Biralat Dr. Pardutz Arpad ,,A SZENZITIZACIO MIGRENBEN ES ALLATKISERLETES
MODELUEIBEN” ciml MTA doktori értekezésérél.

Dr. Pardutz Arpad munkajaban a trigeminalis rendszer allatkisérletes aktivaciojat és
szenzitizaciojat vizsgdlta és a kapott eredményeket allitotta parhuzamba a migrén
patomechanizmusara jellemzé folyamatokkal. A jel6lt t6bb migraine modellt is vizsgalt,
melyekben a trigeminalis rendszer aktivaciojat és a szenzitizaciés folyamatokra jellemzé
molekularis markereket vizsgélta kisérletes kortilmények kéz6tt, majd azt tanulmanyozta,

hogy milyen tényez6k befolydsoljak ezeket a folyamatokat.

Az értekezés a 664 irodalmi hivatkozast is beleszamitva 159 oldalt tartalmaz, az érdemi rész
124 oldal, a megértést 88 abra és 2 tablazat segiti. A dolgozat alapjaul a témahoz szorosan
kapcsolodo 17 kézlemény szolgal, melyek kozil 4-ben els6, 7-ben utolsé szerzéként szerepel

a jelolt.

Az értekezésben a szerz6 a periférids és centralis szenzitizaci6 ismertetése utan a migraine
jellegzetességeirdl szol, majd bemutatja a fejfajasokban megjelend szenzitizacios
folyamatokat, tiineteket. A célkitlizések ismertetését kévetSen a migraine allatkisérletes
modelljeit irja le. Ezt kdvetSen keriilt sor az egyes munkdk bemutatasara, melynek soran az
egyes munkak hatterét és céljat, majd réviden a modszereket és eredményeket ismertette,
melyet tomor diszkusszié kovetett. Az egyes munkdk ismertetése utan 16 pontban
6sszefoglalta az Uj eredményeket és roviden magyarazta azokat. Az értekezés végén
részeletesen irt a felhasznalt mddszerekrdl, ezt kovette az értekezés alapjaul szolgald
kozlemények jegyzéke, a kdszonetnyilvanitas, majd az irodalomjegyzék. Bar szokatlan a
modszerek utoljara térténd részletes ismertetése, néhany tudomanyos folydirat is ezt a

gyakorlatot koveti, ez a jelen esetben sem volt zavaré.

Altalanos megjegyzések

A dolgozat szépen megirt, stilusa olvasmanyos, jol kévethetd. Nyelvtani hiba elvétve
talalhato, egyediil a roviditések el6tti névelS hasznalata volt helyenként zavard. A
roviditések el6tti nével6vel kapcsolatban az a szabaly, hogy az a révidités kiejtett alakjahoz
igazodik, mig a szerz6 a nem roviditett alakhoz igazitotta a névelét.

Hidnyoltam, hogy sehol sem emlitette az allatkisérletes munkakat engedélyezé etikai
bizottsagi allasfoglalasokat.

Kérdések, megjegyzések:

#A3.1.1,3.1.2,3.1.3,3.1.4, 3.1.5. alfejezetekben az ,Anyag és mddszer” rész a
kovetkez6képp kezd6dik: ,Feln6tt him Wistar patkanyok egyszeri s.c. NTG injekciét kaptak
10 mg/kg ddzisban. Négy oraval az injekcidk addsa utan az allatokat perfundaltuk...” Az
»Anyag és modszer” tovabbi részében sem deriil ki, hogy az allatok egy része placebot
kapott, az majd csak az ,Eredmények” részben, az abra értelmezésekor lesz vilagos. igy az
allatok szamdanak csoportonkénti megaddsa a mddszerek részben nehezen volt




értelmezhetd. A 3.1.6. alfejezettSl mar valtozik a leirds: ,,Feln6tt him Wistar patkanyok (n=5
csoportonként) egyszeris.c. NTG injekcidt kaptak 10 mg/kg ddzisban, az allatok masik fele
placebo kezelésben részesiilt.”

# Miért 4 6raval a NTG adas utan vizsgaltak az allatokat? Ekkor volt a legerésebb a fajdalom?
Tortént el6tte olyan vizsgalatsorozat, melyben mérték az optimalis vizsgalati id6pontot? NTG
adds utan lehetett mérni valamilyen mdédon a fajdalom intenzitasat?

# 22. oldalon a ,,Megfigyeléseink jelentésége” részben irja: ,Kisérleteink megmutattak, hogy
a szisztémasan adott NTG tobb oras latencidaval megemeli a TNC nNOS expresszidjat.” Mivel
csak egy id6pontot vizsgaltak, nehéz megmondani, hogy mikortél emeli meg a NTG az nNOS
szintet. Amit allitani lehet, hogy 4 6ra elteltével még/mar emelkedett az nNOS reaktiv sejtek
szama, de arra nem lehet kdvetkeztetni, hogy milyen latencidval n6 az nNOS expresszio.

# 27. oldalon a 11. abra grafikonjan nincs feltiintetve, hogy az y tengely mit demonstral, s a
mértékegység sem szerepel az y tengelyen. Mindez az abraalairasbdél sem derdil ki.

# 29. oldal, 13. abran a relativ optikai denzitas szerepel. Mitél relativ? Mi tekinthetd 100%-
nak, ill 1.0-nek? Sem itt, sem kés6bb nem derilt ki a birdld szamara.

# 30. oldal A c-fos, nNOS expressziot, a CGRP tartalmu rostokat, a szerotonint és a CamKI|
expressziot a TNC-ben és a Th1 gerincvelGi szegmentumban is vizsgaltak, viszont a NTG
NFkB, COX-2, TRPV-1-re gyakorolt hatasat csak a NTC-ban nézték, a Th1 gerincvelGi
szegmentumban nem. Mi az oka, hogy itt nem vizsgalta azt, hogy a NTG direkt hatasardl van-

e szo6?

# 38-39. oldal A bajuszparnaba fecskendezett formalin beadasa utan 4 6raval a jel6lt leirdsa
szerint ,a CGRP pozitiv rostok altal lefedett teriilet a TNC-ben nem valtozott meg
szignifikansan a formalinkezelés hatdsara egyik magassdgban sem”. Csak talélgatni lehet,
feltehet&en a placebo kezeléshez képest nem volt szignifikans a véltozas. A ,Megfigyelések
jelent8sége” részben azt a feltételezést fogalmazta meg, hogy a CGRP esetleges valtozasai
hamarabb lezajlottak. Az adatok erre semmilyen formdban nem utaltak, tehat ez egy marad

egy feltételezés.

# 40-41. oldal A c-fos és nNOS immunreaktiv sejtek szamat az orofacialis formalin adas
oldalan az ellenoldali immunreaktiv sejtek szamaval hasonlitottak 6ssze (nem a placebot
kapott allatok adataival). A c-fos és nNOS pozitiv sejtek szamanak a formalin adas oldalan
mért magasabb szamat ugy értelmezték, hogy , az orofacialis formalin is képes a trigeminalis
rendszer aktivacios és szenzitizacios markereit megemelni”. Ez bizonyara igy van, de a
kisérleti elrendezésbdl ezt a kdvetkeztetést nem lehet levonni, hisz az injekcid okozta
fajdalom formalin nélkiil is el6idézhette volna ezt a véltozast. Mivel placebo kontrollos
kisérletet végeztek, meg kellett volna emliteni, hogy a kontrollként szolgélo, placebot kapd
allatoknal ilyen eltérés nem volt.




#42. oldal A trigeminalis ganglion elektromos ingerlése kapcsan irja , A tébbi agytorzsi paros
magnal az oldalak kozotti kiilonbséget paros t-prébaval vizsgaltuk. Mivel oldalkiilénbséget
nem taldltunk, az adatokat 6sszevontuk...” Két kérdés meriil fel. Paros t-tesztet altalaban
akkor alkalmazunk, ha ugyanazt a mintat vizsgaljuk valamilyen hatas eltt és utan. Jelen
esetben nem ez tortént, hanem egy jobb oldali trigeminalis ganglion elektromos ingerlés
utan két kiilonb6zé mintat (jobb és bal oldal) vizsgaltak, mégha azok ugyanazokbdl az
allatokbol szarmaztak is. Helyesnek tartja ezt a statisztikai mddszert? A masik kérdés, hogy
mi lehet az oka annak, hogy egyoldali ingerlés nem okozott oldalbeli kiilénbséget a nucleus
raphe magnus aktivitasaban? A palyak keresztezett és nem keresztezett volta?

# A 47. oldalon szerepel ,,...a mitét alatt alkalmazott lokalis lidokain viszont mindegyik
csoportban csokkenti a c-fos aktivitast az V/1-es teriileten (31. dbra)”. A 48. oldalon a 31.
abran irja, hogy ,A lidokain kezelés csokkenti a m(itét kapcsan kialakuld c-fos aktivitast a
duralis kezelést nem kapott, m(itott allatokban...” Szamomra nem meggy6z8, hogy az V/1.
szomatotopias teriiletben lidocain mellett alacsonyabb lenne a miitét hatasara megjelené c-
fos immunreaktiv sejtek szama a 31. abrdn. S6t, a lidocaint kapokban (A), legalabbis az abra
szerint, magasabb volt a c-fos immunreaktiv sejtek szama, mint a lidocaint nem kapdkban
(B). Nem lehet, hogy az A és B dbrarész felcseréldott?

#57. oldal , Korabbi kisérletek igazoltdk, hogy a NTG szisztémas adasa késleltetett mddon
aktivalni képes az aktivacios és szenzitizacios markereknek tartott molekuldkat a TNC
terlletén, mely folyamatban feltehetéleg a prosztaglandinok jatszanak szerepet.”
FeltehetSen azt akarta irni a szerz8, hogy a prosztaglandinok is szerepet jatszanak. Egy
meglehet&sen bonyolult folyamatrdl van szo, tehat biztosan nemcsak a posztagalndinoknak
van szerepe a TNC terileti aktivacioban.

#60. oldal, 42. abra d és f abrarész felcserélédott, vagy az abraalairas hibas. Az bra,
ellentétben a szoveggel, pont azt mutatja, hogy a COX-1 gatld, nem pedig a COX-2 gatlé védi
ki a nitroglicerin adas okozta CamKIl aktivaciot.

# 61. oldal, 43. abran hidnyzik az dbrardl annak jeldlése, hogy a mely abrarész jel6li a COX-1,
vagy COX-2 gatloval torténd elGkezelést.

#61. oldal Mi az oka a szerz6 szerint, hogy bar a migraine kialakuldsaban a COX-2
izoenzimnek tulajdonitanak szerepet, s ezt a szerz6 eredményei is aldtamasztjak, mégis a
nem szelektiv COX gatlok terjedtek el a migrén kezelésében (naproxen, diclofenac, ASA,

ibuprofen)?

#66. oldal 48. abra és 68. oldal 50. abra abraaldirdsa szerint ,,Az IS hatasara szignifikansan
emelkedik a TRPV1 és nNOS a kontrollhoz (SIF) viszonyitva, mig a szumatriptan el6kezelést
kapott allatokban nincs kiilonbség az aktiv kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF)
kozott”. Az nNOS IR sejtek szamdat mutato abrarészen az aktiv kezelt csoport SUMAIS értékek
magasabbak voltak a kontroll SUMASIF adatokhoz képest, s az aktiv kezelt csoport SUMAIS




jelek folott szignifikancia jelzések Iathatok. Ez nem azt jelenti, hogy kiilonbség volt az aktiv
kezelt csoport (SUMAIS) és a kontroll (SUMASIF) k6zott?

# A 82.oldalon szerepl6 kijelentést, miszerint ,az NMDA receptorok kiemelt szerepet
jatszanak a NO szintézisében (Entrena és mtsai., 2005)” legyen kedves magyarazni!

# A 87. oldalon, a 68. abran mas roviditések szerepelnek, mint az abramagyarazatban
(KYNAIS — KYNIS, KYNASIF — KYNSIF). Az IS vonal folotti szignifikancia-jelolések kivételével
nem egyértelm(, hogy a szignifikancia jelzések mire vonatkoznak. Bar a jel6lt azt irja, hogy ,,a
KYNA el6kezelést kapott allatokban nincs kiilonbség az aktiv kezelt csoport (KYNAIS) és a
kontroll (KYNASIF) k6zott”, az nNOS valtozast feltlintetd dbrarészen latszik egy hatarozott
kiilonbség a fenti két csoport gorbéje kozott, s feltehetSen a szignifikancia jelzések arra

utalnak, hogy ez a kiilonbség szignifikans!

# A 94. oldalon az Immunhisztokémia fejezetben az allatoknak adott SZR81 kezelés ddzisat
mmol/kg, a Western blot fejezetben mg/kg ddzisban adta meg. FeltehetSen az egyik
helytelen.

Uj eredményeknek az aldbbi, vastagon szedett allitasokat javaslom elfogadni:

Az NO donor NTG szisztémas adasa patkanyokban szelektiven fokozta a TNC (kaudalis
trigminalis mag) teriiletén talalhaté masodlagos trigeminalis neuronok nNOS
expressziojat, valamint a gyulladdsos és nociceptiv folyamatokban szerepet jatszo
molekulak (TRPV1, COX2, NFkB) expresszidjat, jelezve a trigeminalis aktivaciot és a
szenzitizacios folyamatok aktivalodasat. Ramutatott, hogy a NTG, azaltal, hogy novelte a
CamKIl és csokkenette a kinurenin Utvonal enzimjeinek expressidjat, hozzajarulhatott a
glutamaterg neurotranszmisszio fokozédasahoz és az antiglutamaterg hatas csokkenéséhez,
fenntartva és er@sitve a szenzitizacids folyamatokat. Igazolta, hogy a NTG adds a TNC
teriiletén csokkentette a CGRP expresszidot mutaté rostok altal fedett teriiletet, de novelte
a szerotonin pozitiv rostok szamat, mely valtozasokbdl és a szinaptikus boutonok
méretcsokkenésébdl fokozott CGRP felszabaduldsra, a trigeminalis rendszer aktivacidjara és
a szerotoninerg palyak fejfajasban betoltott szerepére kovetkezetett. A COX2 inhibitor a
NTG okozta nNOS és CamKIl valtozasokat kivédte a TNC teriiletén, ramutatva, hogy a COX2
izoenzim szerepet jatszik a trigeminalis aktivacioban és a szenzitizaciés folyamatok

kialakulasaban.

Az orofacialisan adott formalin, a trigeminalis ganglion elektromos stimulacidja és a duralis
kémiai ingerlés c-fos emelkedést eredményezett a TNC teriiletén mely trigeminalis
aktivaciot jelzett. Az orofacialisan adott formalin az nNOS expressziot is fokozta a TNC

teriiletén.

Az inflammatory soup-pal végzett duralis ingerlés a NTG-hez hasonléan megemelte a
gyulladasos és nociceptiv folyamatokban szerepet jatszé molekulak (nNOS, TRPV1, COX2,

+




NFkB) expresszidjat a kaudalis trigeminalis mag teriiletén, jelezve a trigeminalis aktivaciot
és a szenzitizacios folyamatok aktivalédasat.

A kronikus osztradiol kezelés, a kinurénsav vagy kinurénsav anlégok, illetve a canabinoid
receptor agonista anandamid alkalmazasa kivédte a NTG adas okozta hatdsokat a TNC
teriiletén, vagyis antinociceptiv hatassal birnak a NTG modellben. A fentieken tul a
kinurénsav a corticalis spreading depression kialakulasat mérsékelte, feltehetéen
antiglutamaterg hatas révén.

Mind a kinurénsav, mind a sumatriptan kivédte az inflammatory soup kezelés okozta
aktivacios és szenzitizacios markerek expresszidjanak novekedését, mig a NTG modellben a

sumatriptan hatastalannak bizonyult.

Osszegezve, a jeldlt szamos migraine allatkisérletes modellben igazolta a trigeminalis
aktivaciét, a NTG modellben kimutatta a masodlagos trigeminalis neuronok nNOS, valamint a
gyulladdasos és nociceptiv folyamatokban szerepet jatszé molekuldk expresszidjanak
fokozodasat. Ramutatott a CGRP expressziot mutato rostokban tortént valtozasokra,
valamint a glutamat rendszert is befolyasolé CamKll és kinurenin utvonal enzimek
expresszidjanak a valtozasara a kaudalis trigeminalis mag teriiletén. Igazolta, hogy az
inflammatory soup okozta duralis ingerlés is megemelte a gyulladdsos és nociceptiv
folyamatokban szerepet jatszé molekulak expresszidjat a kaudalis trigeminalis magban.
Leirta a kinurénsav, a CB receptor anandamid, és a kronikus 6sztradiol kezelés aktivacios és
szenzitizacidos markerek expresszidjara, valamint a kinurénsav corticalis spreading depression

kialakulasara gyakorolt hatasat.

Vélemény

A szerz6 kisérletes eredményeken alapuld, szamos migraine modellt felhasznalé munkaja
jelentésen hozzajarult a migraine trigeminalis aktivaciés modelljének megismeréséhez, a
trigeminalis aktivacio soran kialakuld molekularis valtozasok leirasahoz és azoknak a
migraine pathomechanismusdaban betoltott lehetséges szerepének a megismeréséhez. A
munka jelentdségét fokozza, hogy szamos terdpids készitmény hatdsat is vizsgalta a
trigeminalis aktivacidra és a szenzitizacios folyamatokra. Ezek kbzott nemcsak a mindennapi
klinikai gyakorlatban alkalmazott szerek, mint a COX gatlok, vagy sumatriptan szerepeltek, de
0j, még kisérleti fazisban, vagy az el6tt allo szerek is, mint a kinurénsav analdgok, illetve a
cannabinoid rendszeren haté anandamid. A fentieken tul tanulmanyozta és leirta a nGi nemi
hormonok komplex szerepét a trigeminadlis aktivacidra és a szenzitizacids folyamatokra.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a jelolt MTA doktori értekezése értékes, el6remutato
eredményekkel gazdagitotta a migraine kisérletes vizsgdlataval kapcsolatos tudomanyos
irodalmat. Az értekezést tobb ok miatt is élvezettel olvastam: a szerz6 a migraine
allatmodellek széles tarhazat vonultatta fel, szdamos metodikat hasznalt, az eredmények
gyakorlati jelentGséggel birnak, s tébb potencialis gydgyszer hatasat is leirta.




Az értekezésbdl kidertiil, hogy a kutatds a szerz6 6nallé munkdja, a disszertacié hiteles adatokat
tartalmaz. Az értekezésben bemutatott kisérletes eredmények, valamint a citacids értékek az
MTA doktora cim feltételeként szabott kritériumoknak messzemendkig megfelelnek. A feltett
kérdések, kritikak a doktori disszertacid értékét nem csokkentik, a doktori mivet nyilvanos
vitara alkalmasnak tartom, s az MTA doktori cim odaitélését tamogatom.
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