Valaszok Prof. Dr. Harsing Laszlé Gabor opponensi véleményére.

Elészor is koszéndm az opponensi munkat és a pozitiv értékelést. Eszrevételeire,
kérdéseire a kovetkez6 valaszokat adnam.

1. Megjegyzés:

Megadja tovébbd az alkalmazott statisztikai moédszereket. It jegyzem meg, hogy a statisztikai
adatszolgatatds esetenként hianyos: minden esetben, amikor atlag ¢s szords valamely formdja keriil
megadasra, a kisérleti esetszam (n) megadasa nem nélkiilszheto.

Opponens azon megjegyzésével, hogy az atlag és széras megaddsahoz szukséges az
esetszam megadasa, teljesen egyetértek. Dolgozatomban ezek az adatok valdban nem
kerultek tobb esetben sem megadasra, melynek oka, hogy a konkrét mérések leirasa a
publikaciékhoz képest roviditve kerllt bele a dolgozat metodikai eljarasokat taglald
részébe. Az egyes mérési modszereket lényeglkben igyekeztem megragadni, a leirasok
nem tartalmazzak minden mérés pontos korulmeényeit, igy jellemzéen az elemszamokat
sem. Valdban célszer lett volna az abrakhoz rendelve megadni az egyes elemszamokat
is, de mivel a statisztikai analizisek is 0sszefoglalva kerlltek leirdsra, és ott adtam meg az
altaldnosan alkalmazott szignifikancia-szintet, amire az érvényes szignifikanciat
meghataroztuk, igy az elemszamok minden esetre torténé megadasatol is eltekintettem.
Ezek az adatok viszont minden esetben megtalalhaték a forrdspublikacidkban, vagy a
metodikai leirasoknal, vagy az abraalairasokban.

2. Megjegyzés:

1. Az Ertekezés viszonylag nagy szamu roviditést tartalmaz, amelyek listdja az értekezeés
végére keriilt. Ez azzan jar, hogy az olvasonak rendszeresen vissza kell lapoznia a listahoz a rovidités
megértéséért. Valamely rovdités bevezetése elott az elsd alkalommal torténo alkalmazasnal a
zsGvegben a rovidités ismételten nem keriil kitrasra.

Aroviditésjegyzék elhelyezését nem gondoltam kritikus pontnak, habar meg tudom érteni
opponens észrevételét. Az okozott kényelmetlenségéért elnézését kérem. A roviditéseket
igyekeztem minden esetben utanellenérizni, hogy elsé alkalommal a feloldasa is

megtorténjen, elnézést, ha legjobb szandékom ellenére mégis sikerult elfelejtkeznem
néhanyrol.

3. Megjegyzés:

2. Az Ertekezés nem tartalmazza a sajat kozlemenycket, az Irodalom jegyzekben vastag
betlivel szedett kdzleményekrdl vélhetd, hogy azok, amelyek az Ertelezés alapjat képezik. Az
hivatkozésok azonban csak az elso szerzo nevét jeldlik, valamint az elsé oldal oldalszamat.

Valéban, ahogyan az irodalomjegyzék elején irtam, a vastagon szedett hivatkozasok
szolgaltak az értekezés eredményeinek alapjaul. A részletes lista megtalalhatdo a
tézisfuzet 8-9. oldalain.



4. Megjegyzés:

3. Tapasztalhaté bizonyos ardnytalansagok: az Irodalmi clézmények, amely a Bevezetésnek
felel meg, 27 oldal, mig az Osszefoglalas-kitekintés 6 oldal terjedelm.

Koszonom az észrevételt, ez szdndékos szerkesztés eredménye. Az Osszefoglalas-
kitekintés részben nem gondoltam mar minden korabbi eredmény diszkusszidjat
szerepeltetni, ezeket inkabb az eredmények mellett gondoltam megadni, ezért lett annak
a fejezetnek eredmények és értékelésuk a cime. Az dsszefoglalast inkabb konkluzivnak
szantam, mintsem részletezdnek, emiatt a viszonylag rovidebb terjedelem. Az irodalmi
attekintés pedig szintén egy atcsoportositas eredménye lett, mivel a kezdeti verziokban a
konkrét eredmeényeket megalapozé specialis irodalmi elézményeket is az eredmények
részben szerepeltettem. Végul az utolsd fazisban kerultek ezek at az irodalmi
el6zményekhez, melyet roviditettem, de a munka témai diverzitasa miatt egy bizonyos
terjedelem ala mar nem tudtam leszoritani az elézményeket. Valészinlleg, ha az elsé
megoldast alkalmazom, a fejezetek terjedelme kiegyenstlyozottabb lehetett volna, ez
viszont az irodalmi alapozas szétszabdalasaval jart volna.

5. Kérdés:

l. A 4.8.pontban emliti 4j statisztikai modszer kialakitasat és alkalmazasat a Morris Water

Maze vizsgélatban. A modszert kiterjedten alkalmazzdk konvenciondlis statisztikai rendszerek

felhasznalasaval. Miért volt szilkséges 1j eljaras kidolgozasara, mennyiben elfogadott annak

alkalmazasa?
A Richard Morris altal 1981-ben kifejlesztett Morris Water Maze (MWM) teszt egy széles
korben hasznalt magatartasvizsgalati mdodszer, amelyet ragcsalok, kiilondsen egerek
térbeli tanulasanak és memoriajanak értékelésére hasznalunk. Az MWM-teszt
eredmeényeinek kiértékelése soran alkalmazott elsédleges statisztikai modszerek kozé
tartozik a varianciaanalizis (ANOVA) és az azt kovetd kulonféle post hoc tesztek a
csoportok kozotti szignifikans kulonbségek meghatarozasara.

Az MWM moddszer lényege viszont, hogy a mérési alanyok (egerek) minden méréskor
ugyanazok, a platform megtalalasi idejuk pedig a tanulasi periddus alatt folyamatosan
csokken. Igy az egyes napokon mérhetdé adatok nem fliggetlenek egymadstdl, ezért a
legelterjedtebben hasznalt egyutas ANOVA nem alkalmas a kiértékelésre. Ezért tobb
tanulmanyban ismétléses ANOVA-t is alkalmaztak mar. Ez a megkozelités eredendéen
kontrollalja az egyéni kulonbségeket, csokkenti az alanyok kozotti valtozékonysaggal
kapcsolatos hibavarianst. Az ismétlédé mérések kialakitasa lehetévé teszi a kezelés
hatasainak érzékenyebb kimutatasat, mivel figyelembe veszi az ismétl6dé megfigyelések
kozotti korrelaciokat (Muhammad et al., 2013).

A kevert modelles ANOVA egyesiti az egyutas és az ismétléses ANOVA jellemzéit.
Kilonosen hasznos, ha a kutatdk olyan adatokat akarnak elemezni, amelyek mind fix
hatdsokat (pl. kezelési feltételek), mind véletlen hatasokat (pl. az alanyok kozotti egyéni
kilénbségek) tartalmaznak (West, 2009; Kain et al., 2015). Ez a modell lehetévé teszi
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mind az alanyok kozotti, mind az alanyokon belili tényez6k bevonéasat, igy sokoldaltuan
alkalmazhaté komplex kisérleti tervekhez. A vegyes modellek hatékonyabban képesek
kezelni a kiegyensulyozatlan adatokat és a hianyzo értékeket, mint a hagyomanyos
ANOVA-modszerek, ami jelentds elény longitudinalis vizsgalatokban.

A fentiek alapjan tehat az MWM vizsgalatok kiértékelésére kevert modelles ANOVA
lehetne a legmegfelelébb, viszont félrevezeté eredményeket adhat, ha az adatok normal
vagy kozelitéen normal eloszlasanak kritériuma nem teljesul. A probléma viszont ott
merul fel, hogy a publikalt kisérleti leirasok sosem fedik fel azokat a gyakorlatban
alkalmazott metodikai finomitdsokat, melyek kovetkeztében az adatok Gauss-eloszlasa
nem teljesul. Ezekkel a finomitasokkal a kisérletek valds id6ben elvégezhetbek lesznek (pl
nem varunk hosszu ideig arra, hogy egy egér magatol megtalalja a platformot, hanem
adott id6 utan felhelyezziik), az adathalmaz eloszlasat viszont torzitjak. Igy sziikségesnek
talaltuk egy, a kisérlethez illesztett nemparaméteres eljaras kidolgozasat, melyet az
eredményeink mellett kozoltiink. Mindazonaltal a nem parametrikus tesztek, bar kevésbé
érzékenyek a feltételezések megsértésére, gyakran alacsonyabb statisztikai erejlek
parametrikus tarsaikhoz képest. Ez azt jelenti, hogy elé6fordulhat, hogy nem észlelnek
szignifikans hatasokat, ha azok léteznek, kulondsen nagyobb mintakban (Nwobi &
Akanno, 2021). Emiatt sajat eljarasunkat teszteltiik mind a fals pozitiv, mind a fals negativ
kovetkeztetések kiszlrésének hatékonysagara.

A megjelenés ota erre a publikacidonkra 10 fliggetlen idézés keletkezett, azonban ezeket
attekintve nyilvanvald, hogy nem a statisztikai eljarast hivatkozzak a szerzék. Valészin(ileg
egy viselkedés-magatartasvizsgalatra jobban specializaldodott folydiratban nagyobb
figyelmet kaphatott volna maga a kiértékelési metodika.
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2. A receptorkotési tesztben membran preparalas két species (tengerimalac és patkany)-bol és
méjszovetbol tortént egy olyan vizsgalati korben, amely donté mértcken a kozponti idegrendszert
érinti. Mi volt a meggondolés, hogy membran prepardlas nem agybol (corex vagy hippocampus)
tortént?

A proteinatlas.org oldalon elérhet6 abrat szeretném valaszom illusztralasaként
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Habar az irodalmi adatok szerint a szigma-1 receptor expresszidja a megfelel§ agyi
tertleteken magas, az RNS-mennyiség 6sszehasonlitd analizise szerint a majszovetben
varhato a legnagyobb receptors(riség. A Cagnotto és csoportja altal meghatarozott érték
patkany agyszovetben 280 fmol/mg protein volt [*H]-(+)-pentazocin alkalmazasa mellett
(Cagnotto et al., 1994). Sajat méréseink szerint a tengerimalac maj-preparatumban 1072
fmol/mg protein volt a receptorsir(iség értéke. Ezen kivil metodikai szempontbol
konnyebben kivitelezhetd volt a membranpreparatum nagy mennyiségben torténd
eléallitasa, amire azért volt szlikség, mert a referencia vegyulletek mellett az in silico
sz(rés eredményeként addédo, viszonylag nagy szamu potencialis STR modulator
kotédésvizsgalatat is el kellett végeznuink. Végeztink receptorkotési kisérleteket egér
agyszovetbél eldallitott preparatumon is (Szabd et al., 2021), tapasztalataink szerint a
[®H]-(+)-pentazocin kotdédési allanddja jo egyezést mutatott a kétféle preparatummal
végzett kisérletben.
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3. 12 Molekula receptorkotési eredményét kozli, ezek szerkezetileg kiiloallo molelulak ¢s a
megadott inhibiciés konstans (Ki) értékek alapjan tobbszérosen gyengébb hatasuk, mint a referens
vegyiiletek. Referenst legkifejezettebben megkozelité az L1 vegyiilet S enantiomerje. Van-e itt
szerkezeti hasonlosag a referens vegyiiletek és az L1 vegyiilet szerkezete kozott? A 11. tablazatban
kozolt Ki értékek SIR vagy S2R-re vonatkoznak-e?

Valaszomban el&szor a referenciavegyliletek szerkezetét szeretném 6sszehasonlitani. A
leggyakrabban alkalmazott S1R-modulator referencia vegyulet a (+)-pentazocin, mely egy
benzomorfan-szarmazék, benne egy fenilcsoport kapcsolddik egy morfinan-alapvazhoz.
A piperidin-gy(irGd tercier aminocsoportja a molekula farmakolégiai hatasanak
kialakulasaban fontos szerepet jatszik. A cutamesine egy piperazin-szarmazék, a gy(rd
két nitrogénjén egy-egy fenalkil-csoport talalhaté. A feniletilcsoporthoz metoxicsoportok
kapcsoldédnak az aromas gy(ird 3. és 4. pozicidjaban, mig a fenilpropilcsoporthoz nem
kapcsoldédnak tovabbi funkcids csoportok. A fluvoxamin, mely egy szelektiv szerotonin-
Ujrafelvételt gatlé molekula, egy fenilpropilamin szarmazék. A haloperidol kézponti eleme
egy piperidingylrd, mely 4-es pozicioban hidroxilcsoporttal és p-Cl—fenilcsoporttal
szubsztitualt, a nitrogén pedig szintén egy tercier amin, harmadik szubsztituense
viszonylag nagyobb tavolsagban pedig szintén tartalmaz egy aromas csoportot.
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2005-6s o6sszefoglald munkajaban Glennon azonositotta az S1R receptorhoz vald
kotédéshez szikséges szerkezeti elemeket, melyeket az addig felfedezett ligandumok
O0sszehasonlitasaval nyert (Glennon, 2005). Modellje szerint az S1R kotézsebének
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kézpontjaban egy aminkot6hely taldlhaté, amit két hidrofdb régié szegélyez. Az
elsGdleges hidrofob régié ugy helyezkedik el, hogy egy 6t- vagy hattagu, esetleg aromés
gylrlvel kedvezd kélcsonhatast tudjon kialakitani. A mésodlagos hidroféb hely
valoszinlleg valamivel kisebb, mint az elsédleges hely, és optimalisan egy haromatomos
lancot fogad be. Mindkét hidroféb helyhez kapcsolédik egy tovabbi régié, mely megengedi
a hidroféb csoport méretének novelését, de ez altaldban nem noveli az affinitast. Az amin
lehet szekunder vagy tercier, utobbi esetben a viszonylag kis szubsztituensek az
optimalisak. Az aminrész ciklikus szerkezetbe, példaul pirrolidin-, piperidin- vagy
piperazingylrlbe is bedgyazhato.

A Glennon altal meghatarozott szerkezeti kovetelmények az elébbiekben felsorolt
referenciavegyuletekre j6 kozelitéssel érvényesek. Az altalunk kivalasztott L1 molekula
tetrahidroizokinolin-alapvazas, ezzel biztositva a bazikus szekunder amin funkciét, mely
egy 6-tagu gylriben talalhatd. Az aromas gylrl az elsédleges hidroféb kotéhely
toleranciarégiojaba illeszkedik, mig a nitrogén melletti szénhez kapcsolédé viszonylag
flexbilis, aromas csoportot 4 atomcsoportnyi tdvolsédgra tartalmazé szubsztituens és a
masodlagos hidroféb régio kozott szintén kialakulhat kedvezé kélcsénhatas.

A 11-es tdblazat a [*H]-(+)-pentazocinnal szemben mért K; értékeket tartalmazza, melyek
a vegyulletek S1-receptorhoz valé affinitasat jellemzik.
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