Opponensi biralat
Toth Attila: “A kapszaicin receptor (TRPV1) farmakologiaja és
keringésélettani szerepe”

MTA doktori értekezésérol

Megtiszteltetés szamomra, hogy birdloja lehetek Toth Attila MTA doktori értekezésének.
Erdeklédéssel vettem kezembe a Debreceni Egyetem kivalo kutatéjanak munkajat, aki
folytatvan a szegedi €és pécsi hagyomanyokat, kapszaicin-kutatasra adta a fejét. Az ember
mindig Oriil, ha olyan értekezést biralhat, amelynek témajaban 6nmaga is dolgozik. Jomagam
is harom évtizede foglalkozom azokkal a neurofarmakologiai, immunfarmakologiai
mechanizmusokkal, amelyek kutatasahoz a paprika csipds anyaga szolgalt farmakologiai
eszkozkent.

A disszertacid témaja a kapszaicin receptor, mely szerkezete (TRP) és a hozza kapcsolodd
ligandok kémiai struktardja (vanilloid) alapjan jelenleg a tranziens receptor potencial

vanilloid 1 (TRPV1) nevet kapta.

Formai szempontok:

A disszertacio szerkezete:

130 oldal, ebbdl 30 oldal bevezetés, 5 oldal médszertan, 62 oldal az eredmények ismertetése,
33 oldal az 1) eredmények Osszefoglalasa, diszkusszid, az eredmények potencidlis
hasznositasa fejezet.

A dolgozatban 98 abra talalhato, korrekt, részletes aldirasokkal, ami nagyban megkonnyiti a
biralé6 munkajat.

Az értekezést megalapozo eredeti kozlemények szama: 25, kumulativ impakt faktoruk 91,
Ebbdl a jelolt 4 kozleményben elsd, 3 kdzleményben utolsod szerzd. Tovabbi egy dsszefoglalo
kozleményben elsd szerzd.

A formai bontast, az egyes fejezetek terjedelmét megteleldnek talalom. Szinte minden oldalon
van abra, az abrak jol illeszkednek a szovegbe, segitik a megértést. Néhany abra azonban
nehezen, vagy nem olvashatd, nagyon kicsik a feliratok. A dolgozat nagy része az
eredmények ismertetése. A megbeszélés fejezet ugyan rovid, de jol kiemeli és az irodalmi
adatokkal Gsszehasonlitva vilagossa teszi az olvasd szamara, mik is a szerz6 origindlis, U]

eredményei a szakteriileten.



Kérdések, megjegyzések az egyes fejezetekhez:

Bevezetés:

15. 0.

Egy megjegyzés a kapszaicin-érzékeny neuronok hdrmas funkcidjaval kapcsolatban: A
kapszaicin-érzékeny neuronok szerepe nocicepcioban és a neurogén gyulladdsban tankonyvi
szinten ismert, mint ahogy ezt az 4. abra is mutatja. A harmadik funkci6 leirdsa, vagyis, hogy
gyulladdsgatlo anyagok is felszabadulnak az aktivalt szenzoros idegvégzddeésbdl ¢és a
keringésbe jutva szisztémds hatast fejtenek ki a PTE Farmakologiai Intézet
kutatocsoportjanak a nevéhez flizOdik. 1988-ban kozolték eldszor, hogy atmetszett
lumboszakralis hatsé gyokerek antidromos elektromos ingerlésével gyulladasgatlé mediatorok
keriilnek a keringésbe (Pintér és Szolcsanyi, Agents and Actions 1988.), majd azt is
bizonyitottak, hogy a gyulladasgatld mediatorok a kapszaicin-érzékeny idegvégzédésekbdl
szabadulnak fel (Pintér és Szolcsanyi, Neurosci. Lett. 1996). A szomatosztatin lehetséges
szerepét irtak le 1998-ban, amely alapja lehetett egy 0 gyogyszerfejlesztési irdnynak, a

szomatosztatin receptoron hato fajdalomcsillapitd, gyulladascsokkentd szerek kutatasanak.

20. o.
A szerz6 emliti a resolvinokat, mint a TRPV1 receptor endogén antagonistait. Kérdésem: mit
tud ezekrol az anyagokrol a legujabb irodalmi adatok szerint? Milyen gyogyszerfejlesztési

konzekvencidi lehetnek ezeknek a kutatasoknak?

30-31. o.

A 14, 15-0s abra nehezen olvashato, nagyon kicsik a feliratok.

33. 0.

A vaszkularis TRPVI vizsgalathoz patkany musculus gracilishol szarmazo arteriola
szakaszt metszettek ki, Miért valasztottik ezt a kisérleti objektumot? A modszerek fejezetben
csak a patkanyér izolalast irja le, az eredmények fejezetben viszont vannak kutya korondria
illetve, egér adatok. Egerekbol hogyan nyerték az ereket? Milyen technika nehézség adodik

eger erek izoldldsa esetén?

35.0.

A ,,6 well plét” helyett szerencsésebbnek tartanam a ,,6 lyuku lemez” kifejezést.



37.0.

A PHJ-RTX — TRPV1 kotédési kisérleteket patkdny gerincveldi prepardtumon végezték. A
kimetszett gerincvelot homogenizaltak. Miért ezt a prepardtumot haszndltaik? A TRPV1
receptorok nagy szamban helyezkednek el a hdtsogyoki ganglionokban. A gerincveld

kimetszése esetén a DRG-k is benne voltak a preparatumban?

Eredmények:
56.0.

A 34. dbran olyan kicsik a betiik, hogy egyaltalan nem olvashato.

77.0.

A szerzo leirja, hogy a nyul TRPV receptor kapszaicinre érzéketlen, amiatt, hogy az 505-550
kozotti aminosavaknak eltér a sorrendje. Kisérleteiket transzfektdlt sejtvonalakon végezték.
Egy 2012-ben megjelent kiozlemény (Mol. Biol. Rep.39: 7583-7589) cafolja, ezeket az
eredményeket, vagyis kimutattak, hogy nyul TRPVI receptor aktivalhato kapszaicinnel.

Hogyan magyardzza a szerzd ezeket az eltéréseket?

84. o.

A szerzo kiemeli, hogy a CHO-TRPV sejtekben kimutathatok intracellularis TRPV1
receptorok, melyeknek szerepe van az intracellularis Ca raktdarak szabdlyozdsaban. Ilyen
receptorok a neuronokban nincsenek. Mit tud a szerz6 egyéb, nem neurdlis sejtekben levi

intracellularis TRPV1 receptorokrol? Mi lehet ezek funkciondlis jelentosége?

A 62. dbra alig olvashato.

Megbeszélés:

A kapszaicint a tankdnyvek definicidja szerint, mint a szenzoros neuronokon szelektiven hato
neurotoxint ismerjiilk. Jancsé Miklos, majd Szolcsanyi Janos kutatasibol kiindulva valt a
szenzoros farmakologia fontos eszkozévé. A kapszaicinnel, vagy reziniferatoxinnal vald
szisztémas el0kezelés, alkalmas modszer a neurdlis TRPV1 receptorok deszenzibilizalasara.
Csak a 2000-es ¢évek elején irtdk le, hogy TRPV1 receptorok kimutathatok a nem neuralis
sejteken, pl. keratinocitdkon, fibroblasztokon, immunsejteken, simaizom sejteken, ami miatt
felmeriilt a kérdés: nevezhetd-e a kapszaicin tovabbra is szelektiv neurotoxinnak. Az elsd

eredmények immunhisztokémiai modszerekkel sziilettek, ezért sokan szkeptikusak voltak



létezésiikben. A receptor mRNS-ének kimutatasa a periférias szovetekben bizonyitotta a nem
neuralis expressziot. Toth Attila még nem publikalt, vaszkularis TRPV1 receptorokra
eredményeivel egyetértésben Kun és munkatarsai 2012-ben leirtdk (Kun et al. J. Mol..
Neurosci), hogy a szisztémas RTX elokezelés, illetve a 1ab denervalasa nem befolyasolja a
nem-neuralis TRPV1 receptor mRNS szintet a talpi és labhati borben patkdnyban. Igaz maradt
tehat az az axidma, hogy a kapszaicin szelektiv neurotoxin. Az in vivo alkalmazott ddzisok
szelektiven deszenzibilizaljak a neuralis receptorokat, nem hatnak a nem neuralis populaciora.
A nem neurdlis TRPV1 receptorok szerepének kutatasa jelenleg is ,.hot topic” a kutatasi
teriileten. Toth Attila munkacsoportjanak nemzetkozi szinten elismert érdemei vannak a
vaszkularis TRPV1 receptorok funkcidjanak, fiziologiai szerepének felderitésében.
Valoban, a receptoron hatd, reményeink szerint fajdalomcsillapitdé hatdssal rendelkezd
gyogyszerjelolt molekulak fejlesztésének tjabb problémaja lehet, hogy szdmolni kell a nem-
neuralis TRPV1-en létrejovd farmakologiai hatdsokkal is.

Hogyan illeszthetok bele a Kun és munkatarsai daltal kozolt adatok a dolgozat 128. oldalan
emlitett, vaszkularis receptorokra vonatkozo, még nem publikdlt eredményekbe? Esetleg a

disszertdcio beaddsa ota kozolték-e ezeket az adatokat?

Mit tud a jelolt az daltala vizsgalt TRPV1 ligandok kutatdsanak késobbi fazisairol? Az altala
vizsgalt vegyiiletek koziil keriilt-e valamelyik preklinikai, esetleg klinikai fazisba? Mik
voltak a gyogyszerjeloltek elbukdsanak leggyakoribb okai?

A vaszkularis TRPV1 receptoron hato szelektiv ligandok kutatdsa egyelore futurisztikusnak

tiinik a gyogyszerfejlesztésben. Tud-e a jelolt erre iranyulo erdfeszitésekrol?

Osszefoglalas:
A szerz6 publikacidi €s a rendelkezésemre bocsatott akadémiai doktori disszertacid alapjan
Toth Attila munkassaganak Gj eredményeit a kovetkezékben foglalom ossze:

1. A TRPVl-en haté agonista €s antagonista ligandok molekularis farmakologiai
fejlesztése soran pikomolalaris nagysagrendben hato vegyiileteket irtak le. Kimutattak,
hogy a vanilloidokban taldlhato fenolos hidroxil csoport helyettesitése
metanszulfonamid csoporttal metabolikusan stabilabb antagonista vegyiileteket hoz
létre. Az ultrapotens TRPV1 analog a reziniferatoxin szerkezetének egyszeriisitésével

molekula templatokat is fejlesztettek. Toth Attila a TRPV 1 receptor ligandok



kutatasara iranyulé munkéjat az Egyesiilt Allamokban, az NIH-ben, Peter Blumberg
laboratoriumdban végezte, egy nagy munkacsoport tagjaként. Ez a munka nagy
kitartast és szorgalmat igényel, és a sokszerzds cikkek magas kumulativ impakt faktort
eredményeznek, azonban a kutatoi kreativitas kiélésére nem igazdn van mod.

2. Téoth Attila 2003-ban tért vissza Magyarorszagra, ahol sajat laboratorium épitésébe
kezdett, melynek eredményeit a disszertaci6 masodik fele tartalmazza. A jelolt
magyarorszagi munkassaganak ,.termése” a vaszkularis TRPV1 receptorok kimutatasa
a vaszkularis simaizom sejteken, funkciondlis jelentdségiik, fiziologiai szerepiik
tisztazasa. Toth Attila munkacsoportja kimutatta, hogy a TRPV1 receptor az arterialis
simaizomsejtben expresszalodik ¢€s aktivacidja vazokonstrikcidhoz vezet. Ezt a tényt
TRPV1 knock-out egerek ¢€s izolalt sejtek vizsgélataval is megerdsitették. Kimutattak,
hogy az arteridlis simaizomban expresszalddo TRPV1 receptorok farmakologiai
tulajdonsagai eltérnek az érzé neuronokban expresszalt receptoroktol. Feltehetdleg a
TRPV1 szovetspecifikusan vesz részt a vérkeringés szabdlyozasdban. A bdrben a
neuralis TRPV1 elsdsorban dilatativ hatasokat kozvetit, mivel ott szamos kapszaicin-
érzékeny idegvégzddés van az erek koriil. A neurdlis TRPV1 receptorok izgatasa
révén vazoaktiv neuropeptidek, elsésorban P-anyag ¢s CGRP szabadul fel, melyek
értagitd hatdssal birnak. A vazizom ereinek simaizom sejtjein nem neuralis TRPV1

receptorok vannak, melyek aktivalodasa kdzvetlen vazokonstrikciot eredményez.

Vélemény:

Toth Attila tudomanyos munkassagat, kozolt publikacidi, a rendelkezésemre bocsatott
doktori mii és annak osszefoglaloja alapjan javaslom a nyilvanos vita Kitiizését és a mii
elfogadasat. Megallapitom, hogy a mii hiteles adatokat tartalmaz, a jelolt Ph.D.

fokozatanak megszerzése ota jelentos eredményekkel gyarapitotta a tudomanyszakot.
Pécs, 2014. marcius 3.
Dr. Pintér Erika

egyetemi tanar

az MTA doktora



