Valasz Prof. Dr. Olah Laszlé opponensi véleményére

Halasan készéndm Dr. Olah Laszlé Professzor Urnak, hogy alaposan attanulmanyozta az értekezésemet
és ez alapjan elkészitette részletes biralatat.

Altaldnos megjegyzések:

Oszintén 6rilok, hogy a dolgozat stilusa elnyerte a tetszését. A roviditésekre vonatkozé épité jellegii
kiegészitését kdszonettel veszem. Természetesen az 6sszes kisérlet az etikai bizottsag engedélyével
tortént, melyek az eredeti kdzleményekben részletesen fel vannak tiintetve. A tovabbi kérdéseket,
megjegyzéseket és valaszokat sorszdmozom a kdnnyebb koévethetfség végett.

Kérdések és megjegyzések:

1. A3.1.1,3.1.2,3.1.3,,3.1.4., 3.1.5. alfejezetekben az ,Anyag és mddszer” rész a kévetkezéképp
kezdddik: , Felnétt him Wistar patkdnyok egyszeri s.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg dozisban.
Négy draval az injekciok addsa utdn az dllatokat perfunddltuk...” Az ,,Anyag és modszer”
tovabbi részében sem deriil ki, hogy az dllatok egy része placebot kapott, az majd csak az
,Eredmények” részben, az dbra értelmezésekor lesz vildgos. Igy az dllatok szdmdnak
csoportonkénti megaddsa a modszerek részben nehezen volt értelmezhetd. A 3.1.6. alfejezettdl
mdr vdltozik a leirds: ,Felnétt him Wistar patkdnyok (n—5 csoportonként) egyszeri s.c. NTG
injekciot kaptak 10 mg/kg dézisban, az dllatok mdsik fele placebo kezelésben részesiilt.”

Egyetértek a biraldval, az elemszam mellett valéban oda kivankozik, hogy az allatok masik fele
vehikulumot kapott a kisérlet soran. A részletes metodikai részben (6. fejezet) viszont
egyértelmden le van irva a kontroll csoport kezelése is.

2. Miért 4 érdval a NTG adds utdn vizsgadltak az dllatokat? Ekkor volt a legerésebb a fdjdalom?
Tortént el6tte olyan vizsgdlatsorozat, melyben mérték az optimdlis vizsgdlati idépontot? NTG
adds utan lehetett mérni valamilyen mddon a fdjdalom intenzitdsat?

A kisérlet id6zitésével kapcsolatosan, nagyon fontos momentumra kérdezett rd a birald, melynek
alapjat egy korabbi vizsgdlat adta. Cristina Tassorelli olasz munkacsoportja szintén a NTG modell
vizsgalataval foglalkozik. Egy kordbbi dolgozatukban részletesen felmérték kilonb6z6 agyi és
agytorzsi magvak aktivaléddsi mintazatat és id6beli alakuldasat patkanyban szisztémas NTG addsa
utan (Tassorelli és mtsai., 1995). Ebben ugy taldltak, hogy a fajdalomérzésben relevans kaudalis
trigeminalis mag masodlagos érz6 neuronjai, az NTG addsa utan 4 Odraval mutatjdk a
legkifejezettebb c-fos expressziot. Az allatok viselkedését elemzé kisérletek eredményei is erre
utalnak 4 dra elteltével (Demartini és mtsai., 2022) valamint parhuzam vonhatd azokkal a
vizsgalatokkal, melyekben NTG addsa utan 3 draval is kifejezett kranialis allodyniara utald tizelési
mintazatot detektaltak a TNC elektrofizioldgiai vizsgdlata soran patkanyban (Akerman és mtsai.,
2018).



3. 22.oldalon A ,Megfigyeléseink jelent6sége” részben irja: ,Kisérleteink megmutattdk, hogy a
szisztémdsan adott NTG tébb ords latencidval megemeli a TNC nNOS expressziéjat.” Mivel csak
egy idépontot vizsgdltak, nehéz megmondani, hogy mikortdl emeli meg a NTG a nNOS szintet.
Amit dllitani lehet, hogy 4 dra elteltével még/mdr emelkedett a nNOS reaktiv sejtek gdma, de
arra nem lehet kévetkeztetni, hogy milyen latencidval né a nNOS expresszio.

Kdszondm Professzor Ur pontositdsat és egyetértek vele, az emlitett szakaszban azt akartam
kihangsulyozni, hogy a hatds esetlinkben 4 éra elteltével fennall, mely id6tartam 6sszemérhetd, a
NTG okozta roham megjelenésével migrénesekben.

4. 27. oldalon a 11. dbra grafikonjdn nincs feltiintetve, hogy az y tengely mit demonstrdl, s a
meértékegység sem szerepel az y tengelyen. Mindez az dbraaldirdsbol sem derfiil ki.

Igen, itt is relativ optikai denzitasrol van sz, mint tobbi Western blotot bemutato abran.

5. 29. oldal, 13. dbrdn a relativ optikai denzitds szerepel. Mitél relativ? Mi tekintheté 100%-nak,
ill. 1.0-nek? Sem itt, sem késébb nem derfiilt ki a birdlé szamara.

Az elfogadott gyakorlat az, hogy az optikai denzitasokat valamilyen viszonyitasi alaphoz adjuk meg,
ez az 1 (vagy 100 attdl fuggben, hogy milyen valtdszamot hasznalunk). A kisérleteinkben
legtobbszor egy belsé kontroll fehérjéhez (uUn. housekeeping protein, melynek megjelenése
kizarélag a minta mennyiségétdl fligg) hasonlitjuk a vizsgdlt fehérje optikai denzitasat, igy még
pontosabb a mérés, mivel a pipettazaskor esetlegesen kialakuld kismértékli mennyiségi
kiilonbségek is korrigalddnak. Az is elfogadott, hogy egy kontroll minta vagy a kontroll csoportok
atlaga adja a viszonyitdsi alapot. Mivel az évek soran sokfajta megkozelitést alkalmaztunk, jogos a
birald észrevétele, hogy ezt pontositani kellett volna az egyes kisérleteknél.

6. 30. oldal: A c-fos, nNOS expressziot, a CGRP tartalmu rostokat, a szerotonint és a CamKil
expressziot a TNC-ben és a Thl gerincvelGi szegmentumban is vizsgdltdk, viszont a NTG NFkB,
COX-2, TRPV-1-re gyakorolt hatdsdt csak a TNC-ben nézték, a Th1 gerincveldi szegmentumban
nem. Mi az oka, hogy itt nem vizsgdlta azt, hogy a NTG direkt hatdsdrdl van-e sz6?

A biralo részérél jogos az észrevétel, de a kordbbi kisérletsorozatban sosem tapasztaltunk valtozast
a Thl gerincvel6i szinten, emiatt az emlitett, kés6bbi kisérletben ezt mar nem vizsgaltuk,
feltételezve, hogy a hatds hasonlé mintazatban jelentkezik.



7. 38-39. oldal: A bajuszpdrndba fecskendezett formalin beaddsa utdn 4 ordval a jelélt leirdsa
szerint,,a CGRP pozitiv rostok dltal lefedett teriilet a TNC-ben nem vdltozott meg szignifikdnsan
a formalinkezelés hatdsdra egyik magassagban sem”. Csak taldlgatni lehet, feltehetéen a
placebo kezeléshez képest nem volt szignifikdns a vdltozds. A , Megfigyelések jelent6sége”
részben azt a feltételezést fogalmazta meg, hogy a CGRP esetleges vdltozdsai hamarabb
lezajlottak. Az adatok erre semmilyen formdban nem utaltak, tehdt ez marad egy feltételezés.

Egyetértek a birdléval, hogy az orofacidlis modelloen a CGRP-vel kapcsolatos negativ
eredményekbdl csak feltételezni tudjuk, hogy az esetleges valtozdsok kordbban lezajlottak-e. Ezt a
hipotézist némileg erdsiti az a megfigyelés, hogy az intraplantaris formalin a megfeleld gerincvel6i
szegmentumban megemeli a CGRP expressziot az els6 két érdban, és ez a hatas eltlinik 4 éra
latenciaval (Greco és mtsai., 2008).

8. 40-41. oldal: A c-fos és nNOS immunreaktiv sejtek szamdt az orofacidlis formalin adds oldaldn
az ellenoldaliimmunreaktiv sejtek szamdval hasonlitottdk dssze (nem a placebot kapott dllatok
adataival). A c-fos és nNOS pozitiv sejtek szamdnak a formalin adds oldaldn mért magasabb
szamdt ugy értelmezték, hogy ,az orofacidlis formalin is képes a trigemindlis rendszer
aktivdcids és szenzitizdcios markereit megemelni”. Ez bizonydra igy van, de a kisérleti
elrendezésbdl ezt a kbvetkeztetést nem lehet levonni, hisz az injekcid okozta fajdalom formalin
nélkiil is elGidézhette volna ezt a valtozdst. Mivel placebo kontrollos kisérletet végeztek, meg
kellett volna emliteni, hogy a kontrollként szolgdld, placebot kapd dllatokndl ilyen eltérés nem
volt.

Az értekezésben az orofacialis formalin teszt kapcsan bemutatott c-fos és nNOS expresszids adatok
a legels6 kisérletekbdl szarmaztak, és valéban az ellenoldalhoz hasonlitottunk, mert hasonld
megkozelitésre mar volt példa a szakirodalomban (Lam és mtsai., 1995). Azonban egy késébbi
cikkiinkben (melynek ezen adatait didaktikai szempontokat figyelembe véve nem tiintettem fel az
értekezésemben) mar a birald altal is felvetett kontroll vizsgalat is elkészilt, mely megnyugtatdan
igazolta a fenti allitast (Fejes-Szabd és mtsai., 2015).

9. 42.oldal: A trigemindlis ganglion elektromos ingerlése kapcsan irja, A tébbi agytorzsi pdros
magndl az oldalak k6zétti kiilbnbséget pdros t-probdval vizsgadltuk. Mivel oldalkiilénbséget
nem taldltunk, az adatokat 6sszevontuk...” Két kérdés meriil fel. Pdros t-tesztet dltaldban
akkor alkalmazunk, ha ugyanazt a mintdat vizsgdljuk valamilyen hatds el6tt és utdn. Jelen
esetben nem ez tértént, hanem egy jobb oldali trigemindlis ganglion elektromos ingerlés
utdn két kiilbnbéz6 mintdt (jobb és bal oldal) vizsgdltak, még ha azok ugyanazokbdl az
dllatokbdl szarmaztak is. Helyesnek tartja ezt a statisztikai mddszert? A mdsik kérdés, hogy
mi lehet az oka annak, hogy egyoldali ingerlés nem okozott oldalbeli kiilbnbséget a nucleus raphe
magnus aktivitdsdban? A pdlydk keresztezett és nem keresztezett volta?

A pdros t-probakat Osszetartozd mintak elemzésére hasznaljdk. Az 0Osszetartozdé mintak
leggyakrabban valdban el6tte/utdana mérések, de alkalmazhatdk ugyanazon minta jobb és bal
oldalanak Osszehasonlitasara is. A nucleus raphe magnus (NRM) esetében nem talaltunk
oldalkiilonbséget az aktivacidos mintdzatban egyoldali Gasser-duc ingerlés utan. Mivel a TNC és a
NRM kozotti direkt Osszekottetés gyenge (Hermann és mtsai.,, 1997), ezt indirekt hatasnak



gondoljuk fels6bb kdzponti idegrendszeri régiok révén (cortex, periaqueductalis szlirkedllomany).
Retrograd jel6lési moddszerekkel viszont az NRM bemenete ezen teriiletekrél bilaterdlis
reprezentaciét mutat, azaz feltételezhetd, hogy igy kétoldali szupranukledris bemenetet kap, és ez
magyarazhatja az egységes aktivaciét (Hermann és mtsai., 1997).

10. A 47. oldalon szerepel ,...a miitét alatt alkalmazott lokdlis lidokain viszont mindegyik
csoportban csékkenti a c-fos aktivitdst az V/1-es teriileten (31. dbra)”. A 48. oldalon a 31. dbrdn
irja, hogy ,A lidokain kezelés cs6kkenti a mditét kapcsdn kialakulo c-fos aktivitdst a durdlis
kezelést nem kapott, miitétt dllatokban...” Szémomra nem meggy6z6, hogy az V/1.
szomatotopids terliletben lidokain mellett alacsonyabb lenne a miitét hatdsdra megjelend c-
fos immunreaktiv sejtek szama a 31. dbrdn. S6t, a lidokaint kapdkban (A), legaldbbis az dbra
szerint, magasabb volt a c-fos immunreaktiv sejtek szadma, mint a lidokaint nem kapdkban (B).
Nem lehet, hogy az A és B dbrarész felcserélédétt?

K6sz6ndm szépen az észrevételt, sajnos az dbraaldirdsban csere tortént.

11. 57. oldal: ,,Kordbbi kisérletek igazoltdk, hogy a NTG szisztémds addsa késleltetett modon
aktivdlni képes az aktivdcios és szenzitizdcios markereknek tartott molekuldkat a TNC
teriiletén, mely folyamatban feltehetéleg a prosztaglandinok jatszanak szerepet.”
Feltehetbéen azt akarta irni a szerzé, hogy a prosztaglandinok is szerepet jatszanak. Egy
meglehetdsen bonyolult folyamatrdl van szo, tehdt biztosan nemcsak a prosztaglandinoknak
van szerepe a TNC teriileti aktivdcioban.

K6sz6ndm szépen a pontositast, egyetértek vele.

12. 60. oldal, 42. dbra d és f abrarész felcserél6détt, vagy az dbraaldirds hibds. Az dbra, ellentétben
a széveggel, pont azt mutatja, hogy a COX-1 gdtld, nem pedig a COX-2 gdtlé védi ki a
nitroglicerin adds okozta CamKll aktivdciot.

Igen, az abrak logikaja alapjan az abraalairas cserélédott fel.

13. 61. oldal, 43. dbrdn hidnyzik az abrardl annak jel6lése, hogy mely dbrarész jeléli a COX-1, vagy
COX-2 gatloval tértént elGkezelést.

Igen ez ott kimaradt, de szerencsére az dbra logikaja ugyanaz, igy taldn nem rontja lényegesen az
érthet6séget.

14. 61. oldal: Mi az oka a szerzé szerint, hogy bdr a migrén kialakuldsaban a COX-2 izoenzimnek
tulajdonitanak szerepet, s ezt a szerzé eredményei is aldtdmasztjdk, mégis a nem szelektiv COX
gatlok terjedtek el a migrén kezelésében (naproxen, diclofenac, ASA, ibuprofen)?

Teljesen ésszer( volt a gydgyszerfejlesztGk részérél, hogy a mellékhatasprofil javitasa céljabdl a
gyulladas és a fajdalom kialakulasaban elsGdlegesen szerepet jatszo COX-2 izoforma gatlasara
torekedjenek. Sajnos nem sokkal a bevezetésiik utan kiderilt, hogy lényegesen emelik a



kardiovaszkularis megbetegedések kockazatat (Kearney és mtsai., 2006). A képet arnyalja, hogy a
nem szelektiv COX gatldk nagyobb dozisban adva is rendelkeznek ilyen hatdssal a naproxen
bizonyultak (Krymchantowski és Bigal 2005, Ailani és mtsai., 2023), de elterjedésiiket feltehetdleg
a fenti korlilmény gatolta.

15. 66. oldal 48. dbra és 68. oldal 50. dbra dbraaldirdsa szerint ,,Az IS hatdsdra szignifikdnsan
emelkedik a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a szumatriptdn el6kezelést
kapott dllatokban nincs kiilénbség az aktiv kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF)
kézott”. A nNOS IR sejtek szamdt mutato dbrarészen az aktiv kezelt csoport SUMAIS értékek
magasabbak voltak a kontroll SUMASIF adatokhoz képest, s az aktiv kezelt csoport SUMAIS
jelek folott szignifikancia jelzések lathatdk. Ez nem azt jelenti, hogy kiilbnbség volt az aktiv
kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) kézo6tt?

A durdlis IS kezelés szignifikdansan megemelte a TRPV1 és nNOS expressziét a kaudalis trigeminalis
mag teriletén a kontrollhoz képest (IS vs. SIF). A szumatriptan el6kezelés modulalta ezt a hatast,
azaz a TRPV1 és nNOS expresszid szignifikdnsan kisebb, mint az aktiv el6kezelést nem kapott
allatokban (SUMAIS vs. IS). Ezt hivatott jelezni a lenti szignifikancia jelzés. A SUMAIS és SUMASIF
csoport kozott nem volt szignifikans kilonbség. Az dbraaldiras kiegészitése és nagyobb nagyitas
alkalmazasa pontosabba tehette volna ezt.

16. A 82. oldalon szereplé kijelentést, miszerint ,az NMDA receptorok kiemelt szerepet jatszanak
a NO szintézisében (Entrena és mtsai., 2005)” legyen kedves magyardzni!

A neurondlis NOS fontos regulatora a kalmodulinhoz két8dé intracelluldris Ca%*, mely az enzimhez
kapcsolddva képes azt indukalni (Su és mtsai., 1995). Ezen Ca?* egyik forrdsa az NMDA receptorok
fokozott aktivitasdbol ereddé bedramlds (Bredt és Snyder 1994), melyet az NMDA blokkold
kinurénsav szarmazékokkal gatolni lehet, és ezaltal a nNOS aktivitds is csokken (Entrena és mtsai.
2005).

17. A 87. oldalon, a 68. dbrdan mds réviditések szerepelnek, mint az dbramagyardzatban (KYNAIS
— KYNIS, KYNASIF — KYNSIF). Az IS vonal fol6tti szignifikancia-jeldlések kivételével nem
egyértelmd, hogy a szignifikancia jelzések mire vonatkoznak. Bdr a jelélt azt irja, hogy ,,a KYNA
el6kezelést kapott dllatokban nincs kiilbnbség az aktiv kezelt csoport (KYNAIS) és a kontroll
(KYNASIF) k6z6tt”, a nNOS vdltozdst feltiintet6 dbrarészen ldatszik egy hatdrozott kiilénbség a
fenti két csoport gérbéje kézott, s feltehetéen a szignifikancia jelzések arra utalnak, hogy ez a
kiilbnbség szignifikdans!

Igen, sajnalatosan a roviditések egy betiiben kiilonbdznek az dbran és a feliraton. A helyzet hasonlg,
mint a 15. kérdésnél. Egyrészt jel6ltiik, hogy az IS kezelés szignifikdnsan megemelte a TRPV1 és a
nNOS expressziéjat a kaudalis trigeminalis magban. Masrészt a KYNA kezelés moduldlta ezt, azaz az IS
és a KYNAIS kozott szignifikans kiilonbség mutatkozik. Ezt jeldli a masik szignifikancia jelzés. Bar az
abrat attekintve joggal meril fel, hogy a kontroll (KYNASIF) és aktiv kezelt csoport (KYNAIS) k6zott
esetlegesen kiilonbség van, de ez a nyers adatokat ismételten atnézve sem igazolddott szignifikans
mértékdlnek.



18. A 94. oldalon az Immunhisztokémia fejezetben az dllatoknak adott SZR81 kezelés ddzisat
mmol/kg, a Western blot fejezetben mg/kg dézisban adta meg. Feltehetéen az egyik helytelen.

A szdmos kisérlet soran tobbféle mértékegységgel adtuk meg a kezelések ddzisat, emiatt
torténhetett az elirds. A helyes ebben az esetben az 1 mmol/kg.

Szeretném még egyszer megkdszonni Dr. Oldh Laszlé Professzor Urnak javitd szandéku értékes
észrevételeit és kérdéseit, valamint azt, hogy dolgozatomat pozitivan értékelte és nyilvanos vitara
bocsatasat tdmogatta. Tisztelettel kérem a biraléi kérdésekre adott valaszaim elfogadasat.

Szeged, 2024. november 12.

Dr. Pardutz Arpad
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