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Valaszok Dr Sziics Maria professzornd opponensi véleményére, melyet a ,,Characterization of new
antinocicepive ligands in rat model: preclinical studies,, cimii Ph.D. munkammal kapcsolatban
megfogalmazott.

Tisztel Professzornd !

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni, hogy elvallalta Ph.D. munkam opponensi felkérését.

Szeretném megkdszonni munkdm alapos, mélyrehaté elemzését és szdmomra kedvezd megitélését.
Gondolatébresztd megjegyzései, kérdései alkalmat adtak munkan ismételt, alapos atgondolasara. Az
opponensi véleményben megfogalmazott kritikai észrevételek, megjegyzések és kérdések lehetdséget
biztositanak a dolgozat talan kevésbé kidolgozott részeinek pontosabb értelmezéséhez.

Professzorné megjegyzéseire az alabbiakban szeretnék valaszolni:

1. Az Aims fejezet tal rovidre sikeriilt, melyben nem szerepel sem a ligandok szerkezete, Sem az ok,
hogy milyen megfontolas alapjan keriiltek ezek a ligandok kivalasztasra.

Egyetértek opponens asszony véleményével, a fejezet rovid, ennek oka, hogy csak a kozvetlen, pontokba
szedett célkitlizéseimet kivantam ismertetni.

Az anyagok kivalasztasanak szempontjai, az ezeket megel6z6 funkcionalis és receptorkotési vizsgalatok
ismertetését a Discussion fejezet elejére tettem. Lehetséges, hogy szerencsésebb lett volna a célkitiizések
kozott bemutatni ezeket, de szerettem volna elkeriilni az ismétléseket.

2. A Materials and Methods fejezetben (p.38) szerepel egy tablazat, ami hianyos és zavaros. Tévesen
szerepel a ligandok szerkezetében az Achce és nincs megmagyarazva, hogy ez minek lenne a roviditése.

A szintetizalt EM-2 derivatumokat Toth Géza professzor ur és munkatarsai biztositottak szamunkra. A
szintézist €s az in vitro méréseket 0k végezték el, erre utalok a tablazat magyarazataban a 39. oldalon,
az erre vonatkoz6 in vitro eredményeket 2011-ben k6zo6lték le (Keresztes és mtsai, 2011). A 2-amino
ciklohexan karbonsav (Achc) roviditését ebben a kdzleményben is igy alkalmaztak, ennek megfeleléen
hasznaltuk mi is. Bar a roviditések jegyzékében feltiintettem az Achc magyarazatat, valoban azt a
tablazat keretében is meg kellett volna tennem.

A rendelkezésre allo tablazat oldalba illesztése eredményezte a K; érték szamainak két sorba torténd
bontasat, ami valéban nagyon zavaro.

3. Az endomorfin szarmazékokkal sziiletett eredményeket bemutat6 abrak félresikertiltek, opponensnek
a csatolt cikk nyujtott segitséget a megértéshez, ezért javaslom, a jelenlegi A-D abrak javitasat. A-D
abrak nagyon kicsik, a hasonld szimbolumok és szinek pl. kontrol és EM esetén az olvasot nehéz feladat
elé allitjak. A szignifikancia jeleknek az egyes mérési pontok f6lott kell szerepelnie. Fig D 6ssze lett
préselve és a szimbolumok csak részben latszanak 10pg dozisnal. F-K-nal az abraszovegbdl hianyzik,
hogy a szignifikancia jelek mit reprezentalnak.

Egyetértek opponens asszony biralataval, melyben az abrak méretét kifogasolja. Szamomra is problémat
jelentett az abrak méretezése, ez volt az a maximalis méret mellyel még ugy éreztem nem csorbitom
az érthetdséget. Nagyobb méret mellett a dolgozat tagoltsdga mar zavarod lett volna illetve jelent6sen


https://core.ac.uk/display/132277388?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

tulléptem volna a rendelkezésre allo oldalkikotést. Megoldast jelenthetett volna, ha mellékletben a
szoveg terjedelmét nem befolydsold6 mddon tudtam volna bemutatni az abrakat. A helyhiany
magyarazza, hogy a szignifikancia jelek az adott id6intervallumok f61¢ keriiltek, de mivel szinkddoltak
reméltem, hogy konnyen értelmezhetdek.

A Figure D abra valoban konnyebben értelmezhetébb lett volna az AUC értékek (fiiggdleges tengely)
széthuzasaval.

A Figure F-K abrak magyarazatanal hianyzik a szignifikancia jelek értelmezése, ezt szintén helyhiany
miatt hagytam el gondolva arra, hogy az egységes jelhasznalat az el6z6 abrak alapjan értelmezi a jelet.

El6adasomban igyekszem attekinthetd abrakat bemutatni, amelyek az eredményeket érthetové teszik.

4. A dolgozat vegyesen nevezi az Opioid receptor tipusokat ,,mu-, delta-, kappa opioid”-nak illetve a
gorog betlis ,,u, 6, k opioid”-nak és a MOR roviditést sem konzekvensen hasznalja, ezt egyesiteni
kellene.

Egyetértek professzornd erre vonatkozo birdlataval, és eldaddsomban igyekszem egységes roviditést
alkalmazni.

5. Az endomorfin-1 és endomorfin 2-et Zadina és mtsai 1997-ben fedezték fel és a Nature-ben kozolték.
Az értekezés szovegében (p.19), a tézisekben, s6t az irodalomjegyzékben is helyteleniil 1977 szerepel.

Egyetértek professzornd erre vonatkozo biralataval, valoban eliras tortént.

6. A 21. oldal legtetején szerepel ,,EM produced dose-dependent, naloxone-reversible analgesia” etc. A
megadott referencia Li et al. 1976 referencia téves, a cikk B-endorfinrol szol.

Egyetértek profeszornd erre vonatkozo biralataval, valoban eliras tortént. A helyes kdzlemény:

Li ZH, Shan LD, Jiang XH, Guo SY, Yu GD, Hisamitsu T, Yin QZ. Analgesic effect of endomorphin-
1. Acta Pharmacol Sin. 2001;22:976-80

7. A Methods-bol nem deriil ki, hogy a Series 1-ben az oszteoarthritisz indukalasara hasznalt MIA
minek a roviditése és az sem, hogy ez irodalombol atvett modszer-e (p.39).

A MIA-ta 36. oldalon a Drugs részben emlitettem meg el6szor, és itt jeleztem a roviditést ,,monosodium
iodoacetate (MIA)” is. A késobbiekben mar csak a MIA roviditést hasznaltam.

A MIA hatasmechanizmusara, mely szerint a kondrocitak metabolizmusat befolyasolva okoz
oszteoarthritiszt a Discussioban (p.51) tértem ki, talan valdban jobb lett volna, mar itt utalni a
hatdsmechanizmusra. A MIA hasznalatat oszteoarthritisz kovetkeztében kivaltott fajdalom vizsgalatara
Bove és mtarsai vezették be 2010 (p.51).

Professzorngd kérdéseire valaszaim a kovetkezok:

1. Mi indokolta, hogy az endorfinok €s a kannabinoidok vizsgalata mas fajdalom modellben (akut,
illetve kronikus gyulladas) tortént?



Az irodalomban fellelhet6 adatok, vizsgalatok elemzése alapjan valasztottuk ki modelliinket.

Szamos endomorfin derivatum fajdalomcsillapité hatasat vizsgaltak ¢és igazoltdk szisztémas,
intracerebroventrikularis alkalmazas soran akut fajdalom tesztekben in vivo és in vitro koriilmények
kozott, ellenben csak néhany tanulmany vizsgalta spinalis alkalmazas soran ezen készitmények
hatasossagat (Labuz és mtsai, 2003; Krusszynski és mtsai, 2005; Perlokowska és mtsai, 2009, 2010;
Gao és mtsai, 2006; Yu és mtsai, 2007, Wang és mtsai, 2011; Mallareddy és mtsai, 2011). Ugyanakkor
nem rendelkeztiink adatokkal ezen vegytiletek hatasairdl kronikus fajdalom modellben.

Eredményeink igazoltak, hogy a morfin, endomorfin-2 és az alkalmazott derivatumok, intratekalis
alkalmazasa csokkenti a MIA éaltal 1étrehozott mechanikai allodiniat, alatamasztva a gerincvelOben az
opioid receptorok szerepét ezen tipusu fajdalomban.

A maésodik kisérleti sorozatban, az endogén kannabinoidok vizsgalatakor a spinalis alkalmazasra
fokuszaltunk, az irodalmi adatok dontéen akut fajdalom modellbdl szarmaznak.

Ezen ligandok hatésair6l spinalis szinten relative kevés adat allt rendelkezésre. Korabbi tanulmanyok
igazoltak, hogy az intratekalisan alkalmazott anandamid csokkenti az érzékenységet akut hd-fajdalom
tesztben (hot plate, tail flick teszt), a fenti hatasok kialakulasaban mind a CB1, mind a TRPV1 receptor
szerepet jatszik (Yaksh és mtsai, 2006; Horvath és mtsai, 2008; Tuboly és mtsai, 2009).

A 2-AG fajdalomcsillapito hatasat csak néhany publikacié tAmasztja ala. Szisztémas alkalmazas mellett
akut fajdalom tesztben (Mechoulam és mtsai, 1995; Ben Shabat és mtsai, 1998), lokalis alkalmazas
soran formalin és karragén tesztben talaltak hatasosnak (Guindon és mtsai, 2007; Mecs és mtsai, 2010).
Ami a spinalis alkalmazast illeti, mi voltunk az els6k, akik igazoltak a szer fajdalomesillapitd hatasat és
azt, hogy ez a hatas gatolhatdé CB1 antagonista készitménnyel (CB2 antagonostaval nem), ebbédl az
kovetkezik, hogy a 2-AG fajdalomcsillapitd hatasa spinalis szinten féleg a CB1 receptor aktivitasanak
a kovetkezménye.

Bar a két kdzlemény ugyanazon évben jelent meg, laborardriumunkban az inkabb akut gyulladasos
fajdalomhoz kothetd karragén alkalmazasa helyett attértiink a human arthropatiat jobban szimulalo
oszteoartrozis modelljére. gy az endomorfin derivatumokat méar ebben a tesztben vizsgaltuk meg, és
igazoltuk, hogy a porcdestrukcio miatt kialakul6 kronikus fajdalom modelljében is hatékonyak ezek a
ligandok.

2. Ismert-e, hogy az iziileti gyulladds hogyan befolyéasolja az Opioid, illetve CB receptorok szamat,
affinitasat? Megvaltozik-e az agonistak analgetikus potencialja a normal szovetben mért értékhez
képest?

Az oszteoartritiszt, mint degenerativ betegséget az iziileti porc karosodasa jellemzi. Kéroktana hem
teljesen tisztazott ebben mechanikai, metabolikus és gyulladasos folyamatok is részt vesznek.

Klinikai megjelenési formaja komplex, a fajdalmas allapotot mind nociceptiv, mind neuropathias
mechanizmusok meghatarozzak.

Klinikai és kisérleti eredmények azt igazoltak, hogy az Opioidok periférias fajdalomesillapito
hatékonysaga fokozodik gyulladas vagy szoveti sériilés esetén, de az érintett folyamatok még nem teljes
korien feltartak (Stein, 1993; Zollner és mtsai, 2003; Obara és mtsai, 2009; Zambelli és mtsai, 2014).
A jelenség mogott kimutathato volt az emelkedett opioid receptor mRNA szint, fokozott 6pioid receptor
expresszio (Maekawa és mtsai, 1996; Puehler és mtsai, 2004). Tovabba novekedett az dpioid agonistak
kotodése (Zollner és mtsai, 2003; Shaqura és mtsai, 2004), és gyulladas soran fokozodott az endogén
opioidok felszabadulasa is (Stein,1993). Az o6pioid receptor aktivitds szabalyozasidban szamos
intracellularis jelatviteli kaszkad szerepe felmeriilt, igy a PI3K,/AKT (Cunha és mtsai, 2010), csakagy
mint a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPKS) és protein kinaz C (PKC) (Connor és Christie, 1999).



Tobb szerzé vizsgalta az idegnovekedési faktor (NGF) szerepét (Pezet és mtsai, 2001; Mousa és mtsai,
2007).

Szamos bizonyiték azt tamasztja ald, hogy az endokannabinoid rendszer aktivan részt vesz az
ki ragcesalok iziileti szoveteiben (Schuelert és McDougall 2008; Schuelert és mtsai, 2010), tovabba
emberben (Richardson és mtsai, 2008). Nemcsak a CB1 és CB2 receptor mMRNA szint emelkedését
mutattak ki, de az anandamid és 2-AG szintjének emelkedését is synovialis biopsziaval oszteoartrotikus
izeletekb6l (Richardson és mtsai, 2008). GerincvelGi szinten az anandamid, a 2-AG valamint a
szintetizald enzimek szintjének az emelkedését is kimutattdk patkanyokban MIA altal indukalt
oszteoartritisz esetén (Sagar és mtsai, 2010). A CB1 és CB2 receptor expressziojanak gatlasat talaltak
az azonos oldali gerincvel6i szinten egerekben MIA injektalasat kovetden, melynek magyarazata
valosziniileg a spinalis szinten mért emelkedett endokannabinoid szint (La Porta és mtsai, 2013).
Génmodositott egéreken végzett kisérletekben kimutattak, hogy, CB-2 receptor knockout egerekben a
MIA adasa utan kialakult mechanikai allodinia fokozodott, mig hasonl6 hatas CB1 receptor knockout
egerekben nem volt megfigyelheté (Racz és mtsai, 2008, La Porta és mtsai 2013).

CB1 receptor agonista, arachidonyl-2-chloroethylamide (ACEA) lokalis adasa a térdiziiletben,
csokkentette az afferens nociceptorok hiperszenzitivitasat patkanyokban MIA modellben, a folyamatban
mind a CB1 receptor, mind a TRPV1 receptor érintett (Schuelert és McDougall 2008). A-796260 (CB2
receptor agonista) szisztémas adasa dozis fiiggd analgetikus hatast eredményezett patkany MIA
modellben (Yao és mtsai 2008). Hasonl6 eredményrdl szamoltak be, amikor JWH133, (CB2 receptor
agonista) hatat vizsgaltak hasonlo modellben (Burnston és mtsai, 2013).

Az endokannabinoid szint novelésének masik lehetséges modja a lebontasuk gatlasa. A zsirsavamid-
hidrolaz gatld6 URB597 szisztémds ¢s lokalis addsa mellett tapasztaltak fajdalomcsillapité hatast
oszteoarthritisz modellben (Schuelert és mtsai, 2011).

Az oszteoarthritisz soran a kannabinoidok szerepe nemcsak a fajdalomcsillapitasban, de a
gyulladascsokkentésben tovabba a porc és csontsejtekre kifejtett hatasaban is felmertilt.

A kannabinoidok direkt hatast gyakorolnak a porcsejtekre a szindvium és a csont anyagcserére, igymint
szabalyozzak a csont tdmegét, a csontvesztést, a csontsejtek funkcidjat, de a mechanizmus nem minden
részletében tisztazott (Idris és Ralstron 2012). Szintetikus kannabinoidok véd6 hatast fejtenek ki a porc
extracellularis matrixat érint0 degradacid soran, gatoljak a gyulladdasos mediatorok szintéziét tobbek
kozott reumatoid artritiszben (Mbvandula és mtsai, 2005, 2006, Selvi és mtsai, 2008). Feltételezik, hogy
a CBI1 ¢és CB2 receptor expresszio fokozodasa protektiv hatast fejt ki a porc remodellaciora porcbeiiltetés
soran (Lee és mtsai, 2012).

3. Probaltak-e az uj endomorfin szarmazékok in vivo hatasat naloxonnal antagonizalni?

Ilyen jellegli vizsgalatot nem végeztiink, elfogadtuk az in vitro eredményeket, de tovabbi preklinikai
vizsgalatokban ezeket a kisérleteket is el kell végezni.

4. A dolgozatban az Uj endomorfin szarmazékok ED,s étékeit hasonlitottak Ossze, amelyek nem
kiilonboztek szignifikansan az alapvegyiilettél. Hasonld eredményt kaptak volna, ha az EDs, értéket
hasonlitjak dssze, melyek jobban korrelalhatok a GTP,S mérés ECs, és receprorkotés K; értekével?

Mivel egyes ligandok nem érték el (elsdsorban rovid hatastartamuk miatt) az EDs, értéket, ezért az
Osszehasonlithatosag kedvéért szamoltunk az ED,5 értékekkel.
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