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Mellékelve: hazi opponensi vélemény €s jelenléti iv két oldalon

Dr. Somogyi Gyorgy koszonti a megjelenteket és atadja a szét dr. Kozsurek Mark
doktorjeldltnek.

Doktorjelolt kb. 20-22 perces eldadasban ismerteti témaja irodalmi hatterét, célkitizéseit,
az alkalmazott médszereket, a kapott eredményeket, s az ezekbdl levonhato kovetkeztetéseket.

Prof. Dr. Majorossy Kalman, felkért hdzi opponens ismerteti az daltala eldzetesen
attanulmanyozott dolgozattal ¢és a megtartott prezentacidval kapcsolatos észrevételeit,
megjegyzéseit (mellékelve), és az irasbeli értékelésében megfogalmazott kérdések mellett tovabbi
kérdésekre kér valaszt:

e a gerincveld feliiletes laminai koziil miért kapott az értekezésben a lamina I joval

nagyobb hangstlyt, mint a lamina II,
e hogyan alakul a spinoparabrachialis és spinothalamicus projekci6 aranya és jelentosége
a kiilonb6z0 fajokban,

e mennyire ismert a feliiletes lamindkban talalhato kiilonb6zd sejtek morfologiai

megjelenésének és funkcidjanak viszonya.

Doktorjelolt valaszol a munkahelyi vita el6tt irdsban kézhez kapott hazi opponensi
értékelésben megfogalmazott és az opponens altal ujonnan feltett kérdésekre. A valaszokat a hazi
opponens ¢s a hallgatdsag elfogadja.

Prof. Dr. Donath Tibor tudomanytorténetileg helyezi el a dolgozatot azaltal, hogy
parhuzamot von a Knyihar és Csillik altal a gerincveldben az 1980-as években leirt fluorid-
rezisztens alkalikus-foszfataz jel616dés és a most ismertetett CART immunreaktivitas kozott.

Prof. Dr. Réthelyi Miklos, mint az Idegtudomanyi Doktori Iskola vezetdje koszonetet
mond Majorossy Professzor Urnak, hogy az értekezés hazi birdlatanak elkészitését elvallalta.
Elismerden nyilatkozik a doktorjeldlt munkdjarol, s hangsulyozza, hogy a bemutatott eredmények
0nallo6 és hazai kutatasbol szarmaznak.

Prof. Dr. Fehér Erzsébet gratulal az értekezéshez. Felhivja a hallgatosag figyelmét, hogy az
értekezés alapjat két, az European Journal of Neuroscience-ben megjelent cikk képezi, s ez
egyértelmiien az Anatémiai Intézet hirnevét oregbiti. Javasolja, hogy az angol terminologia helyett
a doktorjeldlt, aki egyben anatémus is, a hivatalos anatomiai ndmenklatirat hasznalja, pl. DRG
helyett ganglion spinale. Ugyancsak javasolja, hogy a védés soran az eredmények didaktikusabban,
pontokba szedve szerepeljenek.

Prof. Dr. Csillag Andras, intézetvezetd szintén elismerden nyilatkozik az értekezésrol, s a
hazi opponenshez csatlakozva maximalisan tdmogatja a dolgozat doktori értekezésként torténd
benyujtasat.

Tovabbi kérdés a doktorjeldlthdz nem 1€vén, Dr. Somogyi Gyorgy a hazi védést berekeszti.

Budapest, 2009. marcius 19.
Dr. Toth Zsuzsanna
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Szerzé 102 oldalon szdmol be magas szinvonali morfoldgiai és fizioldgiai jelentdségl

kisérletes vizsgalatair6l a CART peptid gerincvel6i neurondlis héalézatok nociceptiv informacid
feldolgozasaban jatszott szerepére vonatkozoan.
A téma aktudlis mert a fijdalom mindig a tudomany és az emberiség latoterében van, és a CART
peptid szamos lehetdséget feltard szerepe az érdeklddés kozéppontjaban all, jelentdsége ndvekedni
fog. A célnak megfeleld legmodernebb kisérleti moddszerek, és vegyszerek, feldolgozasok,
értékelések €s prezentacidjuk 27, zomében szines Osszetett abraban és 4 tablazatban kifogastalan,
latvanyos és jol attekinthetd. A bdséges irodalom siirlin és korrektiil kezelt. A dolgozat
stilisztikailag kifogastalan, helyenként kifejezetten olvasmanyos a sok szam, szazalék és rovidités
ellenére, ami a vilagos tablazatok érdeme is. Végightuzodik az értekezés fejezetein egy eldrehaladasi
iranyvonal, ami 0sszekdti a célokat az elérhetdséget jelentd adekvat modszerekkel, amelyek az elért
eredményeket biztositjadk és Osszevetésre nyujtanak lehetdséget. A szakmai ¢€s idegen kifejezések
irasmddja majdnem egységes, eliités alig van (ceruzaval jeloltem), és nyelve intelligens magyar. Az
értekezés Tartalomjegyzek, Roviditésjegyzék, Bevezetés, Célkitlizések, Modszerek, Eredmények,
Megbeszélés, Kovetkeztetések, Osszefoglalasra (magyar és angol nyelven) tagolodik melyet 33
oldalon irodalomjegyzék és sajat kozlemények jegyzéke kovet.

Bevezetés

Aranyaiban kissé tilméretezett (30%), azonban tagolodasa megfeleld, mert elészor a
szenzoros ¢€s nociceptiv informdcié utjait koveti a receptortdl a spinalis ganglionon keresztiil a
gerincveldig, majd a hats6 szarv neurondlis szervezddésében kiemelt jelentdségli feliiletes laminak
(lamina I-II) interneuron és projektiv sejtjeinek morfoldgiai, fiziologiai €s neurokémiai eltérd
sajatsagait ismerteti. Itt végzOdnek a nociceptiv informaciot szallitd vékony Ad és C rostok, és ezen
lamindk sejtjeib6l indulnak a fajdalmas stimulusokat tovabbité felszalld rostok, patkdnyban
leginkabb a lateralis parabrachialis area és a caudalis ventrolateralis medulla felé. Rovid, de
rendkiviil informativ klinikai vonatkozasok utdn a CART gén torténtét ismerteti a peptidekig 2008-
cal bezarolag. A CART peptidek 4altal szabalyozott széles spektrumi élettani folyamatok
ismertetését kovetden a CART nocicepcidoban betoltott szerepére utald irodalmi adatok és
Osszefiiggések zarjak a fejezetet.

Célkitizés

Mivel a gerincveld egyes szegmentumai funkciondlisan jelentds kiillonbséget mutatnak, és
a CART-immunreaktiv strukturdkat a gerincveld teljes hosszaban csak egérben irtdk le, ¢és
patkanyban csak a cervicalis és thoracalis segmentumokat, elso 1épésben a CART immunfestddést a
patkany gerincveld teljes hosszaban meg kivantak vizsgalni.

Céljuk volt megallapitani, hogy a patkany gerincveld hatso szarvanak feliiletes laminaiban
koncentralodott, erésen CART immunpozitiv fonat rostjai honnan szarmaznak: primer afferens,
lokalis interneuron vagy leszallo palya eredetiiek-e, és ha igen, azok mely altipusaihoz tartoznak.

A lamina I. CART immunreaktiv termindlisait elektronmikroszkopos szinten is vizsgaljak:
arra kerestek valaszt, szinaptizalnak-e a hatsé szarvban, s ha igen, milyen tipusti szinapszisokat
hoznak létre, s mik a posztszinaptikus targetek.



Mivel a CART immunpozitiv rostok legsiiriibben a lamina I teriileten vannak jelen, s mert
ugyanitt talalhatok azok a projekcios sejtek, melyek a nonciceptiv informaciot a kozpontok irdnyaba
tovabbitjak, felmeriilt a kérdés: a CART-erg rostok kozvetleniil végzddnek-e a projekcios sejteken,
ill. preferaljak-e ezek valamely neurokémiai vagy morfologiai altipusat. A CART peptid
nonciceptiv informacidfeldolgozasra gyakorolt hatasait viselkedési vizsgalatok tdmasztottak ala.
Ugyanakkor ismeretlen volt, hogy mindez pontosan hogyan torténik ¢és milyen
kapcsolatrendszereken keresztiil illeszkedik a CART peptid a gerincveld fajdalmas stimulusokat
fogado, feldolgozo és tovabbitd neuronhaldzatainak miitkodésébe.

Modszer

A Kkisérleti allatok 280-320 g tomegti him Wistar patkanyok. A mddszerek ismertetése az
egymast kovetd eljarasok sorrendjében torténik.

A CART peptid gerincvel6i megoszlasanak vizsgalatit egérbdl szarmazé6 CART
ellenanyaggal végezték az eldirasok szerint €és a szkenneléshez konfokalis 1ézerpasztazo rendszerrel
felszerelt mikroszkdpot hasznaltak.

Tobbes immunfluoreszcens festések. A CART peptid tartalmi rostok eredetének
meghatdrozasdhoz eldszor szelektiven jelolték a A rostokat kiprepardlt, atmetszett nervus
ischiadicust hasznalva, majd 3 nap utan a jelolt és intakt allatokbol is szarmaz6 metszeteken tobbes
immunhisztokémiai reakciokat végeztek, primer afferensekre, lokalis interneuronokra és leszalld
palyakra jellemz6é markerekkel az eldirasok szerint. A kolokalizacios analizisekhez a Neurolucida
for Confocal 4.34 szoftvert hasznaltak.

A primer afferensek neuropeptid tartalma. A CART peptid, CGRP, SP ¢és galanin

kolokalizacigjanak vizsgalata a lamina I- ben egérben termelt CART antitestet, kecske CGRP
ellenanyagot, patkdny anti-SP ellenanyagot ¢és nyulban termelt GAL ellenes antitestet tartalmazott
az elegy. Az analizishez Neurolucid for Confocal 4.34 szoftvert hasznéltak.
A gerincveld  felilletes  laminaiban ~ végz6dé  CART-immunreaktiv ~ terminalisok
elektronmikroszkopos vizsgalatat CART peptid ellenes antitestekkel és immunperoxidaz reakcioval
vagy monoklonalis CART peptid ellenes antitesttel és eziist intenzifikalt arany reakcioval tortént az
eldirasok szerint.

CART-immunreaktiv rostok végzodése a lamina I kiilonbozoé morfologiaju és neurokémiaju
projekcios sejtjein. A lamina I-ben elhelyezkedd projekcids sejteket retrograd jelolték sztereotaxias
modszerrel a lateralis parabranchialias aredba injektalt CTb segitségével. 7 nap mulva HRP
konjugalt kecskeellenes antitesttel inkubaltdk, kromogénnek diaminobenzidint hasznaltak az
eldirasok szerint. A metszeteket CART ellenes, egérben termelt antitestet, nytlban termelt NK1R
ellenanyagot, tengerimalacban termelt anti CGRP és kecske CTb antitestet tartalmazd primer
eleggyel kezelték az eldirasok szerint. 32 fuziform, 33 piramidalis és 31 multipolaris NK1R-
immunpozitiv valamint 15 NK1R-t nem exprimalt projekcids (CTb vel jeldlt) neuronrdl, azok teljes
térbeli nyualvanyrendszerérdl sorozatfelvételt készitettek és a konfokalis Neurolucida for Canfocal
4.34 szoftvercsomag NeuroExplorer 3.30 moduljaval rekonstruéltdk a dendriten és szoman végz6do
CART ill. CGRP immunreaktiv terminalisok felszini stiriségét.

Eredmények

A CART peptid gerincveldi megoszldsa patkanyban. Osszhangban a korabbi vizsgalatokkal
patkanyban is a CART festddést a cervicalistdl a sacralis szegmentumig lehetett kovetni. A
legintenzivebb volt a gerincveld feliiletes lamindiban a rost és termindlis festddés. Jelentds volt a
festddés a dorsolateralis kdtegben, beleértve a lateralis spinalis magot is, a canalis centralis kortil és
a thoracalis szegmentumokban az intermediolateralis magban.



A CART peptid kolokalizacioja primer afferens, interneuron és leszallo palya markerekkel.
A lamina I-ben a CART-pozitiv axonok tobbsége (72%-a) mig a lamina II-ben kisebb hanyada
(34%) volt CGRP immunreaktiv. A CART terminalisok 62%-a ill. 33%-a tartalmazott egyidejiileg
CGRP-t és SP-t is a lamina I ill. II-ben. Csak kevés CART-erg végzddés exprimalt egyszerre
CGRP-t és SOM-t (9,8% ¢és 0,9%) a lamina I és II-ben. IB4 ko6tédés alapjan azonositott nem
peptiderg primer afferens terminalisokban CART nem volt jelen. A nervus ischiadicusba adott CTb
hasonld megoszlasban jelolte a gerincvelében végzodo veldshiivelyes rostokat (jelentésen csak az
Adelta rostokat) mint ahogy arr6l kordbban masok beszamoltak. A CTb és a CART kozott nem
talaltak kolokalizaciot. A CART terminalisok fele (57%) és (48%) a lamina I és a II teriiletén
exprimalta a VGLUT2 glutamat transzportert. A CART-erg végzddések kis hanyadat (2,42% ¢és
6,75%) exprimalta csak a gatld interneuronmarker VGAT GABA transzportert, mig a GLYT2
glicin transzporterrel nem volt kolokalizacio. A CART peptidet és VGUT2-t egyarant tartalamzo,
de CGRP-t nem exprimal6 serkentd interneuronokhoz tartozo6 terminalisok 17%-a és 33%-a volt SP
pozitiv a lamina [ ill. II-ben, valamint ugyanott 15% ¢és 25% volt SOM-immunreaktiv. Az NT jelolt
CART-erg terminalisok szama elenyész0 volt (3% és 3%). Megfigyelésiik szerint a feliiletes
laminakban a CART peptid nem kolokalizalt a leszallo palyakra jellemzd markerekkel, sem az 5-
HTT transzporterrel sem a noradrenerg végzddésekben taldlhaté dopamin-f-hidrolazzal. A hatsé
gyoki ganglionokbol késziilt metszetekben kevés (10% alatti) CART peptidet exprimald sejtet és
rostot lattak. A CART pozitiv sejtek a kis sejtekhez tartoztak és tobbségiikben CGRP-t és SP-t is
tartalmaztak. Talaltak olyan idegsejteket is melyekben CART mellett sem CGRP, sem SP nem volt
jelen.

A CART peptid elofordulasi gyakorisaga a primer afferensekben valamint a CART peptid
és a GAL kolokalizacioja a lamina I. ben. A horizontalis metszetekben a lamina I teriiletén a
CART-erg végzddések tobbsége (79%) exprimalt CGRP-t. A CGRP-immunreaktiv terminalisok
csaknem mindegyike SP pozitiv (97%) volt és a CART peptid a CGRP/SP immunpozitiv
végzddések 49%-aban volt jelen. CGRP/SP tartalmli boutonok tobbsége (81%) GAL pozitiv volt és
a CGRP/SP/GAL pozitiv termindlisok fele (51%) tartalmazta a CART peptidet. A CART és CGRP-
t egylittesen exprimald termindlisok jorésze (72%) GAL pozitivnak bizonyult, mig a CART
immunreaktiv terminalisoknak csak kis hanyada volt egyidejiileg GAL és CGRP negativ.

Elekrtonmikroszkopos vizsgalatok. A CART immunreaktiv termindlisok szinaptikus
kapcsolatainak feltdrasara iranyult ultravékony metszetekben 25-30 boutont kdvetve. DAB
reakcioval az antitestek jO penetracioja lehet6vé tette a jelolt boutonok hosszabb sorozatmetszeten
valo kovetését. A 25-bdl 24 CART-erg axon aszimmetrikus szinapszissal végzddott valamely
neuron dendritjén, ill. szomajan, de mivel a kromogén kitoltotte teljesen, nem lehetett megallapitani
a profil mas jeldlt vagy jeloletlen axonhoz vald viszonyat. Az eziist-intenzifikalt arany technika
diszkrét megjelenésével nem fedi a jelolt axon ultrastruktarajat, viszont a szekunder antitiest a
hozzakotott kolloiddlis arany miatt rosszul penetrdl, és roviden biztositja a jeldlt termindlis
kovethetdségét. 30-bol 10 jeldlt terminalis szinapszissal végzodott valamely dendriten a tobbi jeldlt
axonvégzddés szorosan fekiidt hozza més jelolt vagy jeldletlen axonhoz, de axoaxonikus szinapszis
nem volt lathato.

Kovetkeztetések

Kutatdsi  eredményeik a  CART  peptid  gerincveléi  szinti  nociceptiv
informaciofeldolgozasban betoltott szerepének, anatomiai alapjainak, megismeréséhez jarulnak
hozza. A CART peptid nagy mennyiségben van jelen a gerincveld teljes hosszdban a hats6 szarv
feliiletes lamindiban, melyek a fijdalmas ingerek feldolgozasanak kiemelt jelentdségei. A CART a
lamina I teriileten végz6dé CGRP/SP tartalmi nociceptivnek tartott peptiderg C primer afferensek
egy jelentés részében megtalalhatd. A CART jelent6s mértékii kolokalizaciét mutat a galaninnal,
melyet a kronikus fajdalom szindromakban az egyik legfontosabb szerepet jatszo peptidnek



tartanak. A CART-erg rostok kozvetleniil végzddnek a lamina I projekcios neuronjain, melyen
tobbségiikben nociceptiv informaciot tovabbitanak a supraspinalis teriiletek felé.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak megvalaszolasara, hogy a NMDA glutamaterg
transzmissziot potencirozd CART peptid képes-e befolydsolni a lamina I neuronjain kialakulé LTP-
t, s gy szerepe lehet-e a kronikus fajdalom kialakitasaban vagy fenntartasaban. Ugyancsak indokolt
annak tanulmanyozasa, milyen modon Iép interakcioba a CART a napjainkban leghatékonyabbnak
tartott fajdalomcsillapitokkal, az opiatokkal. A CART noncicepcidoban betdltott szerepének
tisztazasahoz nagy mértékban jarulna hozza, ha sikeriilne receptorat vagy receptorait azonositani. A
késobbiekben pedig a receptoron hatd szelektiv vegyiiletek onmagukban vagy a ma ismert

crer

Megbeszélés

A megbeszélés értékes Osszehasonlitdsa a sajat eredmények irodalomban szerepld eredményekkel,
¢s kolesonds elhelyezkedés, mely 1j célok kitlizéséhez vezet.

Osszefoglalas
Az opponens feladatanak megfelelden néhany kérdésre varok szobeli valaszt.

40. o.: Mi a kiilonbség a glomerulusba 1ép6 specifikus afferens és a sz6l6 axonterminalist 1étesitd
lehetdségei kozott?

44. o.: Nyilvanvaldan varhatd volt, mert kiillonben nem csinaltatok volna, hogyan magyarazzuk a
leszallo palyak jelolddési hianyat, vagy a varhatosagat. Es a IB4, GLYT2, CTb?

45. 0.: Mi a csak CART pozitiv kis ganglionsejtek centralis nyulvanyainak a sorsa a lamina I-II-
ben?

50.-51.0.: Hany fajta neuron létezik a lamina I-II-ben morfologiai jelek alapjan?

A fentieket Osszefoglalva szerzd célkitlizéseit teljesitette, és értékes Uj eredményeivel a
CART peptid nocicepcioban betdltott szerepének tisztdzasdhoz nagymértékben jarult hozza. Az
értekezés beadasat messzemenden tdmogatasra javaslom.

Dr. Majorossy Kalman



