Valaszok a doktori értekezéssel kapcsolatban az opponensek altal
megfogalmazott kérdésekre

A kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (CART) peptid a gerincveldi szintii nociceptiv
informéaciofeldolgozasban szerepet jatszo neuronalis halézatokban
(doktori értekezés)
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“... a CART-pozitiv rostok egy része primer afferens eredetii. A kérdésre elegans valaszt adhatott
volna a hatsogyokeér atmetszés kovetkezményeinek tanulmanyozasa, ... vagy azok a szenzoros
kutatasokban alkalmazott technikak, melyek a capsaicin szelektiv neurotoxikus hatdasan alapulnak.”

A hatso szarv feliiletes lamindiban nagy mennyiségben ¢észlelt CART-tartalma rostok
primer afferens eredetének igazoldsara rhizotomiat is végeztiink, mely a laesio oldalan a CART-
immunreaktivitds nagyfoku csokkenését mutatta. Ugyanakkor vizsgélatainknak célja volt annak
meghatdrozasa, hogy mely primer afferens populaciok tartalmazzdk a CART-ot, erre a kérdésre
pedig a hatsé gyokér atmetszése Gnmagaban nem adott volna valaszt. Es mivel a hatsé gyokereket
csak egyetlen allatban vagtuk at, az igy kapott eredményt nem publikaltuk.

A CART peptid neuropatias fajdalomban betoltott szerepét illetden még vizsgalatok
vannak folyamatban. A CART-erg rostok primer afferens eredete mellett szol az is, hogy a n.
ischiadicus atvagasaval eldidézett neuropatias modellnél az ideg gerincveldi végzodési helyének
megfeleld tertileten a CART-immunreaktivitas drasztikus kiesését észleltiik.

“ ... hianyolom, hogy nem alkalmazott CART+TRPVI kettos immunfestést, hiszen a TRPVI a
nociceptiv primer afferensek jelenleg dltalanosan elfogadott markere (sokkal inkabb, mint a
CGRP)”

Irodalmi adatok azt mutatjadk, hogy a TRPV 1-receptort mind a peptiderg (CGRP+), mind a
nem-peptiderg (IB4+) C nociceptiv afferensekhez tartoz6 ganglionsejtek exprimaljak, de a TRPV1-
receptor mindkét neuronpopulacionak csak egy részében taldlhatdo meg [Guo és mtsai, 1999, Eur J
Neurosci 11:946-58; Price and Flores 2007, J Pain 8:263-72]. Kisérleteinkben a CGRP-t nem mint
nociceptiv, hanem mint primer afferens markert hasznaltuk, és nociceptiv primer afferensnek csak a
CGRP+/SP+ rostokat tekintettiik, mivel altalanosan elfogadott, hogy minden SP-immunpozitiv
primer afferens nociceptiv [Julius és Basbaum, 2001, Nature 413:203-10]

“«“

a ganglionsejtekben a peptid szintése alacsony szinten folyik, és a peptid gyorsan
transzportalodik a végzodesek felé. Tettek-e kisérletet ennek ... bizonyitasara?”

Az elméletet kisérlettel nem bizonyitottuk. A jovoben a feltételezést alatdmaszthatja, ha a
DRG sejtek nagyob hanyadéaban jelenik meg a CART kolchicin kezelést vagy rhizotomiat kdvetden.



“...a CTb nem feltétleniil specifikus markere a veloshiivelyii idegrostoknak.”

A CTb a GMI1 gangliozidhoz kotédik, mely normal korilmények kozott csak a
velShiivelyes rostok felszinén talalhato meg [Robertson és Grant, 1985, Neurosci 14:895-905].
Ugyanakkor a periférias ideg kronikus sériilése esetén a C-rostok fenotipusvaltasa kovetkezik be:
exprimalni kezdik a GM1 molekuldkat, s ezaltal képessé valnak a CTb transzportjara, vagyis
idegsériiléses allatoknal a CTb a myelinhiivey nélkiili rostokat is jelolni fogja [Woolf és mtsai,
1992, Nature 355:75-78, vs. Tong és mtsai, 1999, J Comp Neurol 40:143-58, Bao és mtsai, 2002,
Eur J Neurosci 16:175-85, Jancso és mtsai, 2002, Acta Biol Hung 53:77-84, Santha és Jancso,
2003, Neuroscience 116:621-7]. Kisérleteinket intakt allatokon végeztiik, s ilyen koriilmények
kozott a myelinhiivelyes rostok és centralis terminalisaik jelolésére nem ismeriink jobb modszert. A
myelint festd kiilonb6zé markerek — tekintettel arra, hogy a velShiivelyes rostok a terminalisok
kozelében elveszitik myelinhiivelyiiket — az idegvégzddések kimutatasara alkalmatlanok.

Dr. Rénai Andras Zoltan, egyetemi docens

1. “... a spindlis ganglionokban talalhato »kis sejtek egy csoprortjaban« megtaldlhato
neuropeptidek vonatkozasaban a hivatkozott irodalmi forrds értelmezésem szerint egy kissé
liberalisan magas peptidpopulaciot nevezett meg. Kérdés: kérem, nevezze meg a listabol azokat a
peptideket, melyek esetén az allitassal ellentétes irodalmi adatok is szép szammal adodnak.”

A hivatkozott irdalom igyekezett minden olyan neuropeptidet megnevezni, melynek
jelenlétét akar egy kutatocsoport is ki tudta mutatni a ganglion spinale (DRG) sejtjeiben.
Kétségtelen, hogy szamos neuropeptid vonatkozdsdban a publikalt eredmények meglehetdsen
ellentmondasosak.

A dinorfin (DYN) vonatkozasaban példaul egyes szerz6k csupan kisszami DYN-pozitiv
sejtet figyeltek meg a DRG-ben [Botticelli, 1981, PNAS 78:7783-6, Kummer és Heym, 1986, Cell
Tissue Res 245:657-65], masoknal DYN-immunreaktiv jel6lés kolchicin el6kezelés utan sem volt
detektalhatd [Basbaum és mtsai, 1986, 6:127-33; Garry és mtsai, 1989, J Comp Neurol 284:36-47].
Hasonl6 a helyzet a bombezinnel: a peptid vagy nem detektalhatd, vagy a DRG sejtek csupan
mitegy 5%-aban figyelhetd meg [Fuxe és mtsai, 1983, Neurosci Lett 37:17-22; Garry és mtsai,
1989; Panula és mtsai, 1983, J Neurosci 3:2021-9; Cameron és mtsai, 1988, Neurosci 27:969-79].
Egyes szerzok szerint az oxitocint és vazopresszint a DRG sejtek 38, ill. 50%-a tartalmazza, és
neonatalis kapszaicin kezelés utan a jelolodés a DRG-bol €s a hatsd szarvbdl is eltiinik [Kai-Kai,
1985, Neurosci Lett 55:83-8 1986, Neuroscie 18:475-86]. Ezzel ellentétben masoknak a két peptid
vagy a preprovazopressin mRNS-ét sem sikeriilt kimutatnia a DRG-ben [Boehmer és mtsai, 1989,
Peptides 10:1179-94; Hallbeck és mtsai, 1996, Neurosci Lett 209:125-8]. Egyes kozlemények
szerint az enkefalin csak kis mennyiségben van jelen a DRG-ban, vagy ki sem mutathato felnott
allatokban [Senba és mtsai, 1982, J Comp Neurol 208:54-66; Weihe és mtsai, 1988, Neurosci Lett
85:187-92; Pohl és mtsai, 1994, J Neurochem 63:1226-34] Masok jelentds mennyiségli enkefalint
vagy enkephalin mRNS-t talaltak a DRG-ben, ill. a veldshiively nélkiili primer afferensek 17%-ban
mutattdk ki a peptidet [Przewloczki és mtsai, 1983, Brain Res 280:95-103; Pohl és mtsai, 1997,
Brain Res 749:18-28; Carlton és Coggeshall, 1997, Neurosci Lett 221:121-4]. Kezdetben a
kolecisztokinint (CCK) szamos szerz6 mutatta ki a DRG kis sejtjeiben [Dalsgaard és mtsai, 1982,
Neurosci Lett 33:159-63; Gibson és mtsai, 1982, Neuroscience 7:3153-62; Otten és Lorez, 1983,
Neurosci Lett 34:153-8; Leah és mtsai, 1985, Neuroscience 16:683-90,; McNeill és Burden, 1987,
Neurosci Lett 80:27-32], kés6bb azonban nyilvanvalova valt, hogy patkdnyban a CCK és a CGRP
keresztreakciot mutat, s bar tengerimalacban, macskaban és majmokban a CCK a primer afferensek
jelentds részében jelen van, a patkdny DRG-bOl hidnyzik [Hokfelt és mtsai, 1988, J Chem
Neuroanat 1:11-51; Seroogy és mtsai, 1990, Brain Res Mol Brain Res 7:171-6].



2. “Bar a CART receptora(i) egyértelmiien nem definialt(ak), szamos lehetséges jeltovabbitasi ut
kérvonalazodik. Kérdeés: hany kiilonbozo csaladba tartozo G proteint nevezne meg, melyeket a
jeltovabbitasban érintettnek sejthetiink? Milyen kovetkeztetést fogalmazna meg az elagazo
Jjeltovabbitasi utak lehetosegebol?”

Hippocampusban a CART(55-102) peptid gatolja az L-tipusi fesziiltségfiiggé Ca®'-
csatornak mikodését, ez a hatas staurosporin (a szerin-treonin protein-kinazok, mint a PKA, PKC,
PKG, Ca*"-kalmodulin-dependens protein-kinaz nem specifikus inhibitora) és genistein (tirozin-
kinaz inhibitor) alkalmazasa mellett is megmarad, de a CART peptid L-tipusti Ca*"-aramra kifejtett
gatlo hatasat a pertussis-toxin (PTX) megsziinteti [Yermolaieva és mtsai, 2001, J Neurosci
21:7474-80]. A hippocampus neuronjaiban a CART peptid hatasanak kozvetitésében a Gy a-
alegységet tartalmazo heterotrimer G-fehérjék jatszhatnak szerepet, ezekrdl ismert, hogy pertussis-
toxin szenzitivek, ill. a dihidropiridin érzékeny Ca®'- csatornak mitkodését gatolni képesek. AtT20
hypophysis sejtvonalban a CART peptid hatasara fokozott ERK foszforilaciot irtak le. A
foszforilaciot a PTX kivédi, mig a tirozin-kinaz aktivitast gatlé genistein nem befolyasolja. Ezek az
adatok is leginkabb a Gi/y alegységek jelentdségét hangsulyozzdk [Lakatos és mtsai, 2005,
Neuroscie Lett 384:198-202]. A hypothalamus paraventricularis magjaban a CART fokozza a
CRH-pozitiv sejtekben a CREB foszforilaciojat [Sarkar és mtsai, 2004, Brain Res 999:181-92]. Bar
a CREB foszforilaciojat tobbféle kinaz is eldidézheti, koziiliik ki kell emelniink a cAMP-dependens
protein-kinazt (PKA), melynek aktivalasaban a G a-alegység jatszik meghatarozo szerepet.

Osszeségében tehit a heterotrimer GTP-fehérjék haromféle a-alegysége (Gi, Go, Gs)
kapcsan meriil fel annak lehetdsége, hogy a CART intracelluléris jelatviteli folyamataiban szerepet
jatszanak. A “kis”, (ras) GTP-koté fehérjék — egyeldre legalabbis ugy tinik — nem érintettek a
CART szignaltranszdukciés folyamataiban. Amennyiben a CART-ra valaszolni képes
neuronpopulaciok egyik részében az egyik, a madasikban a masik G-fehérje altipus jatszik
meghataroz6 szerepet, az egyes neuronpopulaciok jelatviteli folyamatainak szelektiv és célzott
(kevesebb mellékhatassal jard) farmakoldgiai befolydsoldsara nyilhat lehetdség.

3. “Van-e olyan antitest, amely differencialo modon ismeri fel a CART(55-102) illetve CART(62-
102) peptidet?”

Tudomasunk szerint nincs olyan CART antitest, mely segitségével a CART(55-102) ¢és
CART(62-102) peptidek elkiilonithetéek lennének. A Phoenix Peptides kindlataban szerepel ugyan
CART(55-102) és CART(61-102) antitest is, de a név csupan az immunizal6 peptidre utal, ugyanis
a cég sajat vizsgalata szerint a keresztreakcido a két antitest kozott 100%-os. Kérdéses, hogy
létezhet-e egyatalan a két peptidvaltozatra két kiilon antitest. A CART peptid antigenitasat az N-
terminus feldli, harom diszulfid hidat is tartalmazo, s feltehetéen a receptorhoz vald kétddésben is
meghatdroz6 szerepet jatszo szakasz hatdrozza meg, a két peptidvaltozat kozotti hét aminosavnyi
hosszkiilonbség pedig ettdl a kritikus régiotol tdvolabb, a C-terminusnak megfeleld végen talalhato.

4. “Van-e irodalmi adat arra, hogy az extracellularis térben a CART(55-102)-nek mik a hidrolitikus
produktumai, és ezek kozott van-e dominans produktum?”

A terminalisokbdl kiszabadulé CART fehérjék tovabbi sorsa a mai napig nem ismert. A
mas neuropeptidek esetében megismert mechanizmusok azonban a CART esetében is
elképzelhetdek. Lehet, hogy az extracellularis térben (esetleg a szinaptikus résben) 1€vo protedzok
hasitjak tovabb inaktiv szakaszokra, végsé soron akar aminosavakra, de az is lehetséges, hogy a
célsejt felszini receptorahoz kotddik, mellyel egyiitt internalizalodik, s a sejten beliil degradalédik.
Harmadik lehetdségként a neuropeptideket a termindlisba torténd visszavételt kdvetden a sejtek
“Ojrahasznosithatjak”.



5. “Van-e irodalmi adat arra, hogy a nociceptiv informacio spinalis feldolgozasa tekintetében
eltérd hatasu volna a CART(55-102) illetve a CART(62-102)?”

A fajdalomérzés vonatkozasaban csak az ismert, hogy “hot plate” tesztben az i.c.v. adott
(tehat inkabb supraspinalisan hatd) CART(62-102) esetében az analgetikus hatds G6tszor kisebb
dozisnal jelenik meg, mint a hosszabb CART(55-102) peptid alkalmazéasakor /Bannon és mtsai,
2001, J Pharmacol Exp Ther 299:1021-6]. A két CART peptid hataserdssége kozotti kiilonbség a
taplalékfelvételt tanulményozd vagy a szorongast vizsgdlod kiilonbozd viselkedési tesztekben is
észlelhetd, az egyik tesztben az egyik peptid, a masik tesztben a masik bizonyul hatékonyabbnak. A
viselkedési tesztek eredményeit illetden az egyes szerzOk altal kozolt adatok sok esetben
ellentmondasosak, egyetértés leginkabb csak abban van, hogy a két peptid hatdserdssége eltérd
[Maixnerova és mtsai, 2007, Peptides 28:1945-53; Dylag és mtsai, 20006, Peptides 27:1926-33].



