Opponensi vélemeény

dr. Pethé Gabor ,A termonocicepcio vizsgalata hagyomanyos in vitro és
uj, a nociceptiv hb6kiisz6b mérésén alapulod in vivo modszerekkel” cimi
MTA doktori értekezésérdl

Az értekezés 184 oldal terjedelm(, gondosan megszerkesztett, jOl attekinthetd
formaban 0Osszegzi az elvégzett kisérletes munka, ezek eredményeinek és az
eredményekbdl levonhatd kovetkeztetések leirasat. A munka tovabbi részét képezi a
roviditések jegyzékén, az értekezés alapjat képez6 sajat kozlemeények jegyzékén tul
az irodalomjegyzék, igy az értekezés lényegében 204 oldal terjedelmi. Az irodalmi
hivatkozasok szama szokatlanul magas, tobb, mint 500, ami a kisérletes munka
nemzetkozi beagyazottsaga, a téma sokoldalusaga, az alkalmazott moddszerek
sokszinlsége miatt teljesen indokolt és a jeldlt szakmai felkészultségének egyik jo
mutatdja. Az értekezés mind tartalmi mind formai szempontbdl megfelel az
orvosbioldgiai tudomanyos doktori értekezések kdvetelményeinek.

Az értekezeés alapjaul 16 kdzleményt jeldl meg a szerz6, melyek mindegyike az adott
szakterllet vezet6 folyoirataiban jelent meg a 2000 — 2017 évek soran. A
kézleményekbe foglalt munkak iranti nemzetkdzi érdeklédést igazolja vissza az
idézettségi mutaté magas értéke, mely nemcsak az idézések szamaban, de az
idézések helyét tekintve is elismerésre mélto.

A dolgozat nyelvezete rendkivul tdmor, ami az olvasmanyossagon némiképp ront, de
jol felépitett a dolgozat minden fejezete és a visszautalasok pontossaga jol
attekinthetévé tesz minden fejezetet. A dolgozat a neves folyoiratokban megjelent 83
abran (melyek angol nyelviek) és 10 jél szerkesztett, informativ tablazatban (melyek
részben magyar nyelviek) szemlélteti a kisérletes eredményeket.

A 30 oldal terjedelmi ,Bevezetés” fejezet hatalmas szintetikus munka terméke, hiszen
a fajdalommal kapcsolatos alapfogalmak tisztazasatol a termonocicepcié klasszikus
vizsgalomoddszereinek teljes skalajan at, a nociceptiv hékliszob mérésének korabban
is alkalmazott eljarasait is targyalja. A tovabbiakban a legujabb eredmények
O0sszegzésével részleteiben ismerteti meg az olvasoét a termalis ingerekkel aktivalhato
ioncsatornak ma ismert teljes skaldjaval. A pécsi farmakoldgiai iskola jeles
képvisel6jeként és az értekezés témajat kovetve értelemszerlen a TRPV1-
ioncsatorna és a TRPV1-receptor szerepével, a receptor agonistainak és
antagonistainak értékelésével valamint a TRPV1-receptor kozvetitésével létrejovo
szenzoros deszenzibilizacié folyamatanak ismertetésével részleteiben foglalkozik. A
peptiderg polimodalis nociceptorok harmas funkciojarol, az un. ,szenzokrin” funkciordl
valamint a hdével szemben szenzibilizalé gyulladasos mediatorokrdl (bradikinin és
prosztaglandinok) szolé 6sszefoglaloval rairanyitja a figyelmet a jelatviteli folyamatok
kozul a PKA és a PKC tengelyek szerepére a TRPV1- csatorna kozvetitette
folyamatokban.
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Az El6zmények, altalanos célkitiizések, az értekezés logikai strukturaja” fejezetben
megfogalmazza a jeldlt az értekezésben dsszefoglalt munka végsd céljat ,uj tipusu
periférias tamadaspontu és ezaltal kevesebb mellékhatassal biré analgetikumok
kifejlesztését”.

Az értekezés kisérletes részét a jelolt harom nagy fejezetbe rendezte, melyek
megkozelitbleg azonos 40-50 oldal terjedelmliek és o6nmagukban is rendkivil
Osszetettek; mindegyikik 6 — 9 alfejezetben mutatja be a kisérletes eredményeket. Az
egyes alfejezetek kulon-kulon ,Célkitlizések”, "Moddszerek”, ,Eredmények és
megbeszélés”, egyes alfejezetek pedig még ,Fontosabb kdvetkeztetések” alcimeket is
tartalmaznak. Az egy-egy kisérletsorozatban alkalmazott statisztikai elemzés a mérési
eredmények ismertetése soran, ill. az abrakon keril megadasra. Ez a felépités
némileg kilénbdzik az értekezések hagyomanyos felépitésétdl, de a bemutatott
hatalmas mennyiségl és igen gazdag modszertani bazissal kivitelezett kisérletek
véleményem szerint indokoljak az egyedi szerkezetet.

Az ,,In vitro vizsgalatok a nociceptorok forré ingerre adott valaszaval és annak
szenzibilizacidjaval kapcsolatban’ ciml nagy fejezet magaba foglalja az egyrost-
elvezetéssel C polimodalis nociceptorokrdl patkany labhati n. saphenus preparatumon
végzett kisérleteket, melyekben az egyszeri, ill. ismételt bradikinin-adas hatasat a
hévalaszra, az S(+)- és az S(-)-flurbiprofénnal torténé gatolhatésagot,a nociceptorok
termalis szenzibilizacioja és aktivacioja kozti kapcsolatot elemezték. A masik in vitro
modell a patkany (késébb a TRPV1 génhianyos egerek) izolalt labhati bérébdl forrd
ingerekkel kivalthatd ICGRP felszabadulas meghatarozasa, melyet enzim-
immunoesszével végeztek. Az értekezés egészének képi dokumentalasa igen jo, igy
szivesen lattam volna ezeknek a kisérleti elrendezéseknek a képi bemutatasat is.

Jelentés Uj eredménynek tartom, hogy a bradikinin hatasait elemezve sikerult
bizonyitani azt a hipotézisuket, miszerint a bradikinin elsédleges hatasa a hével
szembeni szenzibilizacio, mely révén a nociceptorok aktivaciés hdkiszobe az aktualis
hémérséklet alda csokken. Az ICGRP-felszabadulast mérd kisérletekkel sikerult
érzékenyen elkuloniteni a forrd ingerek transzdukciojaban a TRPV1-nek a nociceptiv
primer afferens neuronok sejttestén megvalosuld kulcsfontossagu szerepét a
periférias végzédésekben minimalis szerepet jatszd hatasuktol.

A ,,Magatartasi nociceptiv hOkiisz6b mérésére alkalmas miiszerek és
hékiisz6bcsokkenésen alapulé termalis allodynia-modellek kifejlesztése és
validasala” fejezet a h6kuszob mérésére alkalmas készulékek kifejlesztésérdl és a
mérémaodszer validalasardl szol. A hazai fejlesztésl szamitdogép-vezérelt emelkedd
hémérsékletl forrd lap készllék segitségével hataroztak meg a hékiszdb mérési
eredményeinek reprodukalhatéosagat, végezték el a referencia-analgetikumok
hatasanak elemzését, ill. a resiniferatoxin (RTX), mint TRPV1 agonista akut és
hosszutavu hatasanak vizsgalatat. A kidolgozott kezelési modszerrel els6ként sikerult
kimutatni TRPV1-agonista nociceptiv h6kuszobot csdkkentd hatasat éber allaton.

Az emelkedd hémérsékletli vizfurdd-készilék és az enyhe hétraumaval kivaltott
hékluszobcsdkkenésen alapuld termalis allodynia-modell validalasa soran a hétrauma
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hékuszobcsokkentd hatasat éber allatban elsé alkalommal sikerult dokumentalni. A
referencia fajdalomcsillapitok (morfin, diclofenac, ibuprofen, paracetamol) dézis-hatas
gorbéinek felvételénél a kisérleti elrendezést ugy alakitottak, hogy az hétrauma utan,
de az analgetikum adasa el6tt is tortént hékuszobmeéreés. Ennek az a jelentdsége, hogy
az allodynia kialakulasat ellenérizni/megerésiteni lehetett és csak azok az allatok
kaptak analgetikum-kezelést, melyekben az allodynia kialakult. ( Ez az elrendezés a
klinikai gyakorlatot legjobban utanzé helyzet). A termalis allodynia-modell validalasat
a referencia-fajdalomcsillapitékkal a sebészi bemetszéssel kivaltott
h6kuszobcsOkkenési teszten is elvégezték. Az a tény, hogy mindharom
hoklszobcsokkenésen alapuld tesztben (allodynia-teszten) a referencia-vegyuletek
hasonlé értékeket adtak mint az RTX-szel végzett korabbi kisérletekben, a kifejlesztett
modszerek validitasat igazoljak.

A TRPVl1-receptor antagonistak (SB705498, BCTC, AMG9810) &sszehasonlitd
vizsgalata a validalt héallodynia modelleken igazolta, hogy a ho&kuszobmérési
paradigma a valdszinUsithetéen periférias nociceptorokon haté TRPV1-receptor —
antagonistak termalis szenzibilizacio-gatld  hatasanak kimutatasara sokkal
érzékenyebb maddszer, mint a latencia-mérés és alkalmas potencialis periférias
analgetikumok preklinikai hatasvizsgalatara.

Igen értékes fejezete a dolgozatnak a hdokuszobcsokkenésen alapuld termalis
allodynia-modellek kritikai 6sszehasonlitasa. Az alkalmazott eljarasokkal mind az akut,
a szubakut és a kronikus paradigmakban is pontosan és jol reprodukalhaté moédon
meérhetd a hékuszobcsokkenés, ill. analizalhatdk a potencialis fajdalomcsillapitok.

Kllon alfejezetben 6sszegzi a jeldlt az egérbefogd hengerrel kombinalt emelkedd
hémérsékletl vizfirdd készulék alkalmassaganak elemzését, mellyel az egér farkan,
pontosabban a farokelrantasi hémérséklet meghatarozasaval mérhet6 a hékiszob. A
modszer alkalmassagat és érzékenységét nemcsak a referencia fajdalomcsillapitok
egyedi hatasanak meghatarozasaval, de ezek és pszichoaktiv szerek (pl. droperidol)
kombinacidinak vizsgalataval is kiegészitették. Erdekes és Gj megfigyelés, hogy a
kUszobalatti d6zisu morfin diazepammal kombinacidban additiv antinociceptiv hatasu,
mig a morfin- droperidol kdlcsénhatas szupraadditiv.

A TRPV1 és a TRPA1-ioncsatornak egérben betoltott szerepének vizsgalatabdl kulon
kiemelendbnek tartom a vad tipusu, ill. a TRPV1- vagy TRPAl-génhianyos egerek
farokra lokalizalt nociceptiv hidegingerre adott farokelrantasi reakcidjanak elemzését,
mely els6ként adott kisérletes bizonyitékot a TRPA1-csatorna szerepére a hideg
érzékelésében.

A TRPV1- receptor agonistak vizsgalatanal mar emlitett deszenzibilizacio érzékeny
elemzése valosithatd meg a nociceptiv hé-, és hidegkliszob mérésével.

Az értekezés szamomra talan legizgalmasabb fejezete ,, A nociceptiv hékiisz6b
mérésének alkalmazasa a TRPV1-receptor funkciojanak és a termonocicepcio
mechanizmusanak vizsgalataban” ciml. Egyrészt azért, mert olyan Uj molekularis
biolégiai mddszerek bevetésére is sor kerll, mint a patkany TRPV1-receptorral
transzfektalt HT5-1 sejtek “°Ca?* -felvételének vizsgélata és az intracellularis Ca?*-
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szignalok mérése fura-2-mikrofluorimetriaval HT5-1 sejtvonal sejtjeiben és patkany
tenyésztett trigeminalis neuronjaiban. Ebben a fejezetben tovabbi Uj modszerek
alkalmazasa is bemutatasra kerll, nevezetesen a nociceptiv hidegkiszob
meghatarozasa, a n.ischiadicus részleges lekotésével kivaltott neuropatias
mechanikai allodynia vizsgalat, ill. a mechanonociceptiv kiszob meghatarozasa egeér
hatsé talpi részén. Ki szeretném emelni a Bi- és a Bo-
bradikinin-receptorok antagonistaival, a Bi-antagonista [dez-Arg'°]- HOE140-nel és a
B2-antagonista HOE-140(icatibant)-nel kimért receptor-altipus- szelektiv idébeli hatas-
eltolédasban megnyilvanulé hatast azaz, hogy hétrauma utan csak hosszu idd, 18 6ra
mulva meérhetd Bi-receptor indukcios hatas.

A zsirsavamidok, az N-oleoildopamin (OLDA), a 3-metil-N-oleoildopamin (3-MOLDA),
a 4-metil-N-oleoildopamin (4-MOLDA) és az N-oleoiletanolamid (OEA) hatasat az
intracellularis Ca?*-koncentraciora kifejtett hatasat a kapszaicinnel 6sszevetve sikerdlt
megallapitani, hogy az OLDA és a 3- MOLDA TRPV1-receptor-agonistaként
viselkedik, mig a 4-MOLDA és az OEA a kulonféle vizsgalati modellekben egyarant
TRPV1-antagonista tulajdonsagu.

A proteinkinaz A és a proteinkinaz C szerepét a TRPV1-receptor érzékenységének
meghatarozasaban a kapszaicinnal kivaltott Ca?*-szignal jellegzetességeinek
TRPV1-receptortdl fliggetlen hatasait az intraneuronalis Ca?*-szintre a magas K*-mal
kivaltott membran-depolarizacios teszten ellenérizték. A rendkivuli alapossaggal
végigvitt elemzésben, az in vitro és az in vivo modellek adatainak 6sszecsengd
eredménye alapjan megallapithattak, hogy a TRPV1-receptor agonistak iranti
érzékenysége PKA-befolyas alatt all, de a PKC ebben nem vesz részt.

Egy igen elegans uj mddszer (decentralizalt nociceptorok kémiai izgatasaval kivaltott

tavoli termalis antiallodynias teszt) kidolgozasaval igazoltak a tavoli antiallodynias
hatas létrejottében kulcsszerepet jatszé és igazoltan perifériasan felszabaduld
szomatosztatin és az endogén opioidok szerepét, az un. ,szenzokrin” funkciojukat.
Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a peptiderg nociceptorok direkt antiallodynias
komponenst is tartalmaznak a gyulladasos mechanizmuson tul.

A fajdalomérzés finoman Osszehangolt sokszalu folyamataban a termalis
szenzibilizacié elemi folyamatainak megkullonboztetésére tovabbi uj, eddig nem kozolt
kisérletes munka is folyik, nevezetesen a termalis szenziblizacié két paraméterének,
az aktivacios kilszob és a kuszobfeletti hdingerre adott valasz latenciaidejének
elklldnitése a carragenin hosszutavu hatasanak elemzésével.

Osszefoglalva ennek a rendkiviil sokréti, elemz& kisérletes munkat bemutato
dolgozatnak az erdsségeit és gyengeségeit, az mondhatd, hogy a fajdalom-kutatas
egy Uj, nemzetkozileg is elismert iranyvonalat nyitotta meg, uj validalt médszereket
(h6kuszébmeérés, termalis allodynia-modell), eszkdzdket (emelkedd hémérésékleti
forrélap,emelkedd hémérseékletl vizflrdd-készilék patkanyhoz,emelkedé
hémérsékletl vizfirdd egérbefogd hengerrel) feljesztett, melyek felhasznalasaval a
TRPV1-receptor valaszkészségének meghatarozasara, a molekularis folyamatok
feltarasara egyarant lehet6ség nyilt. Maradéktalanul sikerilt tébb terlleten is a
célkitizések kozott megfogalmazott célt elérni, meghatarozni azokat az Uj
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mechanizmusokat, melyek Uj hatasmodu, perifériasan haté fajdalomcsillapitdk
fejlesztését teszik lehetéveé.

Van azonban néhany olyan kérdés, amelyre nem talaltam megfelel6 valaszt a dolgozat
tanulmanyozasa soran.

1.) A 83. oldalon megadasra kerul, hogy a hétrauma utan 10 és 20 perccel
végeztek hdkliszobmérést a termalis allodynia verifikalasa céljabol és a 3°C-nél
kisebb kiuszobcsokkenést mutatd allatokat kizartak a tovabbi vizsgalatokbdl.
Nem talaltam adatot viszont ezen allatok szamara, ill. hanyadara vonatkozoan.

2.) Az emelked6 hémeérsekletl forré lap készulék validalasanal mind a 140-200 g
kozotti Wistar patkanyok, mind a 28-42 g kozott C57BL6 vad és a TRPV1-
génhianyos egerek is néstény allatok voltak, mig a iICGRP-meghatarozasok 40
— 100 g him Wistar patkanyokbdl térténtek. Altalanos jellegii kérdésem, hogy
van-e a nemek kozotti fajdalom-kiszdb eltérésére vonatkozé vizsgalat? Van-e
a fajdalomkiszdb értékének életkor-6sszefliggése?

3.) A 112.-114. oldalon részletezett kombinacios kezeléseknek a hékluszobre
kifejtett hatasat mennyiben latja a klinikai gyakorlatban is kihasznalhato
kombinacionak?

4.) Hogyan latja a perifériasan hato fajdalomcsillapiték kutatasanak jelenlegi
helyzetét?

A fentiekb6l szamomra egyértelmien bizonyitott, hogy Pethé Gabor alkalmas
nemzetkozileg magas szinvonalu originalis kutatdmunka végzésére, iranyitasara,
vezetésére, hazai és nemzetkozi munkacsoportok tevékenységének
koordinalasara. Megallapithatdé, hogy az értekezés hiteles és eredeti adatokat
tartalmaz, fontos és értékes tudomanyos munka. Miel6bbi nyilvanos vitara
bocsatasat és sikeres védés esetén az MTA doktora cim odaitélését javasiom.

Budapest, 2018. junius 30.

AU bl i,

(dr. Tekes Kornélia)
egyetemi tanar, az MTA doktora

Semmelweis Egyetem Gydgyszerhatastani Intézet
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