételére.
Akadémiai Kiadd, 2001]
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3.) ,A kisérletes diabetes, helyesebben diabetes mellitus ,indukalasanak” leirasa
pontatlan, emellett a kontroll csoportnak nem fiziolégias séoldatot, hanem a
streptozotocin oldasahoz alkalmazott specialis pufferoldatot kellett volna kapniuk.”

Elfogadva opponensem megjegyzését, valdéban helyesebb lett volna a “diabetes
mellitus” kifejezés hasznalata és az altalanosan alkalmazott “streptozotocin-induced
diabetes” helyett is talalhattam volna megfelel6bb magyar kifejezést.

A streptozotocin stabilitdsanak biztositasara alkalmaztuk a pH 4,5-re beallitott 0,1 mol/l
natriumcitrat/citromsav puffer oldatot oldészerként, mely oldatbdl 200 pl térfogatban
injektaltunk az intraperitonealisan 0,2 ml térfogatban adott 50 mg/ttskg dozisu
pentobarbital-natrium oldattal altatott patkanyok v. femoralis-aba. Mint ahogy az az
eredeti kdzleménylnkben [Tekes K.,Hantos M.,Gyenge M. Bizderi B.,Kecskeméti
V.:Diabetes and endogenous orphaninFQ/nociceptin levels in rat CSF and
plasma.Int.J.Diabetes&Metabolism 2005,13:147-153] is szerepel, a kontroll allatok az
oldészert kaptak, igy az elirasért elnézést kérek.

4.) Jellemzben, az allatkisérletekben ddzis-hatas vizsgalatok nem térténtek, altalaban
egy dozist alkalmaztak pl. a nociceptin vagy a béta-endorfin hormonalis imprintingre
irdnyulé vizsgélatokban, de egyéb vizsgélataikban is. Eppen a hormondlis imprinting
esetében talan érdekesek lettek volna a dozis-hatas vizsgalatok.

A hormonalis imprinting vizsgalatokban jellemz6en egyetlen j6I megvalasztott dozist
alkalmazva arra kell figyelemmel lenni, hogy az ujszilott patkanyok receptorai a
feln6ttétdl eltéré Kp és Bnax értékekkel rendelkeznek. A B-endorfin-nal tértént hormonalis
imprinting esetében irodalmi adatok [pl. Angelogianni P.,Li H.L., Gianoulakis C.
Ontogenesis of proopiomelanocortin and its processing to beta-endorphin by the fetal
and neonatal rat brain. Neuroendocrinology. 2000,72:231-241, ill. Rossier J.,Vargo T. M.,
Minick S., Ling N.,Bloom,F.E., Guillemin R. Regional dissociation of f,-endorphin and
enkephalin contents in rat brain and pituitary. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 74: 5162-
5165, ill. Bayon A. , Shoemaker W.J., Bloom F.E., Mauss A., Guillemin R.: Perinatal
development of the endorphin- and enkephalin-containing systems in the rat brain Brain
Research, 1979,179: 93-101] valamint Csaba Gyorgy professzor ur Kkorabbi
vizsgalataiban [Csaba G, Kovacs P, Pallinger E. Effect of a single neonatal endorphin
treatment on the hormone content of adult rat white blood cells and mast cells. Cell Biol
Int. 2003,27:423-427] hatasosnak talalt 3ug/ujszulétt allat dézist alkalmaztunk.

Az ujszilott patkanyokon nociceptin-nel, ill. nocistatinnal végzett hormonalis imprinting
vizsgalatainkban irodalmi el6zmények adataira nem tamaszkodhattunk, a publikaciok|pl.
Sun R.Q., Wang Y., Zhao C.S.,, Chang JK. Han JS. Changes
in brain content of nociceptin/orphanin FQ and endomorphin 2 in arat model of
neuropathic pain. Neurosci Lett. 2001,311:13-16; Lutfy K, Lam H, Narayanan S.
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Alterations in the level of OFQ/N-IR in rat brain regions by cocaine. Neuropharmacology
2008,55:198-203; ] 200-300-g-os patkanyokon nyert adatokat tartalmaznak, igy az
altalunk valasztott 10pg/ujszulott patkany ddézis megvalasztasanal a felnétt patkanyok
esetében i.c.v. alkalmazott dézisokhoz [ pl. Chen X, Geller EB, Adler MW.
Nociceptin/orphanin FQ blocks the antinociception induced by mu, kappa and delta
opioid agonists on the cold water tail-flick test. Eur J Pharmacol. 2007,557:32-36., ill.
Nakagawa T., Kaneko M., Inamura S., Satoh M. Intracerebroventricular administration of
nocistatin reduces inflammatory hyperalgesia in rats Neurosci. Lett. 1999,265:64—-66.]
igyekeztunk alkalmazkodni.

5.) ,A human vizsgalatok eredményeinek ismertetése lényegében kimeriil a vizsgalt
betegségekben — Wilson-kér, primer biliaris cirrhosis, hepatocellularis carcinoma,
migrén, cluster-fejfajas, akut ischemias stroke, kronikus stabil angina pectoris és
periférias érbetegségek — mért nociceptin szintek ismertetésében.”

Vizsgalataim el6tt ismeretlen volt a plazma nociceptin szint alakuldsa a vizsgalt
kérképekben. A ténymegallapitast jelentd 0j eredmények esetében opponensem a
mechanizmus(ok) ismertetését kéri, mely az irodalmi adatok tukrében Wilson-koér
esetében a nociceptin inaktivaciés utjanak gatoltsagara utal (80. oldal), primer biliaris
cirrhosis esetén az antimitokondridlis antigén kotédés és a citotoxikus reakcio okozta
progressziv maj-parenchima sejt karosodasbol adédhat (81. oldal), migrén és cluster-
fejfajas esetén a n. trigeminus teruletén kialakuld neurogén gyulladasnak (83. és 84.
oldal) tudhaté be. A majcirrhosis és hepatocellularis carcinoma vonatkozasaban Fisher
344 patkanyokon létrehozott allatkisérletes modellen is megerdsitettik a klinikai
anyagon igazolt eredményeinket, mely vizsgalatok Hantos Mobnika PhD
disszertacidjanak részét képezi [Hantos M. PhD disszertacié, Semmelweis Egyetem,
2003]. A migrénes betegek esetében, akiknél a fejfajas-mentes periodusban tapasztalt
alacsony nociceptin-szint a fejfajas-roham idején tovabbi dramai csdkkenést mutatott, a
neurogén gyulladassal valé kapcsolatot latszik igazolni. Elgondolasunk helyességét
tamasztjak ala a patkanyon létrehozott Moskowitz-migrén modellen nyert adataink is.
[Ertsey C,. Bizderi B,. Hantos M, Gyenge M., Tekes K. Plasma nociceptin levels
decrease after trigeminal stimulation Cephalalgia 2007,27:1183-1184.]

6.) ,Az eredmények megbeszélése” fejezetben a Jelblt kiemeli, hogy a streptozotocin
diabetes a neuropathias fajdalom modellje, és ebben a kontextusban diszkutalja az
eredményeket. A vizsgalatok valojaban nem alkalmasak arra, hogy eldéntsék, hogy a
nocistatin-szint valtozasok a diabeteses anyagcserezavar vagy a neuropathia
kialakulaséaval fiiggenek-e 6ssze. Erdemes lett volna ezért egyéb diabateses
allatmodellekben illetve mas neuropathias allatmodellekben is megvizsgalni a
nociceptin/nocicstatin szintek valtozasait.”
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A streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetesz-modellt Courteix és mtsai (Pain,
1993,53:81-88) részletes analizise alapjan tekintetettik a diabeteszes neuropatia
metabolikus modelljének. A tartosan (vizsgalatainkban 16 héten at) fennallé diabetes
mellitus-ra jellemzd komplex metabolikus zavar, mint lehetséges oka a nocistatin-szint
emelkedésnek nem zarhato ki, de vizsgalataink ennek elemzésére nem terjedtek ki.
Nagyon kdszondm opponensem azon felvetését, hogy egyéb diabetes-modellben, ill.
neuropathias modellben is érdemes lett volna megvizsgalni a nociceptin/nocistatin
szintek valtozasat. Az id6kozben tortént, jelenleg kozlés alatt 1évé vizsgalataink azt
mutatjak, hogy a streptozotocinnal kivaltott kisérletes diabetesben szignifikansan
csOkken a pancreas Langerhans sejtjeinek nociceptin-pozitiv immunfluoreszcenciaja,
ami az irodalmi adatok tikrében a nociceptinnek a diabetesben betdltott szerepére
utalhat. [ Adeghate E, Ponery AS. The role of leucine-enkephalin on insulin and
glucagon secretion from pancreatic tissue fragments of normal and diabetic rats. Arch
Physiol Biochem. 2001,109:223-229].

7.),5.6. fejezetben a Jelblt megallapitja, hogy a ,nociceptin kutatas kezdeti id6szakatol
ismert volt, hogy az exogén nociceptin jelentés hatassal van a biogénaminok
(szerotonin, dopamin, noradrenalin) anyagcseréjere (Werthwein et al. 1999, Siniscalchi
et al. 1999, Schlicker and Morari 2000). Eltekintve a bibliografiai adatok idézésének
formai hibaitol, a probléma az, hogy a hivatkozott cikkek nem a biogén aminok
anyagcseréejének valtozasait taglaljak nociceptin kezeles utan, hanem azt bizonyitjak,
hogy a nociceptin (preszinaptikusan) gatolja a noradrenalin- és szerotonin
felszabadulast, els6sorban in vitro kisérletekben. Ezek a hivatkozasok félrevezetbek, és
irrelevansak a Jel6lt altal nociceptin imprintingként emlitett jelenség vonatkozasaban. Az
is nehezen érthetd, hogy a 12-13. tablazatokban a Jeldlt a valtozasok iranyat nyilakkal
Jelzi, ahelyett, hogy a mérési adatokat és azok statisztikai elemzését tiintetné fel.”

Valéban Werthwein és mtsai (1999) és Siniscalchi és mtsai (1999) idézett publikaciéi in
vitro kisérletekben elemezték a nociceptin noradrenalin- és szerotonin-felszabadulasra
gyakorolt gatlé hatasat. Schlicker és Morari (2000) 6sszefoglalé kdzleménye azonban
részletesen targyalja a kulonféle in vitro és az in vivo modszerekkel nyert adatokat
nemcsak a nociceptinnek a noradrenalin-, dopamin- és a szerotonin-felszabadulasra
hanem az acetilkolin, a glutamat és a GABA-neurotranszmissziéra kifejtett hatasa
vonatkozasaban is. Ez utébbi kozlemény targyalja Di Giannuario és mtsai [Di
Giannuario A., Pieretti S., Catalani A., Loizzo A. Orphanin FQ reduces morphine-
induced dopamine release in the nucleus accumbens: a microdialysis study in rats.
Neurosci Lett, 1999,272:183-186] azon kisérleteit is, melyben a nociceptin gatlo
hatasat elemezték a morfin-kivaltotta dopamin, DOPAC és HVA felszabadulasra, ezért
alkalmaztam a ,biogén aminok anyagcseréje” kifejezést. Opponensem szerint ez a
megfogalmazas pontatlan volt, amit elfogadok. A bibliografiai adatok idézésének formai
hibaira val6 utalast sajnos nem tudom értelmezni.

A hormonalis imprinting vizsgalatainkban a liquor és agyteruletek szdveti noradrenalin,
dopamin és szerotonin, ill. ezen biogén aminok f6 metabolitjiainak (HVA, ill. SHIAA)
szoveti koncentraciojat is meértuk ami mind a nociceptin mind a nocistatin esetében uj

4/7


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11880925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11880925

adatnak min6sul. Az Ujszulott patkanyoknal p-endorfinnal vegzett imprinting
vizsgalatainkban négy agytertlet (hypothalamus, hippocampus,frontalis kéreg és
agytorzs) esetén a szerotonin turnover fokozodasat allapitottuk meg, mely a csokkent
szerotonin-szintek és emelkedett SHIAA szintek tukrében a szerotonin anyagcsere
valtozasara utal.

A kritizalt 12. és 13. tablazatban a noradrenalin, a dopamin, a HVA, a szerotonin és az
5HIAA koncentracidk valtozasat a liquor, a hypothalamus,az agytorzs, a hippocampus, a
striatum és a frontalis kortex szdveti szintjgre mind him mind ndéstény allatokban
tuntettem fel a 11. tablazatban megadott kontroll értékekhez viszonyitott statisztikai
elemzés alapjan. A valtozasok és ezek iranyanak jobb attekinthet6sége érdekében
valasztottam a nyilakkal torténé abrazolast a p < 0,05 szinten szignifikans valtozasok
esetén, mig a p < 0,05 szinth eltérést nem mutaté adatok esetén az ,ns” jelOlést
alkalmaztam.

8.),A 6.2. fejezetben Jelblt az ujsziiléttkori béta-endorfin imprinting hatasat is targyalja a
nocistatin szintre. A diszkusszioban Jelblt szerint eredményeik a dopamin ill. szerotonin
szintek cs6kkenéseére vonatkozéan 6sszhangban vannak azon irodalmi adatokkal,
amelyek a nociceptin ezen biogén aminok felszabadulasara kifejtett hatasat mutattak ki.
Talan nem sziikséges részletezni, hogy a nociceptin biogén aminok anyagcseréjéere es
felszabadulasara kifejtett hatasai nem feltétlendiil allnak egymassal ok okozati
Osszefliggésben.”

Egyetértek opponensem azon megallapitasaval miszerint a nociceptinnek a biogén
aminok anyagcseréjére kifejtett hatasa nem magyarazhaté a pB-endorfinnal végzett
Ujszulottkori hormonalis imprintingnek a nocistatin plazma és liquor-szintjét emelé
hatasaval. A kritizalt 6.2 fejezetben (93. oldal) a kévetkez6 all ,A B-endorfinnal végzett
imprinting kivaltotta szerotonin-szint csokkenés és 5HIAA szint emelkedés (S5HT
turnover fokozodas) vizsgalataink alapjan nem eldonthetéen vagy a megemelkedett
nocistatin-szintnek vagy a nocistatin hatdsahoz hozzaaddéddéan a p-endorfin kozvetlen
hatasanak is betudhat6.”

9.) ,Az értekezés erésen szerteagazo tematikajabdl is feltiinben ,kilog” a biszpiridinum

e

ismertetése. Ezeknek a vizsgalatoknak nehéz meghatarozni az értekezés egyébként is
rendkiviil szerteagazo tematikajahoz val6 logikai kapcsolodasat.”

Elfogadom opponensem kritikai megjegyzését hozzatéve, hogy ezek az adatok is Uj
eredmények és azt mutatjak, hogy a HPLC-vel végzett biogénamin-méréseink
optimalizalt modszerrel torténtek.

10.)” Meggy6z6désem szerint egy akadémiai doktori, de lényegében minden
tudomanyos igényl traktatus sine qua non-ja, hogy jol kérvonalazott feltételezésekbdl
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induljon ki, amelyek a rendelkezésre allo ismeretanyagon és el6zetes kisérleti
eredményeken alapulnak.,

Egyetértek opponensem véleményével, miszerint minden Uj kisérletes munkat a
rendelkezésre all6 ismeretanyagon és el6zetes kisérleti eredményeken kiindulva kell
végezni. Mint ahogy a ,Célkitlzések’-ben szerepel munkank kezdetén nem alltak
rendelkezésre irodalmi adatok a nociceptin klinikai jelent6ségére vonatkozoan. A
publikacidk kisérleti allatokban a nociceptin és a NOP receptor szdveti kifejez6désére,
ill. az exogén nociceptin-kivaltotta hatasoknak, dontéen in vitro rendszerekben torténé
vizsgalatara korlatozédtak annak lényegi ismerete nélkul, hogy a nociceptin endogén
szintje milyen korfolyamatokban, human betegségekben birhat jelentéséggel. Ugy
gondoljuk, hogy az endogén nociceptin-szint valtozasok, a nociceptin és nocistatin
szabalyozd szerepének megismerése egyrészt Uj gyogyszer-célpontok meghatarozasat
segitheti el6, masrészt a jelenleg tdbb mint 600 szabadalmaztatott szintetikus NOP
receptor ligand kozul kifejlesztésre kerulé potencidlis gyogyszerek varhaté
mellékhatasainak feltérképezhetéségéhez jarulhat hozza.

11.) , Tekintettel arra, hogy tarszerzdi nyilatkozatokat nem talaltam a hozzam eljuttatott
anyagban, nehéz allast foglalni a tekintetben, hogy az értekezésben ismertetett
eredmények mennyiben tekinthetbk a Jelblt sajat szellemi teljesitméenyének.”

A tarsszerzdi nyilatkozatok hianya arra vezethetd vissza, hogy azok jelenleg nem
szerepelnek az akadémiai doktori értekezéshez csatolandék listajan. Eleget téve
opponensem kivansaganak, ezeket a nyilatkozatokat beszereztem, és mellékelem.

Opponensem arra vonatkozé kérdésére, hogy az értekezésben szereplé eredmények
mennyiben tekintheték sajat szellemi teljesitményemnek szeretném megemliteni, hogy a
nociceptinerg rendszer szerepének vizsgalata soran a klinikus partnereket és egyetemi
kutatohelyen dolgozé kollégakat én vontam be a témaba, a vezetésemmel mikodd
nociceptin-munkacsoport kutatasi eredményeibdl eddig harom PhD disszertansom
védte meg értekezését, tovabbi megvédett 4 PhD disszertacio és egy MTA doktori
disszertacié részét képezték a laboratériumunkban szuletett eredmények, 26 eredeti
kozlemény jelent meg, ezek 0sszesitett impakt-faktora kdzel 50 és a fuggetlen idézések
szama az értekezeés benyujtasakor is meghaladta a 130-at.

12.) Opponensemnek a 21. és 22. abra tulsagosan kicsiny betiiméretére, a 23. abra
mindségére, a 26.- 32. abrak angol feliratozasara - vonatkozo6 észrevételét elfogadom.

Szeretném megjegyezni, hogy disszertaciom megfelel részei valéban korlatozdédnak a
,Célkitlzések’-ben megfogalmazott betegcsoportokon és allatkisérletekben mért
eredményeim ismertetésére és igyekeztem a bel6luk levonhatd kovetkeztetések
mertéktartd diszkusszidjara. Nem értek egyet opponensem ,motto”-javal, miszerint ,egy
rossz elmélet jobb, mint semmi”, hiszen vizsgalatainkban olyan () 6sszefliggéseket
tartunk fel, melyek a nociceptin-rendszer szerepének tovabbi megértése és a NOP
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receptor mint terapias célpont tekintetében nem hagyhaték figyelmen kival. Se a kutaté
munkam soran se egyetemi oktatoként se a maganéletben nem szandékoztam soha
senkit félrevezetni egy rossz/valétlan megallapitassal vagy elmélettel.

Végezetul megkoszonve opponensem alapos és részletes biralatat, tisztelettel kérem
valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2014. aprilis 16.

MM‘&

(dr. Tekes Kornélia)
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