Valasz Dr. Gereben Balazs biralatara

Mindenekel6tt koszéndm Tisztelt Biralonak, hogy elvallalta az MTA doktora cimre
benyujtott dolgozatom értékelését. Kérdéseire, megjegyzéseire a biralatban megfogalmazott

sorrendnek megfelel6en valaszolok.

K6szonom Birald azon észrevételét, amellyel felhivja a figyelmet arra, hogy az értekezés
alapjaul szolgdld kozlemények kozil kettd nem hypothalamicus témaju. Valdban, a jelzett
két kozlemény a hypothalamuson végzett vizsgdlatainknal korabbi, ezért az értekezés f6
témajatdl idegennek tlnhet. Ennek ellenére fontosnak érzem ezen eredményeket az
értekezéshez szervesen kapcsoldddnak feltlintetni, hiszen mintegy két évtized kiilonbséggel
hasonld hattérmechanizmusokat tartunk fel kilénb6z8 agyterlleteken, amely
mechanizmusok morfolégiai megjelenése igen sok egybeesést mutatott: a neuronok kordili
glidlis elemek mind tavoli 1ézié, mind pedig metabolikus valtozasok hatdsara hasonldéan

reagaltak.

A kérdéses kozlemények, még ha nem is szorosan kapcsolédnak a hypothalamicus
téma f6 csapdsirdanyahoz - éppen ezért nem is emeltem be az értekezés eredményei kozé, és
valdban csak a megbeszélés fejezetben hivatkoztam ezen eredményekre és parhuzamokra -
jol mutatjak, hogy az idegrendszer hogyan képes reagalni a kilonféle behatdsokra. Ebben a
tagabb értelemben a két kdzlemény mégiscsak szorosabban kapcsolddik az értekezéshez,
mint azok a szintén idegtudomanyi kézleményeim, amelyeket igen fontosnak tartok, mégis

teljesen ki kellett hagyjam az értekezésbdl.

Biralom technikai jellegl észrevételt tett, amely egyben a kévetkezé megjegyzéséhez is
kapcsolddik, miszerint az értekezés témaja kilénbozé hypothalamikus teriletek és
sejtcsoportok egymadstdl fliggetlen vizsgalatara szoritkozik. Szamomra kihivas volt, hogy
életmlvem egy részét képez6 idegtudomadnyi kutatdsokbodl is csak a hypothalamusra
vonatkozo részt tudtam koherens értekezéssé Gsszeadllitani — hiszen egy doktori értekezés
nem lehet csapongd témavalasztasaban. Ezért fajé szivvel ugyan, de kimaradtak olyan,
hozzam nagyon is kozel allé kutatasi témak, mint példaul a fejlédéstani, vagy a modern
képalkoto eljarasokkal készilt, kilonb6z6 allatfajokon (kutya, szarvasmarha, 16, stb.) végzett
klasszikus anatomiai vizsgalatok, vagy azon témak, melyek az allatorvosi anatémiara ill.

annak oktatasara vonatkoznak. Mivel érdekl6désem igen szertedgazd (ez kdzleményeim



sokszinlségébdl is latszik), tudomanyos tevékenységem azon részét probaltam bemutatni,
amely viszonylagos egységet alkot. Mindenesetre koszonom Tisztelt Birdld kritikajat,
amellyel kénytelen vagyok egyet érteni, és elsésorban fiatal, tudomanyos palyajuk elején allé

kollégaimnak szolgdlhat tanulsagul.

A Moadszerek fejezetben hianyolja az elektrofizioldgiai kisérletek leirasat, amely
megjegyzés természetesen jogos, azonban ezek az adatok a disszertdcidhoz csatolt eredeti
kozleményekben megtalalhatok, s ezzel igyekeztem a disszertacié terjedelmét az elvart
kereteken belll tartani. Ezen mérések moddszertananak kihagyasa azonban részben
szandékos, hiszen a fejezet kidolgozasanal arra torekedtem, hogy az daltalam végzett ill.
iranyitdsommal tortént kisérletek technikai hatterét tarjam az olvasé elé. Ugyanakkor ugy
érzem, hogy az eredmények targyalasanal hiba lett volna a munkacsoportunk altal kapott

funkcionalis eredmények teljes mell6zése.

Az eredmények fejezetben kozvetlenil a kisérleti eredmények ill. adatok bemutatasa
utan valdban roviden, egy-egy mondatban értelmeztem a kapott eredményeket, azonban ezt
altalaban szandékosan tettem, és mindig igen réviden — ahogyan ez a mai tudomanyos
kozleményekben is bevett moddszer. Az eredmények részletes megbeszélésére
természetesen a megfelel6 fejezetben kerilt sor. A vonatkozd kdzlemények feltiintetése az
egyes alfejezetek elején valdban szerencsésebb lett volna, bar a fejezetek cimébdl az adott

kdzlemény(ek) egyértelmiien beazonositaté(ak).

Birdlatdban az egyes fejezetekre vonatkozo felmeriilt kérdéseire vdlaszaim a

kévetkezdbk:

GnRH - POMC kapcsolatra vonatkozo megjegyzés

A GnRH — POMC kapcsolatra vonatkozé megjegyzéssel teljesen egyet értek, valdban
felszinesen fogalmaztam, hiszen — ahogyan a hivatkozott cikkbél is lathaté — a GnRH
neuronok kapcsolati rendszere igen szerteagazd. A rendszer finomszerkezete és

szinaptoldgidja azonban kevésbé ismert, vizsgalataink célja is erre iranyult.

Kérdés: Nem hypothalamus-specifikus NTPD4az-3 expressziordl van tehat szé, hanem

arrél, hogy az enzim intracellularis megoszlasa, az egyes kompartmentumokban talalhaté
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NTPDAaz-3 mennyisége eltér6. Ismertek-e adatok arrol, hogy az NTPDdz-3 eltéré szerepet
jatszhat a sejttestben ill. az axonban? Ez meger@sitené a célkitlizés hatterében allo
feltételezést, miszerint az NTPDaz-3 specidlis szerepet tolt be a nucleus lateralis és a

nucleus arcuatus teriiletén.

Vdlasz: Valdoban nem az NTPD&az-3 hypothalamus-specificitasarol van szo (vagyis
NTPD4z-3 immunreaktiv struktirak a hypothalamuson kivil is eléfordulnak), hanem arrdl,
hogy eddigi ismereteink szerint és - fontos kiemelni - az alkalmazott ellenanyagokkal, az
agynak csak a nucleus arcuatus és a nucleus lateralis hypothalamicus teriletén sikerdlt

perikaryonban az enzimet kimutatni.

Ugyanakkor az enzim idegsejt nyulvanyokban, a korabban publikaltaknak megfelel6en,
tobb agyteriileten is megtalalhato. Feltételezziik, hogy az NTPDaz-3 enzimnek az a form3ja,
amely tartalmazza az ellenanyag altal felismert domain-t, a fent emlitett magvakban fordul
el6. Nem kizarhaté azonban, hogy létezik az enzimfehérjének egy vagy akar tobb olyan
fejl6dési formaja is, amely nem tartalmazza ezt a domain-t. Tovabba az is lehetséges, hogy a

domain hianyanak ellenére is rendelkezik az enzim bioldgiai aktivitassal.

Jelenlegi ismereteink alapjan ugy gondoljuk, hogy az NTPDaz-3 a szédmaban
szintetizalodik, azonban a sejtek tObbsége a nyulvanyokban az enzimmaghoz tovabbi

peptidrészeket kapcsolhat, amelyek az ellenanyag altal felismert szekvenciat tartalmazzak.

Kérdés: Az immunfestések kolchicin felhasznalasaval vagy anélkil késziiltek?

Vdlasz: A kisérletek soran nem alkalmaztunk kolchicin kezelést, s6t az irodalomban sem
ismerek olyan munkat, amely soran kolchicint adtak volna NTPD4z-3 immunfestés el6tt az
allatnak. Biralé felvetése azonban jogos, hiszen elképzelhet, hogy kolchicin kezelés hatasara
mas agyteriileten is jel6l6dnének idegsejtek. In situ hibridizacioval valéban pontosabb képet
kaphatunk az NTPD4z-3 mRNS-t termel§ idegsejtek pontos lokalizacidjarél, azonban nem

feltétlenlil kapunk arrdl informaciot, hogy az adott sejtben mennyi fehérje termelédik.



Kérdés: A jel6lt altal a hypocretin/orexin kisérletekhez felhasznalt majmok kaptak-e
Osztrogén kiegészitést a kisérletek el6tt? Amennyiben nem volt kiegészités, akkor
véleménye szerint ez nem befolydsolhatta-e az orexin sejtek éheztetés utdn észlelt

aktivdciojat?

Vdlasz: Nem tortént 6sztrogén bevitel ezen allatokon az ivartalanitas utan. Birdlé ezen
észrevétele megalapozott, szerintlink is alacsonyabb szinten tortént volna a c-fos aktivalds az
orexin sejtekben Osztrogén jelenlétében és az 6sztrogén valamelyest csokkentette volna az
orexin sejtek éheztetés altal indukalt aktivitasat. Ugy gondoljuk azonban, hogy a kisérletek
Osztrogén kezelés mellett is hasonlé eredményre vezettek volna. Ugyanakkor fontosnak
tartom kihangsulyozni, hogy ezen kisérletek f6eml&sokben torténtek, és az altalunk kapott
eredmények el6szor engedtek betekintést a f6eml6sdk anyagcsere-szabalyozdsaban

résztvevl hypocretin-tartalmu hypothalamicus rendszerbe.

Kérdés: Az értekezésben bemutatott gél nem tartalmaz negativ kontrollt. Hogyan
értékeli, hogy ghrelin mRNS-t in situ hibridizacidval eddig még nem sikeriilt kimutatni az

agyban?

Vdlasz: az dbrdn nem szerepel a ghrelin mRNS negativ kontrollja, de a sz6vegben
leirtam, hogy ghrelin knock-out egerekben nem taldltunk mRNS expresszidét. Valdban
szerencsésebb lett volna ezt a szovegben egyértelmibben jelezni, vagy a kontrollt
bemutatni. A PCR vizsgadlatok mddszertana valdban hidnyzik az értekezésbdl, azonban az
eredeti kozleményben ez szerepel. 2003-6ta nincs publikacido agyi ghrelin expressziordl.
Tobben megerGsitették viszont az RNS jelenlétét az agyban RT-PCR segitségével (pl. Mondal
et al. Regul Peptides 2005 (126) 55-59). Annak magyardzatara, hogy miért nem sikerdil
kimutatni ghrelin mRNS-t a kovetkezd alternativ hipotézisek szilettek: 1) ghrelin nem
termel6dik az agyban, de egyediilalld zsirsav lancanak koszonhet6en (oktan- vagy mas néven
kapril sav) a sejtmembranokon keresztil képes bejutni a idegsejtekbe a keringésbdl. 2) az 1)-
el nem ellentmondd hipotézis: azon keringésben |évé sejtekben (pl. immunkompetens
sejtek) mutatja ki az RT-PCR a ghrelin mRNS-t amelyek perfuzié hianyaban az agyi erekben

megtalalhatdak.



Kérdés: Megallapitottak tovabba, hogy a GnRH és a POMC neuronok k6z6tt nem volt
kimutathatd szinapszis. Az elektronmikroszképos vizsgalat hdny sejt felhaszndldasaval

tortént?

Vdlasz: Koszonom Biralo észrevételét, valdban az értekezésben eliras tortént, nem 100
boutonbdl 25 hozott létre kapcsolatot POMC immunreaktiv sejtekkel, hanem 100 vizsgalt
POMC sejtbdl 25 kapott GnRH beidegzést. Az elektronmikroszképos vizsgalat soran pedig

0sszesen 100db POMC sejtet vizsgaltunk meg 5 allatbdl.

Kérdés: Az NTPDaz-3 Western blot-tal térténé kimutatasa soran a blotokon
mintanként mintegy 8 kiilonb6z6 csik lathatd. Mik lehetnek ezek a csikok? Mivel a nativ
NTPDAaz-3 szamitott molekulastilya 59 kDa ezek a kisebb csikok aggalyokat ébreszthetnek a

szérum specificitasat illetéen.

Vdlasz: A kisérletekhez azt az ellenanyagot hasznaltuk, amelyet korabban Belcher és
munkatdrsai az enzim patkany agyban torténd lokalizaciéja soran is alkalmaztak
(Neuroscience 2006;137(4):1331-1346). Ebben a kisérletsorozatban a szerz6k nem biztak a
véletlenre az ellenanyag specificitasat. Ugynevezett ,surface probability analysis-sel”
hataroztak meg elméletileg azokat az aminosav szekvencidkat, amelyek egy ellenanyag
szdmdra leginkabb hozzaférhet6k. Ezt kovetben, tobb ilyen fehérjeszakasz szekvendlasa
utan, mesterségesen szintetizaltak a kivant aminosavszekvenciakkal rendelkez peptideket,
amiket aztdn az dllatok immunizalasdhoz hasznaltak. Ezek utan egy sor préba keretében
tesztelték a preimmun szérumot, az immunszérumot, valamint az un. ,affinity purified”
ellenanyagokat is. A mélyebb részletek vonatkozasaban utalnék a hivatkozott cikkre.
Mindenesetre, e tesztek még elméletileg is igen kevés lehet6séget hagynak a fals
immunfestédési reakcionak. Ezért azt mondhatjuk, hogy a dolgozatban szereplé Western
blot eredmények az enzim fehérje szintézisének azon fokozatait mutatjak, amelyek
tartalmazzak azt az aminosav szekvenciat, amely ellen az ellenanyag termeltetett. E logikai
megallapitast a hivatkozott cikk kémikus szerzdi (Terrence L. Kirley csoportja) azéta tovabbi

eredményekkel tamasztottak ala.



Kérdés: Célszerl lett volna az Osztrogén kezelés hatasat blot formdajaban is
bemutatni. Milyen mechanizmusok lehetnek felel6sek az 6sztrogénnek az NTPDaz-3-ra
gyakorolt hatasaért? (Pl. az enzim ko-expresszalddik az 6sztrogén receptorral, ill. az enzim
génjének 5’ hatdrolo régidjaban talalhaté-e ERE?) Vannak adatok arra vonatkozéan, hogy

az NTPDaz-3 aktivitasa megnd osztrogén kezelés hatasara?

Vdlasz: Az NTPDaz-3 szintjének valtozasat szandékosan oszlopdiagrammon mutattuk
be, hiszen igy minden tovabbi analizis nélkil egyértelmiien megallapithatd az olvasé szamara
az enzim szintjének id6beni valtozasa. Kétségtelen, hogy beilleszthettem volna a western

blot csikokat az egyes oszlopok ala. Koszondm Birald észrevételét.

Tudomasunk szerint eddig még nem jelent meg arra vonatkoz6 tudomanyos eredmény,
hogy az NTPD4az-3 ko-expresszalddna 6sztrogén receptorral, s6t, arra vonatkozé tudomanyos
eredmények is alig talalhatoak, hogy az 6sztrogén befolydsolja-e az enzim aktivitasat. Biralo
felvetésére az a vdlaszom, hogy jelenleg is folynak azon kisérletek, amelyek adatokkal
szolgalhatnak arra, milyen mechanizmusok felel6sek az O0sztrogén NTPD&z-3-ra gyakorolt

hatasaért, azonban konkrétumokkal egyel6re sajnos nem tudok szolgalni.

Végil szeretném megkdszonni Dr. Gereben Baldzsnak tudomanyos eredményeim

elismerését, azt, hogy értekezésemet nyilvanos vitara javasolja.
Budapest, 2012. junius 5.
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