PECSI TUDOMANYEGYETEM

Altaldnos Orvostudomanyi Kar
Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet

Biralat dr. Pardutz Arpad ,,A szenzitizacié migrénben és allatkisérletes modelljeiben” cimii

MTA-doktori értekezésérol

Formai értékelés és megjegyzések

A doktori mii 159 oldal terjedelmii: 11 oldalas bevezetés, 1 oldalas célkitlizések, 96
oldalas eredményleiras, 2 oldalas Gsszegzés, 9 oldalas roviditett modszertani leiras. Ehhez jon
a doktori mu alapjat képezo sajat kézlemények listaja (2 oldal) és a 664 tételt tartalmazo
irodalomjegyzék. Az értekezés a tudomanyos disszertaciok szokasos formai kévetelményeinek
alapvetden megfelel. A szerz6 az eredmények leirdsaba illeszt be minden kisérletsorozat
esetében egy rovid bevezetést, mdodszertani leirast és megbeszélést. Sajnalatos modon ebbdl
adoéddéan a mddszertani leirasok sok esetben feleslegesen ismétlddnek. Az altalanos, az dsszes
eredmény bemutatdsa utani diszkusszi6é nagyon révid, mindéssze 2 oldalas, és ennek nagyobb
része is pontokba szedett 6sszefoglalasa a fobb eredményeknek. Ebb6l adoddan hianyoltam egy

folyd szovegben kifejtett, részletesebb megbeszélést.

A doktori mii témavilasztasa, fontosabb eredményei és értékelése

Az értekezés témavalasztasa korszerli. Bar a migrén farmakoterapidja latvanyosan
fejlodott az utdbbi évtizedekben, sok olyan kérdés mindmaig tisztazatlan, amelyek megoldasa
tovabb javithatja a migrénkezelés hatékonysagat. Az értekezés Allatkisérleteken alapul,
amelyekben a migrénnel kapcsolatos trigeminalis szenzibilizacio és aktivacio vizsgélata tortént
kiilonboz6 éllatkisérletes modellekben. A vizgalatok fokuszaban 4all6 kaudalis trigeminalis mag
(TNC) kritikus fontossagu elem a trigeminalis afferentacidban, igy vizsgalata mindenképpen
indokolt. A kisérletek zomében immunhisztokémiai mddszerekkel, illetve western blot
segitségével tortént a TNC aktivacidjanak a vizsgalata.

Az értekezés elején a szerz6 10 oldalas bevezetésben attekintést ad a periférids és
centralis nociceptor-szenzibilizaciordl, valamint a migrén patomechanizmusardl és egyéb,
klinikai aspektusairol. Ezt koveti a célkitlizések felsorolasa. A szerzd altal legrészletesebben
vizsgalt modell a patkanyban s.c. adott nitroglicerin (NTG) értagité és trigeminalis
aktivalo/szenzibilizalo hatdsain alapul. Ebben a modellben sikeriilt kimutatni, hogy NTG
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hataséara szelektiven fokozodik a TNC teriiletén talalhaté masodlagos trigeminalis neuronok
nNOS expresszidja. Ez egy helyi 6nerdsité folyamatot hozhat 1étre, mely magyarazatot adhat a
NTG okozta migrénes fejfajas nagyobb latencidjara, és a rohamok kapcsan jelentkez6 centralis
szenzibilizacios jelenségek modellje lehet. A NTG a CamKII expresszidjat is megemelte a TNC
terliletén, mely enzim kulcsszerepet jatszik a glutamaterg neurotranszmisszi6 szabalyozasaban.
Ezen tilmenden az NTG megemelte mind a TRPV1-receptor, a COX-2 enzim és a NF-xB
transzkripcios faktor expressziojat a TNC teriiletén, melyek mind a gyulladdsos folyamatokban
¢€s nociceptiv miikodésben szerepet jatszo faktorok. A szisztémas NTG adas lecsokkentette a
CGRP expresszidjat, ami transzmitterfelszabadulds, és ezaltal a trigemindlis rendszer
aktivaciojanak jele lehet. Ezzel ellentétben az 5-HT- pozitiv rostok mennyisége a TNC teriiletén
megemelkedett. A NTG lecsokkentette a kinurenin utvonal enzimeinek expresszidjat a TNC-
ben, mely Osszességében elsésorban a kinurénsav (KYNA) csoékkenését okozta. Emiatt
feltételezhetd, hogy az endogén antiglutamaterg hatds mérséklédése is szerepet jatszhat a
trigeminalis szenzibilizacios folyamatok felerdsodésében. Osszességiikben ezek az adatok mint
a trigeminalis aktivacid, illetve szenzibilizaci6 kdvetkezményei értékelhetdk, megerdsitve,
hogy az NTG-adason alapul6 kisérletes migrénmodell jo validitasu.

Egy masik, az orofacialis formalin alkalmazasan alapulé migrénmodellben a szerz6 a
TNC teriiletén c-fos és nNOS emelkedést detektalt, ami relevians az aktivacids és
szenzibilizacios jelenségek szempontjabol. A harmadik modellben a trigeminalis ganglion
elektromos ingerlését kovetden is c-fos emelkedést talalt az ipszilateralis TNC teriiletén, ami
szintén jelzi a trigeminalis aktivaciét. A negyedik modellben a dura mater nociceptorainak
»inflammatory soup” (IS) révén torténd kémiai ingerlését kvetben szintén fokozddott a c-fos
expresszi6 a masodlagos trigemindlis nociceptorokban. Ezen kiviil a TNC-ben a CGRP, TRPV1
és nNOS kifejez6dése is ndvekedett, jelezve az aktivacids és szenzibilizacids folyamatokat. A
fenti eredmények egybehangzéan mutatjak, hogy a kiilsnb6z6 médokon kivaltott trigeminalis
aktivacié szamos olyan marker expressziojanak a valtozasit eredményezi, amelyek mai
tudasunk szerint fontos jatszhatnak a migrénes fejfajas kialakulasaban.

A szerzd a tovabbiakban a fent emlitett migrénmodellekben modulaciés hatasokat
vizsgalt. Az NTG-modellben igazolta a COX-2 enzim, de nem a COX-1 enzim, kdzvetitd
szerepét. A gonadalis hatdsok vizsgalata soran a kronikus osztradiolkezelés kivédte a NTG
okozta valtozasokat a SHT, a CGRP és a CamKII tekintetében. Ezzel ellentétben az orofacialis
formalin tesztben az Osztradiol fokozta a TNC c-fos expresszidjat és a nociceptiv
viselkedésmintazatot. Ez alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az Osztradiol hatdsa a

trigeminalis fajdalomra jelent6sen fligg a stimulus jellegétol.
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A glutamatantagonista KYNA magasabb koncentracidja a kdzponti idegrendszerben
vagy a KYNA-analogok alkalmazasa kivédte a NTG okozta véltozasokat, ami arra utal, hogy
befolyasolja az aktivécios €s szenzibilizaciés mechanizmusokat a trigeminalis rendszerben. A
KYNA képes a migrénben fontos szerepet jatszo kérgi kuszé depresszié (CSD) kialakulasat
fékezni. A szerz0 ezt a hatast ndstény éllatokban kifejezettebbnek talalta, ami a nemi hormonok
szerepére utal. Mind a KYNA, mind a szumatriptan kivédte a duralis IS-kezelés okozta
valtozasokat az aktivacios €s szenzitizacios markerek tekintetében (CGRP, TRPV1 és nNOS).
A kannabinoidok modulédciés hatasat illetéen a kannabinoid CB-receptor-agonista anandamid
csokkentette a NTG okozta szenzibilizaciés marker (TRPV1, nNOS, NF-xB, COX2 és KATII)
valtozasokat a TNC-ben. Az anandamid képes modulélni a szerotonintranszporter expresszidjat
a NTG modellben: 6nmagaban adva megemeli a transzporter expresszidjat, de a NTG-el
kombinalt kezelés érdekes modon csokkent transzporter-expressziot eredményezett.

Osszességében elmondhaté, hogy a szerz6 értékes adatokat szolgaltatott a
trigeminovaszkularis rendszer aktivacidjara és szenzibilizacidjara vonatkozoan. Megitélésem
szerint Pardutz Arpad fentiekben 6sszefoglalt eredményei jelentdsek, és érdemben gyarapitjak
ismereteinket a trigeminovaszkulris rendszer miikodésérdl. Kisérleti eredményeinek
gyogyszerfejlesztési szempontbdl is lehet relevancidja @ij tipusi migrénellenes szerek
fejlesztésének vonatkozasdban. A doktori mii szévege jol kovethetd, de egyben olvasméanyos
is. Kiemelendd a szerz6 rendkiviil preciz fogalmazasmodja. A doktori mii dbraanyaga boséges,
az dbrak jo mindségliek. Kiemelend6 pozitivum, hogy a szerzé az 6sszes abra feliratat
magyarositotta, ami igen jelentds tébbletmunka volt. Hasonldan kiemelendé a szerzé kivalod
szakirodalmi tdjékozottsdga, amit a 664 irodalmi hivatkozas is igazol. Helyesirasi hiba alig

fordul el6 a sz6vegben.

Uj, fontos eredményként a szerzé alabbi téziseit fogadom el.

1. A NTG szisztémas adasa patkanyokban szelektiven fokozza a TNC teriiletén talalhatd
masodlagos trigemindlis neuronokban az nNOS, a CamKII, a TRPVI1, a COX-2 és NF-xB
expresszidjat. Ezen tilmenden lecsokkenti a CGRP-expressziot mutatd rostok altal fedett
tertiletet €s a boutonok méretét a TNC teriiletén, illetve gatolja a kinurenin tvonal enzimeinek
expresszidjat a TNC-ben, mely 6sszességében elsGsorban K YNA-csékkenést okoz.

2. Az orofacialis formalinmodelben a TNC teriiletén fokozodik a c-fos és nNOS expresszidja.

3. A TG elektromos ingerlését kdvetden is fokozodik a c-fos expresszidja az ipszilateralis TNC

tertiletén.



4. A dura mater nociceptorainak IS-sel tortén6 kémiai ingerlése fokozza a c-fos expresszidjat a
TNC-ben. Ezen kiviil noveli a CGRP, TRPV1 és nNOS kifejezddését is.

5. A COX-2 gatlasa kivédi a NTG okozta nNOS és CamKII valtozasokat a TNC-ben, mig a
COX-1 gatlasa és a szumatriptan-elokezelés nem.

6. A TNC expressziés mintazat valtozasai alapjan az Osztradiol hatdsa modellfiiggének
bizonyult: kivédi a NTG okozta véltozasokat a 5-HT, a CGRP és a CamKII vonatkozasaban,
de az orofacialis formalintesztben fokozza a c-fos expressziojat.

7. A glutamétantagonista hatasti KYNA magasabb koncentracija a kzponti idegrendszerben
vagy a KYNA-analogok alkalmazasa kivédi a NTG okozta expresszids valtozasokat.

8. A glutamatantagonista KYNA képes a migrénben lényeges szerepet jatszo CSD kialakulasat
— nostény allatokban kifejezettebben — meérsékelni. Mind a KYNA, mind a szumatriptan
sikeresen kivédi a durdlis IS-kezelés okozta valtozasokat a CGRP, TRPV1 és nNOS
vonatkozasaban.

9. A CB-receptoragonista anandamid gatolja a NTG okozta szenzibilizaciés marker (TRPV1,
nNOS, NF-kB, COX-2 és KATII) valtozasokat a TNC-ben. Az anandamid 6nmagaban adva

megemeli az SHTT expresszidjat, de a NTG-vel kombinalva ellenkezd hatas.

Kritikai megjegyzések és kérdések

1./ A doktori mii cime két szempontbol sem szerencsés. Egyrészt indirekt médon human
vizsgalatokra utal (A szenzitizicié migrénben (ami humdn betegség) és allatkisérletes
modelljeiben), holott ilyenek nem torténtek. Masrészt a cim csak a szenzibiliziciora
korlatozodik, noha a szerzé trigemindlis aktivacios folyamatokat is vizsgalt. Amugy a szerzd
altal konzekvensen hasznalt ,szenzitizaci6” szo6 — bar nagyon elterjedt forditds a hazai
szbhasznalatban — nem hivatalos: ,,szenzibiliz4ci6” a helyes az Akadémiai sz6tar szerint. Jobb
cim lehetett volna pl.: A nociceptiv szenzibilizacié és aktivicié vizsgalata a migrén
allatkisérletes modelljeiben.

2./ Az értekezés jelentds részét képezd immunhisztokémiai vizsgalatok leirasa kisse redundans,
féleg a metodika vonatkozasiban. Célravezet6bb lett volna, ha a szerzé az adatokat
integrativabban, egy egységként kezelve mutatta volna be. Hasznos lett volna egy 6sszefoglalo
tablazat a vizsgalt migrénmodellek okozta expresszids mintazatvaltozasokrol.

3./ A szerzb szerint az elsoként azonositott receptor, amely algogén agensek hatasat kozvetiti,
a TRPV1 (7. oldal, 3. bekezdés). Szamos mas receptort, pl. a potens fijdalomkeltd bradikinin

receptorait mar joval korabban klonoztak.



4./ A szerz6 sok helyen emlit molekulat (pl. a 16, 17. oldalon), ahol a vegyiilet sz6 helyesebb
lenne.

5./ A 17. oldalon a 2. bekezdésben a guanilat-ciklaz mint az NO receptora keriil emlitésre.
Helyesen az NO célmolekulajarél van szé (az enzimeken levé kétdhelyeket nem tekintik
receptoroknak; lasd ,,The concise guide to pharmacology”, rendszeresen aktualizilva a British
Journal of Pharmacology folydiratban).

6./ Tobb allatkisérlet leirasaban a szolvenssel torténé kezelést placebonak nevezi a szerzd.
Ismereteim szerint a placebo csak a human vizsgalatok terminoldgidjaban hasznalatos. A
szolvens vagy a vehikulum sz helyesebb lett volna.

7./ A 22. oldalon a 2. bekezdésben a szerz6 nNOS felszabadulasarol beszél. Nem inkabb a
lebontasardl van sz6?

8./ A 20. oldalon a 3.1.1 pontban 2000-es sajat publikaci6 adatait emliti a szerz6. Ezen pont
altalanos bevezet6jében a 19. oldalon azonban 2000 uténi, mas szerzOk altal kozolt adatokat
taladlunk, amelyek értelemszeriien ,,lerontjak” a sajat adatok jelent6ségét. Helyesebb lett volna
csak annyit emliteni el6zetesen, ami a vizsgalatok idején (azaz 2000 el6tt) mar ismert volt, és
az ujabb, timogatd adatokat a sajat eredmények diszkusszi6jaban megemliteni.

9./ Mit ért a szerzd azon, hogy a glutamat gyorsan felszabadulé transzmitter (8. oldal utolsé
bekezdés)? Mas transzmitterek lassabban szabadulnak fel?

10./ A bradikinin nem térolodik, igy nem tud felszabadulni. A 9. oldal aljan a ,képz6d6”
bradikinin lenne a helyes szd.

11./ A PGE2 helyes irasmodja PGE,.

12./ A szerz6 nem definialja a cluster tipusu fejfajast.

13./ A 23., illetve a 39. abra nem hisztogram, hanem oszlopgrafikon.

14./ A 24. abran (40. oldal) a kétféle szimbolum leirdsa nem helyes (kontroll versus injekcio),
hiszen a sooldatot is injekcioban adtak.

15./ Nem vilagos az olvasé szamara, hogy a 41. oldal aljan levé hosszas eszmefuttatds a
kiilonb6z6 agyi strukturakrol milyen kapcsolatban van a trigeminadlis ingerléssel. Akar egy
mondat beiktatdsaval, akar a fejezetcim kiegészitésével az elkeriilhet6 lett volna.

16./ Az 57. oldalon az anyagok kozott emlitett lizil-ASA hatdsmaddja nincs megemlitve.

17./ A COX-gatlokkal végzett kisérletek eredményeinek az jdonsagat csokkenti az a tény,
hogy az NSAID-ok régota hasznilatosak a migrénes fejfdjas kezelésére, igazolva a
prosztaglandinok kézvetité szerepét. Helyesebb lett volna ezeket az adatokat a NTG modell
validaciojaként diszkutélni.

18./ Miért a koleszterol volt a béta-osztradiol kontrollja?
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19./A79. oldalon a 2. bekezdésben az 4ll, hogy ,,a tartdsan magas 6sztrogénszint, a tobbi nemi
hormon hatasat kiiktatva, pronociceptiv az orofacialis formalin modelljében”. Mire alapozza a
szerz6 ezen allitasat, mivel mas hormonok vizsgélata nem tortént? Ugyanezen a helyen emliti
a szerz0 az anoctamint, de nem emliti mibenlétét.

20./ A szerzb t6bb helyen mechanikus hiperalgéziat emlit a mechanikai helyett. Hasonléképpen
a termikus hiperalgézia helyett a termalis hiperalgézia kifejezés helyesebb lett volna.

21./ A 4.8. pont cimében kétszeresen is pontatlan a fogalmazas: egyfeldl a ,,kialakulasaban” sz6
helyett ,kialakulaséra” irand, masrészt nemi hormonok adasa nem tortént, csak a nemek
osszehasonlitésa. fgy csak indirekt modon lehet kévetkeztetni a nemi hormonok szerepére.
22./ A 102. oldalon a szerzé a cimben emliti az anandamidot, de csak jéval lejjebb definialja
ezt az agenst. Ebben a részben a szez6 azt allitja, hogy a kannabinoidreceptorok a kozponti
idegrendszerben talalhatok meg, de par sorral lejjebb lehetséges lokalizacidként emliti a
ganglion trigeminalet.

23./ A szerz6 nem emliti, hogy az anandamid a TRPV1-et csak magasabb koncentricioban
képes aktivalni. Ennek megfeleléen a TRPV1 ionotrép kannabinoidreceptorként valé emlitése
nem teljesen elfogadott a szakirodalomban: Tovabba mit jelent az a mondat, hogy ,,az
anandamid gétolja a CGRP és az NO indukalt durélis vazodilatéciét pre- és posztszinaptikus

tamadasponttal?

Tovabbi kérdések a doktori miivel kapcsolatban

1./ Az endotelfiiggd vazodilataciot kozvetitd receptorok altaldban Gg-proteinhez kapcsoltak. Pl.
az acetilkolin M3 receptora, a bradikinin B és Ba receptora, a H; hisztaminreceptor. Ezeknél az
endotelialis Ca**-koncentracié novekedése vezet a NOS aktivacidjahoz. Milyen endotelialis
jelatviteli at lehet a CGRP Gs-proteinhez kapcsolt receptora altal kozvetitette értagulat
hatterében?

2./ A 7. oldal utolsé bekezdésében a szerzé komoly szerepet tulajdonit a szerotoninnak a
fajdalom kialakuldsaban és fenntartasaban. Milyen adatok tamasztjak ala ezt, figyelembe véve,
hogy a szerotoninantagonistédkat nem hasznaljak analgetikumként.

3./ Miért nem tértént meg a guanilat-ciklaz gatlojanak vizsgalata a nitroglicerint alkalmazo
kisérletekben annak bizonyitaséra, hogy tényleg az NO felelds a nitroglicerin hatsaiért?

4./ A c-fos fehérje mint neuronélis aktivacios marker szerepe jol ismert. Van-e adat a nNOS
hasonl6 funkcidjara vonatkozoan a trigeminovaszkularis rendszeren kiviil?

5./ A CGRP-re vonatkozdan miért nem volt vizsgalat korabbi idépontban a formalin adasa utan?



6./ A szerz6 tobb esetben ANOVA-t haszndlt a statisztikai analizishez. Egyes
kisérletsorozatokban valamely post hoc teszttel tortént a paronkénti 6sszehasonlitas, maskor t-
probaval. Mi indokolja ezt a kiilsnbséget?

7./ Mi a mechanizmusa a kérgi kusz6 depresszionak (CSD)? Mi magyardzhatja, hogy
kivaltasahoz extrém magas, 1 mélos (!) K-koncentraci6 sziikséges? Hogyan aktivalja a CSD a
trigeminalis nociceptorokat?

8./ Az open-field teszt tekinthet6-e a nocicepcié vizsgalati médszerének?

9./ Eléfordulnak-e kannabinoidreceptorok a trigeminalis neuronok periférias végzddésein?
Lehet-e szerepiik az anandamid kimutatott hatasaiban?

10./ A szerz altal hasznalt modszerek valamelyikében lehetséges-¢ a trigeminalis aktivécié és
szenzibilizaci elkiilonitése?

11./ A 64. oldalon a szerz6 emliti, hogy a szumatriptan hatéastalansaga (az NTG-modellben az
nNOS expresszi6 tekintetében) annak is lehet a kovetkezménye, hogy a szer rosszul penetral a
kozponti idegrendszerbe. Nem szélnak ezen hipotézis ellen a szerzé 66. oldalon bemutatott
sajat eredményei, miszerint az IS-modellben a szumatriptan-elokezelés gatolta a CGRP,

TRPV1 és nNOS expressziot a TNC teriiletén?

A fentiekben felsorolt kritikai megjegyzéseim nem érintik a dolgozat f6 allitdsainak és
kovetkeztetéseinek a validitasat. A szamos megjegyzés ellenére meg vagyok gy6zédve arrol,
hogy a jelolt értékes munkassaggal rendelkezik, és az irasmii megfelel az MTA doktori
disszertacié formai és tartalmi kovetelményeinek. A doktori miiben felsorolt eredményeket
hitelesnek és az MTA doktora cim megszerzéséhez elegenddnek tartom, a doktori miivet

nyilvanos vitara alkalmasnak tartom.

Pécs, 2024. augusztus 6.
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Dr. Pethé Gabor
egyetemi tanar

az MTA doktora
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