Valasz Dr. Reglodi Déra opponensi véleményére és kérdéseire

Koszonettel tartozom opponens asszonynak a dolgozat alapos értékeléséért, valamint a
hianyp6tlo és az elgondolkodtatd kérdésekért. A kérdések a munkat szélesebb kontextusba
helyezték, ezenkiviil sok érdekességet tanultam a valaszokhoz sziikséges irodalom
tanulmanyozasa soran. A dolgozat olvasasat nehezit esetleges hibakért és elirasokért elnézést
kérek, sajnos tObbszdri elolvasas utan sem vettem ezeket észre. A feltett kérdésekre az alabbiakban
valaszolok:

I. Immunhisztokémia alkalmazasanak tovabbfejlesztése

1. Van-e olyan mddszer/miiszer/eszkoz, amivel be lehet allitania folyadék belsé
homérsékletét egy konstans értékre mikréohullimu kezelés alatt?

A bevezetett moddszer, mely az azonos gazdadllatb6l szdrmazod antitestek
keresztreakcidjabol  szdrmazd nem  specifikus immunhisztokémiai  jelolést  hivatott
megakadalyozni, a gyakorlatban megegyezik a hékezelés indukalta epitop feltaras (Heat Induced
Epitope Retrieval, HIER) modszerével [1, 2]. Ezért nem gondoltam jobban részletezni a modszert

a dolgozatban, amit meg kellett volna tegyek, igy a kritikai észrevétellel teljesen egyetértek.

Az egyszerll konyhai mikrohulldmu siitd hasznalatdnak héatrdnya, hogy a hé eloszlasa a
bels6 térben egyenetlen, ,,meleg” és ,,hideg” pontok alakulnak ki. Ennek kikiiszobolésére egyes
cégek kifejlesztettek specidlis szovettani mikrohullamu siitéket. Az elsd tipusokat 2000-es évek
elején mar forgalmaztak, ezekben vizet keringettek az egyenletes hdmérséklet fenntartasahoz [3].
A legujabb tipusok digitalis kijelzovel rendelkeznek (Microwave Tissue Processor LP2850 Energy
Beam Sciences, Inc., East Granby, CT, USA) és képerny6n lehet kdvetni a hasznalat kézben a
homérséklet valtozasat, ami 0,5°C-0s precizitassal allithato.

A publikécioban szerepld immunfestésekhez, és azodta is, egyszerli konyhai mikrosiitdt
hasznaltam. A homérséklet egyenletességét az biztositja, hogy a targylemezek egy citromsav
pufferrel (0,01 M, pH: 6) teljesen feltoltott 5 darabos miianyag targylemeztartoban vannak
elhelyezve. A lemezeket a tartoval egyiitt egy citromsav puffert tartalmaz6 milanyag doboz aljara
fektetjilk. A doboz mérete akkora, hogy a nyitott targylemez tartobol a lemezek helysziike miatt
ne tudjanak kijonni és feliilrdl a tartot a folyadék béven ellepje. Ily médon a lemezek gyakorlatilag
egy folyadékfiirdoben rogzitve helyezkednek el. A folyadékterek kozlekednek egymaéssal, ez
biztositja, hogy hideg és meleg pontok nem alakulnak ki. A folyadékot gyongy6z6 forrasig
hevitjiik (megfigyelés alapjan), majd a mikrohullama siit6 teljesitményét alacsonyabbra allitjuk 5
percre. Ilyenkor a siitd idonként bekapcsol, majd kikapcsol. Mivel a folyadéknak nagy a
hokapacitdsa, nem hiil le Iényegesen azalatt a néhadny masodperces iddszak alatt, amig a
teljesitményleadas sziinetel, de a sziinetek megakadalyozzak a tul heves forrast. Ez azért fontos,



mert erds forras soran jobban parolog a puffer és a heves buborékolas a metszetek mechanikai
sériilését okozhatja. A tokéletesen egyenletes homérséklet egyébként nem annyira kritikus, mivel
a hatast a kezelés ideje és a hOmérséklet egyiitt alakitja ki. A valamivel alacsonyabb hémérséklet
is hatasos, de hosszabb 1ddt igényel. Ily mdédon optimalizaltam a modszert azota tisz6 metszetekre
is, melyek meghulldmosodnak til magas hdékezelés hatasara (publikélatlan informaci6). Két-
harom metszetet egy lapos alji Eppendorf csébe helyezziink és 1 ml citromsav puffert mériink
rajuk. Az igy elkészitett csoveket Eppendorf csé melegitoben 75°C-on kdzepes razas mellett 1
oran at inkubaljuk, majd hagyjuk kihiilni, miel6tt az immunfestést folytatnank.

2. Milyen citrat puffer volumen és mely Watt-ban Kkifejezett mikrohullamu teljesitmény
mellett standardizaltak a mdédszert?

A modszer kidolgozésakor a targylemezeket, melyek egy 5 darabos miianyag targylemez
tartoban voltak, egy millanyag edény (hosszusdg: 12 cm, szélesség: 9 cm, magassag: 6 cm) aljara
helyeztiik, amelyet 200 ml citromsav pufferrel (0,01 M, pH: 6) tolt6ttiink fel, és a folyadékszintet
megjeloltik. A folyadék forrdspontjanak eléréséhez (kb. 2,5 perc) egy 800 W teljesitményii
héaztartasi mikrohulldmu siit6t hasznaltunk 100%-os teljesitményen. Amint a folyadék forrni
kezdett (megfigyelés alapjan), a metszeteket tovabbi 5 percig melegitettik 450 W-0s
teljesitményen. Ezutan az elparolgott folyadékot potoltuk (néhany ml desztillalt vizzel), majd a
targylemezeket a citromsav pufferben 30 percig szobahémérsékleten hagytuk Kihiilni az
immunfestés elkezdése eldtt.

I1. Az energia haztartas szabalyozasanak vizsgalata

1. A szerz6 azt talalta, hogy a hypothalamusban hideg stresszre elsésorban a supraoptikus,
paraventricularis és arcuatus magban aktivalodtak a nesfatin tartalmu neuronok, melyekrol
ismert, hogy a barna zsirszovet hotermelését befolyasoljak, és ebbdl azt a kovetkeztetést
vonta le, hogy az itt talalhatdo nesfatin tartalmu neuronok szerepet jatszhatnak a
hoszabalyozasi mechanizmusokban. A kérdésem az, hogy ennek mi lehet a human
relevanciaja, tekintve a barna zsirszovet minimalis el6fordulasat emberben? A ragesalokban
szerepet jatszo barna zsirszoveti mechanizmusok hogyan viheték at altalanossagban
emberre, és mire gondol ebben az esetben a szerz6? Lehet itt esetleg életkori fiiggés is,
tekintve, hogy emberi ujsziillottekben még nagyobb mennyiségben van jelen a barna
zsirszovet?

Ez egy nagyon izgalmas kérdés, tekintettel arra, hogy barna zsirszovetben rejlé lehetoségek
miatt ez egy ,,forrd” kutatasi teriilet. Azt intracerebroventrikularisan alkalmazott akut egyszeri
nesfatin-1 injekcié kisérleteinkben testhomérséklet emelkedést okozott és csokkentette a
testhdmérséklet cirkadian ritmusdnak amplitadojat. A hidegstresszes kisérletek alapjan a jelenség
egyik lehetséges mechanizmusa a barna zsirszovet aktivalasa volt a szimpatikus idegrendszeren
keresztiil. Azota bebizonyosodott, hogy a centralis nesfatin-1 valéban fokozza ragcsaloban az
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interscapularis barna zsirszovet hétermelését béta-3 adrenerg receptor fliggd modon [4], és a barna
zsirszovet aktivalhatosaga nukleobindin-2/nesfatin-1 knockdown allatokban szignifikansan
csokkent [5]. A centralis nesfatin-1 barna zsirszovetre val6 hatasaban a lateralis parabrachialis mag
mint atkapcsold allomas, és a melanokortin % receptor szerepét mutattak ki [6].

A vilagrajovetel az Gjsziilottek termoregulacios kapacitasat jelentés kihivas elé allitja,
mivel az anyaméh és a kiilvilag hdmérséklete kozti eltérés tobb mint 10°C. Az ujsziilottek, akiknél
a kis mennyiségli izomzat nem teszi lehetové a reszketéssel torténd megfeleld hotermelést, ezért
barna zsirszovetet halmoznak fel, mellyel h6t tudnak termelni. A miikkodéképes barna zsirszovet a
babakban csak a terhesség 30. hete utan kezd felhalmozodni. A fiatalabb korasziilottek halalozasi
aranyat, ezért sajnos még a rovid ideig tartd hipotermia is novelheti [7, 8]. A barna zsirszovet a
késdi gyerekkorra leépiil. Felndttekben csak hosszas hidegnek kitett, illetve bizonyos
betegségekben szenvedd egyénekben tudtak barna zsirszovetet kimutatni 2007-ig. A vizsgalati
modszerek fejlodésével deriilt Ki, hogy valtozé mennyiségben a normal felndtt populacioban is
eléfordul, féleg a nyak hatso részén a koponya aljatol a lapockaig terjedéen. Mennyisége nemi
(n6kben tobb), valamint életkori (ids korba csokken) variabilitast is mutat [9]. A csecsemdk és
feln6ttek barna zsirszovete érdekes modon kiilonbozik; morfologiailag és génexpresszios
mintazatat tekintve is eltérd. A felndttek barna zsirszovete a ragesalok bézs zsirszovetéhez hasonlit
jobban, mig a csecsemdké a ragesalok klasszikus barna zsirszovetéhez. A bézs zsirszoveti sejtek
atmeneti alakok, melyek adott esetben ,,megbarnulhatnak™ és aktiv termogenezist végezhetnek,
majd visszaalakulhatnak bézzsé. Az allathazi koriilmények kevésbé ,kényelmesek” az egerek
szamara, mint az ember atlagos életkoriilményei. Azokban az egerekben, melyeket a tartasi
koriilmények valtoztatasaval ,humanizaltak” (kaloria dasabb taplalék, magasabb kiilsé
hémeérséklet) a klasszikus barna zsirszovet minden tekinteteben a feln6tt emberéhez hasonlova
alakult, bizonyitva a zsirszovet plaszticitasaban rejlo potencialt emberre nézve [7, 10].

A barna zsirszovet hotermelésének hozzajarulasa a  teljes emberi  test
energiafelhasznalasahoz vita targyat képezi [9]. Nem ismert az sem, hogy a barna zsirszovet
atrofidja hozzajarul-e az obezitas kialakulasahoz. Szamos kisérlet tamasztja ugyanakkor ala a
human barna zsirszovet szerepét a taplalkozas indukalta termogenezisben [11]. A potencialis
lehetdségek miatt a barna zsirszovet aktivitasat specifikusan fokozni képes endogén molekulak és
drogok feltérképezése, illetve kifejlesztése folyamatos kutatasok targya. Uj lendiiletet ad a
kutatasnak az ugynevezett ,batokinek™ felfedezése. Ezek a barna zsirszovet altal termelt olyan
faktorok, melyek mas szervek mitkodésének befolyasolasaval hatnak a metabolizmusra, példaul a
majon, illetve a kdzponti idegrendszeren keresztiil [7]. A human barna zsirszovetet ennélfogva
jelenleg is fontos terapias célpontként tartjak nyilvan az elhizas elleni kiizdelemben [11, 12]. A
tavlatokat ebben a téméaban tovabb tagitja a bézs-barna zsirszoveti transzdifferenciacio
mesterséges eldidézésének lehetdsége. A nesfatin, mivel képes eldsegiteni a barna zsirsejtek
differencialodasat, ebbdl a szempontbol is figyelemre méltéo molekula [13].



2. Masik kérdésem az alvas-ébrenléti vizsgalatokkal kapcsolatos, Ismert mas
neuropeptidekrol is hasonlo, az alvas fazisaiban ennyire fontos szerep?

A neuropeptidek mint neuromodulatorok az alvas-ébrenlét szabalyozasban igen fontos
szerepet toltenek be, ezért tobb neuropeptidet is lehet emliteni. Bioldgiai 6rank, a bioldgiai
ritmusokat iranyitdo nucleus suprachiasmaticus (NSC), a retinohipotalamikus palyan keresztiil
kozvetlen informacidt kap a nappalok és éjszakak valtakozasarol. A retinohipotalamikus palya
jelatvivoanyaga a GABA mellett az hipofizis adeniléat-ciklaz-aktivalé polipeptid, a PACAP.
PACAP tartalmt idegvégz6dések megtalalhatoak a tobozmirigyben is, ahol a PACAP serkenti a
melatonin szintézisét, mely hormon a NSC endogén ritmusat az aktualis nappal-éjszaka
valtozashoz igazitja. A centralisan alkalmazott PACAP fokozza az alvas REM fazisanak hosszat.
A PACAP ezen funkciéi miatt felvetédott, hogy komoly szerepe lehet az alvaszavarokkal jaro
migrének és a cluster fejfajas patomechanizmusdban, anndl is inkabb, mert intravénas injekciojaval
emberben migrén valthato ki [14]. Magaban a NSC-ban is tobbféle neuropeptid expresszalodik. A
retinorecipiens belsé mag részben vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) és gasztrin-felszabadito
peptid (GRP) termelddik, a kérnyezd héj teriiletén arginin-vazopresszint (AVP) expresszalo sejtek
talalhatok. E peptidek termel6désének, illetve jelatvitelének karosodasa a NSC miikodésének
elégtelenségével jar és felboritja a cirkadian ritmust [15, 16].

Egyéb neuropeptidek mas teriileteken hatva, az alvas REM, illetve nem-REM fazisanak,
vagy az ¢brenlét kialakitasanak szabalyozasaban meghatarozoak. A nucleus preopticus
ventrolateralis (VLPO) alvast eldsegitd agyi kozpont. A VLPO GABA sejtjeiben termel6dé
galanin gatlo hatast fejt ki azokra az agyteriiletekre, amelyek az éber allapot kialakitasaért és
fenntartasaért felelosek [17]. Ugyanakkor az ébrenlétért felelés neuropeptid S a VLPO-ba adva
meggatolja az elalvast. A peptid szamos helyen, tobbek kozt a hipotalamuszban, agytorzsben ¢és
az amygdalaban expresszalodik.

A dorsolateralis hipotalamusz két nagy, egymassal keveredd sejtpopulécidja az orexin €s a
melanin-koncentralé6 hormon (MCH) tartalmti neuronok, melyek ellentétes hatastiak az alvas-
ébrenlét szabalyozasban. Az orexinnek kiemelkedd szerepe van az ébrenlét kialakitasaban és
fenntartasaban, gatolja a REM és nem-REM alvaskozpontokat és serkenti a felszallo retikularis
aktivalo rendszer (ARAS) elemeit, elsdsorban a locus ceruleust. Az orexin hianya sulyos
betegségben, narkolepsziaban nyilvanul meg. Ezzel szemben az MCH mint alvast elésegité peptid
ismert. Kritikus szerepli az alvas REM fazisanak kialakitasaban és fenntartasaban, a REM
kozpontokra, a locus ceruleusra és az orexin neuronokra hatva.

Némely neuropetid alvas-ébrenlétre gyakorolt hatasa nem egyértelmi. Ilyen példaul a
neuropeptid Y (NPY) és a P anyag, melyeknek alvast el6segitd és gatld hatasarol is beszamoltak.
Szamos egyéb hipotalamikus neuropeptid is befolyast gyakorol az alvas-ébrenléti ciklusra,
azonkiviil, hogy egyéb funkciokban is részt vesznek. Mindez a neuropeptidek pleiotrop



mukodésének bizonyitéka, ami a hipotalamusz integrativ funkciojahoz elengedhetetleniil
sziikséges [17].

3. Harmadik kérdésem, hogy mi lehet az oka annak, hogy az embrionalis kor 13. napjan
kevesebb uj nesfatin neuront talaltak a stresszelt allatokban, de feln6ttben mar megegyezett
a szamuk? Hogyan kompenzaldodhat ez, vagy mi okozhatja a késést?

Az intrauterin fehérje alultaplaltsag kovetkeztében kialakuld prediabeteses allapot hatterét
vizsgalva hipotalamikus nesfatin-rezisztenciat allapitottunk meg. Ezzel parhuzamosan kimutattuk,
hogy a 13. embrionalis napon keletkezett nesfatin neuronok mennyisége a fehérje csokkentett
tapon tartott patkanyok utddaiban kevesebb, mint a kontrollokban. Ez az idépont a hipotalamikus
neuroendokrin sejtek keletkezésének csucsidészakara esik [18], mely sejtek legtobbje nesfatint is
tartalmaz [19]. A kozolt adat egy folyamatrol felvett pillanatképnek felel meg és semmit sem arul
el a nesfatin neuronok fejlédési dinamikajardl. Mivel feln6tt korban a nesfatin neuronok szama az
intrauterin alultaplalt allatokban normalis volt, tobb keletkezett mas iddpontban, vagy kevesebb
pusztult el a fejlédés soran.

Az intrauterin ndvekedési retardacioval vilagra jovo allatok hatranyukat a sziiletés utani
néhany hétben a normal allatokénal intenzivebb ndvekedéssel behozzak (catch-up growth
jelenség), amit mi is megfigyeltiink. Ez az iddszak egyben az agy fejléddésének érzékeny periddusa
is, mivel patkanyban egybeesik az intrahipotalamikus neuronalis kapcsolatok kifejlodésével [20].
Ugyanakkor ebben az idGszakban, sot sziikség szerint az egész élet folyaman is, keletkeznek a
hipotalamuszban orexigén és anorexigén neuronok a harmadik agykamrat koriilvevd specialis
6ssejtpopulacio, a tanicitak neurogenetikus aktivitasa révén. A folyamatot (keletkezési rata) a
taplék mindsége és mennyisége alakitja [21, 22]. A terhes anyak zsirdus taplalasa példaul a tubulin
B-3 (Tuj-1) immunpozitiv neuronalis prekurzor sejtek és a doublecortin immunpozitiv
differencial6do, migraldé neuronok szdmanak emelkedését okozza 14 napos patkany embridkban
[23]. A catch-up growth iddszak tehat befolyasolhatta allatainkban a keletkezé nesfatin neuronok
szamat az intrauterin kornyezet fiiggvényében. Ezt az elméletet egy POMC neuronok fejlodését
vizsgald tanulmany is alatamasztja [24]. Transzgén egerekben a POMC neuronok elsddleges
csillojanak korai (E10-E11-t61) fejlodéstani gatlasa az felndttkorban kezddd6 elhizashoz vezet.
Ezekben az egerekben kevesebb POMC sejt keletkezik az E10,5 és E12,5 napok kozott (BrDU-
POMC kettds jelolés), de a felndttkori POMC sejtszam normalis. A POMC neuronok potlasa a
sziiletés utani 3. és 6. hét kozotti fokozott neurogenezissel torténik. A POMC sejtek apoptozisaban
E16,5 és P14 kozott nem talaltak eltérést a normal allatokhoz képest [24].

Az embrionalis és perinatalis korban lezajlé neuronalis apoptozis ugyanakkor az
idegrendszer normal fejlédéséhez elengedhetetlen folyamat [25]. A kozponti idegrendszer
fejlodése soran az idegsejt sorsat aktivitasanak mértéke hatarozza meg. Az aktivabb neuronokban
az apoptotikus fehérjék expresszidja gatlas ald keriil, a kevésbé aktiv sejtek programozott
sejthalallal elpusztulnak. A neuronalis aktivitds szamos neuroprotektiv novekedési faktor, példaul



crer

a brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expressziojat is noveli, segitve a fennmaradast [26].
Mivel hipothalamusz orexigén ¢és anorexigén neuronjainak aktivitdsa fligg a taplaltsagtol ez a
tényez6 is befolyasolhatta a nesfatin neuronok végsé szamat.

Ezenkiviil, a neuronalis progenitor sejtek differencialodas soran torténd elkotelezodése is
befolyasold tényez6 lehet, amit szamos transzkripcids faktor iranyit [21]. A dorsomedialis,
ventromedialis és arcuatus magok neuronjainak identitasat példaul az Nkx2.1 és az Ascll
(korabban Mashl) transzkripcids faktorok alakitjak. Fontos molekula a neurogenin 3 (Ngn3) is,
kimutattak, hogy fiigg a taplaltsagi allapottol, és hianyuk a magok hipoplaziajahoz vezet [27, 28].
A neuronok végsé neuropeptid profiljanak kialakitasaban a distal-less homeobox-1 (DIx1) és az
orthopedia homeobox gének (Otp) vezetd szerepliek a hipotalamusz paraventricularis és arcuatus
magjaban is, ahol szamos nesfatin neuron talalhat6. Ezek a gének befolyasoljak az orexigén és
anorexigén neuronok aranyat. Az anorexigén, és patkanyban nesfatint koexpresszal6 POMC [19],
¢s az orexigén, nesfatin negativ NPY neuronok példaul kozos elkotelezett progenitorbol
szarmaznak. Az Ngn3 és az Otp gén csendesitése, illetve a DIX1 expresszidjanak fokozodasa NPY
fenotipust alakit ki, ellenkez6 esetben nesfatin-pozitiv POMC fenotipus keletkezik. Ennélfogva az
Otp misszensz mutaciot hordozo heterozigdta egerek tulsulyosak és hiperfagidasak az orexigén
neuronalis talsuly miatt [20, 27, 29]. A transzkripcios faktorok expresszidjat miRNS-ek és
kiilonb6z6 epigenetikus valtozasok modulalhatjak. A POMC fenotipus kialakitasaban fontos miR-
103/107 elhizott egerekben fokozott expressziot mutat [20, 30]. Az egér hipotalamuszban
szliletéstol az elvalasztasig a géncsendesitést okozd CpG-metilacid széles korth novekedését
mutattak ki elsdsorban neuronok fejlédését meghatarozé géneken, vagyis a DNS-metilaci6 aktiv
Szerepet jatszik a hipotalamusz fejlédésében a gének epigenetikus elnémitasaval [20].

Osszességében tehat intrauterin alultaplaltsidg kovetkeztében tobbféle mechanizmus is
kozrejatszhatott a nesfatin neuronok végsé szamanak kialakitasaban.

III. A stresszvalasz finom hangolasanak tanulmanyozasa

1. A fejezet bevezetéjében a szerzé emliti, hogy alternativ terapias célpontokként elotérbe
keriiltek neuropeptidek. Milyen neuropeptidek johetnek széba?

A kozponti idegrendszer milkddésére hatd gyogyszerek a szinaptikus transzmissziot
modositjak és altalaban neurotranszmitter receptorokat (GABA A receptor: barbituratok,
benzodiazepinek, NMDA receptor: memantin), enzimeket (monoamino-oxigenaz és kolinészteraz
gatlok), vagy transzportereket, (szelektiv szerotonin- és noradrenalin visszavétel-gatlok) céloznak
hatékonysaga sokszor elégtelen és gyakoriak a mellékhatasok, mivel-e szerek nem elég
specifikusak.



A neuropeptidek a Kklasszikus neurotranszmitterekkel egylitt szabadulnak fel a
terminalisokbol. Terapias célpontként eldnyiik lehet, hogy specifikus receptorokon hatnak ¢és a
visszavételi mechanizmusok hianya miatt hosszabb hatastak. A természetes peptidek
alkalmazasanak hatranya, hogy kémiai ¢€s fizikai stabilitasuk gyenge, keringési felezési idejik
tobbnyire révid, oralis biohasznosulasuk alacsony, és tobbnyire nem jutnak at a vér-agy gaton. E
problémak megoldasara kiilonféle megoldasok lehetségesek [31]. Ilyen példaul egy zsirsavlanc
csatolasa a peptidhez, ami a stabilitas és a felezési id6 novekedését eredményezi, és segitheti a
perifériasan beadott peptid atjutasat a vér-agy gaton. A PrRP molekula kiilonféle lipidalt verzioi
mar rendelkezésre allnak, és preklinikai vizsgalatok alapjan igéretesek az elhizas, a metabolikus
szindroma, és Alzheimer kor kezelésében is [32-34]. Mas peptidmodositasok is sikeresek. Az
apolipoprotein B-vel mint vér-agy gat ingapeptiddel fuzionalt NPY periférias beadasa
visszaforditotta a neurodegenerativ folyamatokat Alzheimer-koros egér modellben.

A vér-agy gat megkeriilése intranazalis adagolassal is elérhetd. Ez egyben fokozza a
biohasznosulast és csokkenti a kezelés mellékhatasait is. Az intranazalis oxitocin Klinikai
vizsgalatokban hat4dsosnak bizonyult a skizofrénia, poszttraumas stressz ¢és autizmus
spektrumzavar kezelésében [31]. A PACAP expresszié mértéke szamos kozponti idegrendszeri
betegség, agyi érrendszeri €s neurodegenerativ betegségek, szklerozis multiplex, migrén, traumas
agysériilés és poszttraumas stressz zavar biologiai markere [35], igy e betegségekben a PACAP
szint befolyasoldsa egyben potencidlis terapids cél lehet. A PACAP neuroprotektiv hatasu, és
alkalmazhat6 intranazalisan [36]. Legljabban viszont monoklonalis antitestet is fejlesztettek a
PACARP ellen, mely a PACAP-38 altal kivaltott fejfajasos és egyéb tiineteket enyhitette [37].

Az altalunk vizsgalt nesfatin-1 ugyan a vér-agy gaton telitddés nélkiil atjut [38], de
intranazalisan iS alkalmazhato, mely modon egerekben a taplalékfelvételt 6 oran at csokkentette
[39]. A nesfatint kodold NUCB2 gén t6bb gyakori polimorfizmusa fordul el6 a testtomeg indexszel
Osszefliggésben, igy a nesfatin-1 az elhizas elleni kiizdelemben kivalo terapias célpont lehet [40,
41].

Az utobbi idoben nagy népszeriiségre tettek szert a glukagonszer(i peptid-1 (GLP1)
agonista gyogyszerek a 2-es tipusu diabetes és az elhizas kezelésében. A GLP1 a vékonybél
endokrin sejtjeiben és a nyultvel6ben, a nucleus tractus solitariiban (NTS) termel6dik. A periférias
hormon f6 hatasa a posztprandialis inzulin szekrécio fokozasa, a glukagon szekrécid csokkentése
¢és a gyomor Uriilésének ¢és sosav termelésének gatlasa. A GLP1 receptora a hipotalamusz szdmos
energiahaztartas szabalyozasaval kapcsolatos magjaban, a jutalomkoézpontokban és a dorsalis
vagus mag komplexben is kifejezddik. A centralis GLP1 allatkisérletekben étvagycsokkentd,
noveli a jollakottsag érzetet €s a vaguson keresztiil centralisan is gatolja a gyomor triilését [42]. A
legijabb human adatok szerint a GLP1 receptor agonistak, a GLP1 neuroprotektiv tulajdonsaga
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A fejlesztések kozéppontjaban allnak tovabba a fajdalom csillapitasban hasznalhaté opioid
¢s nem-opioid peptidek. Az opioid fajdalomcsillapitoknak, példaul a morfinnak, szamos
mellékhatasa van. Kronikus alkalmazasuk fliggdséget és fajdalomesillapito-toleranciat alakit ki.
Ezen segithet az opioid-fliggetlen hatasu peptid gyogyszerek fejlesztése (neurotenzin, neuropeptid
FF, és P-anyag analdgok). Kiilondsen nagy figyelmet érdemelnek a kiméra természetii kémiai
struktarak, melyek tobbszords ligandumok révén fokozhatjadk a terapias hatast. Tervezhetdk
lesznek opioid-nem opioid peptid dimer analdogok és vegyes, peptid-nem peptid bifunkcios
ligandumok is [44].

Az emlitetteken kiviil még szamos neuropeptid, illetve receptoraik szoba johetnek mint
lehetséges terapias célpontok a legkiilonfélébb idegrendszeri betegségekben. A Klinikumban vald
gyakorlati alkalmazashoz, a legtobb esetben még tovabbi kutatasok sziikségesek.

2. Az 5.3.1. fejezet elején a szerzo6 megemliti az Edinger-Westphal magot, mely tartalmaz
nesfatint is. Az Edinger-Westphal mag kozismerten a preganglionaris parasympaticus
neuronokat tartalmazza, melyek a n. oculomotoriussal a m. sphinter pupillae és m. ciliaris
beidegzéséért felelések. A mag melyik része vesz részt a stresszvalaszokban, és azt hogyan
kiilonitik el a preganglionaris sejcsoportokt6l? Vannak itt mas neuropeptidek is?

Az Edinger-Westphal mag az oculomotoros komplex preganglionaris paraszimpatikus
részeként definidlt mag. A pupilla paraszimpatikus beidegzésének elsd kisérletes bizonyitékai az
1800-as évek elejérdl szarmaznak, amikor a nervi ciliares breves elektromos ingerlésével miosist,
atvagasaval mydriasis idéztek el6. Az emberi ganglion ciliaret beidegzé preganglionaris
paraszimpatikus agyteriilet feltarasat Ludwig Edinger és Carl Friedrich Otto Westphal
munkdassaganak tulajdonithatjuk, bar mindketten tdmaszkodtak kordbbi munkékra. Néhany évvel
késébb Richard Perlia az Edinger-Westphal mag két szubdivizidjaként elkiilonitette az
anteromedian és centralis almagokat, mely utobbi ma Perlia magként ismert, és eddigi tudasunk
alapjan az emberre jellemz0 sejtcsoport.

A funkcio és a nomenklatira viszonyaban azonban az elmult évtizedek kutatéasi eredményei
ellentmondasokat idéztek el6, mivel az Edinger-Westphal mag szerepét egyéb alapvet6 fiziologias
¢és patologias mitkodésekben is kimutattak, mint a stressz, a szorongas, a depresszio, az alkohol-
és taplalékfogyasztas szabalyozasa és az ezektdl valo fliggdségek, valamint az anyai fészeképitd
viselkedés [45, 46]. A nevezéktani probléma gyokere abban rejlik, hogy az oculomotoros komplex
dorsalis részén elhelyezkedé kolinerg paraszimpatikus preganglionaris neuronokat nehéz
koriilirtan elkiiloniteni a centralisan vetiilé féleg urocortin-1 immunpozitiv peptiderg neuronoktol,
melyek elhelyezkedése széleskort faji valtozatossagot mutat. A két teriilet kiilonallo elnevezésére
tobb sikertelen probalkozas sziiletett, példaul a preganglionaris és nem-preganglionaris Edinger-
Westphal magok, vagy az urocortin-1 tartalmu és preganglionaris perioculomotoros magok
elnevezések. A cytoarchitectonikai elkiilonités nehézsége €s a nem teljesen egységes neurokémiai
jelleg (nem minden peptiderg neuron urocortin-1 pozitiv) miatt ezek egyike sem volt elfogadhato.



A témakor hazai és nemzetkozi szakértéje, dr. Kozicz Tamas, ezért a Journal of Comparative
Neurologyban megjelent 0Osszefoglald kozleményében javasolta, hogy a nevezéktan a
projeckciokhoz igazodjék, és egy Edinger-Westphal preganglionaris (EWpg), valamint egy
Edinger-Westphal centralisan vetité (EWcp) populaciot kiilonitsiink el [46].

A centralis kapcsolatokkal rendelkez6 Edinger-Westphal mag neuronok az urocortin-1-en
kiviil tobbféle neuropeptidet is expresszalnak, mely adatok foleg ragcsalokra €s macskara
vonatkoznak. Erdekes, hogy a neuropeptid tartalmu sejtekbél itt ugy tiinik hianyoznak a klasszikus
gyors neurotranszmitterek (GABA, glutamat) markerei (vGlut2 vagy vGat) [45, 47]. Az urocortin-
1 immunreaktiv sejtek gyakorlatilag mindegyike kokain-és amfetamin-regulalt peptidet (CART)
és kolecisztokinint is tartalmaz [45, 48], valamint koriilbeliil 90%-uk nesfatin-1-et is kifejez [49].
Mindharom neuropeptid szerepet jatszik a mag stresszel kapcsolatos miikodéseiben [46, 49, 50].
Az itt termelddé CART fontos szerepet jatszik az anyai fészekrakd magatartas kialakitasaban [45].
Egérben a CART neuronok kézel 67 %-a neuromedin B-t, kozel 54 %-a PACAP-ot is koexpresszal
[47]. A PACAP génkiiitott egerek Edinger-Westphal magjaban gyengébb neuronalis aktivitas
detektalhatéd erdltetett iszas tesztben normal tarsaikhoz képest [51]. A kolecisztokinin-pozitiv
neuronokban P anyagot, kis résziikben pedig Neuromedin U immunpozitivitast talaltak, mely
utobbi a mag alkohol érzékenységében jatszik szerepet [46, 52]. Emberben az urocortin-1,a CART
¢és nesfatin-1 expresszidja meghataroz6 a magban, a CART neuronokban ezenkiviil BDNF
koexpressziot is kimutattak [46, 50, 53].

Az urocortin-1, CART, nesfatin-1 és BDNF esetében az expresszio nemi eltéréseket is
mutat [46, 53]. Ragcsaloban az urocortin-1 neuronok Osztrogén-alfa receptorral rendelkeznek,
emiatt a jelen allaspont szerint az Edingher-Westphal mag e sejtjei fontosak lehetnek stressz
érzékenységben mutatkozo nemi kiilonbségek kialakitdsdban. Ezt a feltevést a human mintakban
mért kvantitativ mRNS mérési adatok is alatamasztjak. Nemi eltérések jellemzik ugyanis a CART,

az urocortin-1, a BDNF ¢s a nesfatin mRNS expressziot is az ongyilkosokbdl szarmazo mintakban
[50, 54].

Az Edinger-Westphal magban a kolinerg paraszimpatikus neuronoktol elkiiloniilt
peptiderg sejtek tehat sokféle neuropeptidet koexpresszalnak, melyek pontos szerepe tovabbi
kutatasokat igényel.

3. A PrRP-rdl irja a szerzé, hogy elhamarkodottnak bizonyult az elnevezése, mivel sem
ragesalokban, sem emberben nem serkenti a prolaktin felszabaditast. Van olyan species, ahol
igen? Kivancsi lennék arra is, hogy akkor az elnevezés késobb tévesnek bizonyulo kisérleti
eredményeken alapult?

A PrRP-t, melynek két biologiailag aktiv izoforméja a PrRP31 és ennek c-terminalis
fragmentje a PrRP-20, a GPR10 arva receptor ligandjaként azonositottak 1998-ban. A receptor
expresszidja embereben és ragesaloban is nagyon erds az eliilsé hipofizis lebenyben, és az els6
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PrRP doézisfiiggd moddon novelte a plazma prolaktin-szintjét patkanyokban intravéndsan
alkalmazva, legérzékenyebben a proosztrusz idészakaban, ami alatdmasztani latszott a korabbi
felfedezést [56]. A kés6bbiekben azonban tobben cafoltak, hogy emldsokben a prolaktin
szekrécioért az agyi PrRP fiziologiasan felelOs lenne. A centralisan alkalmazott PrRP fiziologias
dozisban nem valtott ki prolaktin felszabadulast emlésokben [57, 58]. Hipofizis felé¢ halado PrRP
tartalm idegrostok az eminentia mediana teriiletén nem mutathatdak ki, és az adenohipofizisben
sincsenek [59]. Végiil, in vitro a PrRP gyengébb prolaktin felszabadulast fokozo képességgel birt,
mint az igen gyengének tartott TRH, akar him, akar a cikus kiilonb6z6 szakaszaiban 1év6 ndstény
patkanyokbol szarmazoé hipofizis sejteken tesztelték [60]. Egyéb ellentmondasos adatok is
napvilagot lattak. Hipotalamusz szeletkulturaban a PrRP novelte a VIP és galanin felszabadulast,
melyek serkentik prolaktin szekréciot, intracerebroventrikularisan alkalmazva pedig stimulalta a
tuberoinfundibularis dopamin neuronokat, igy elvileg a prolaktin-szekréciot gatolhatja is [58].

A PrRP ¢és expresszidjat csontos halakban tanulmanyozva kideriilt, hogy ezekben az
allatokban csak a PrRP-20 ortolégja 1étezik. Ez a molekula szekvencia homologiat mutat ugyan az
eml6s PrRP20-szal, de kiilonalld gén kodolja, mely egy 6si gén megkett6z6dése soran valt el a
leend6 emlés PrRP gént6l. Ezért ezt a peptidet, ami emlésokben nem termel6dik, PrRP2-nek
(korabban C-RFa) nevezték el [58]. A PrRP2 tartalmu sejtek szivarvanyos pisztrangban a
hipotalamusz hatso részében helyezkednek el, és axonjaik a rostralis pars distalisban prolaktin
sejtek koriil végzédnek [61]. A PrRP2 szisztémas injekcioja, illetve hipofizistenyészet kezelése
PrRP2-vel kiilonboz6 halakban jelents plazma prolaktin és szomatosztatin felszabadulasat okoz.
Ezzel szemben a human PrRP-nek nincs ilyen hatisa a halakban [61-63]. Az adatokbdl arra
kovetkeztetnek, hogy a PrRP talan egy 6si mechanizmust képviselhet a prolaktin szekrécid
kozvetlen szabalyozasaban, melynek édesvizi halakban f6 szerepe az ozmoregulacio.

4. Ongyilkos human agymintikban, melyek a mintabankbél rendelkezésre alltak, mutattak
ki a munkacsoport tagjai, vagy masok mas eltéréseket is?

A professzor Palkovits Miklos altal 1étrehozott és vezetett Human Agyszovet Bank
(https://semmelweis.hu/hbtb/) 1992 6ta miikodik a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet-és
Fejlodéstani Intézetében. A bankban tarolt mintdk 260 kiilonbozd agyteriiletr6l szdrmaznak.
Izolalasuk féleg a Palkovits professzor altal kifejlesztett és sajatkeziileg végzett ,,punch”
technikaval torténik [64], de friss fagyasztott és fixalt szovet blokkok is rendelkezésre allnak.
Munkam kezdeti éveiben magam is szamos alkalommal vettem részt a koncentralt csapatmunkat
igényl6 human agyfeldolgozas folyamataban. A mintak igen gondos feliigyelet mellett késziilnek
¢s tarolodnak. A bank kiilonlegessége, hogy a mintdk post mortem ideje mas agybankok mintaihoz
képest egyediilalldan rovid, mindéssze néhany ora. A mintak ellenérzott mindségiick (RNS
integritas szdm, és pH adatok), és szamos publikéacio alapjat képezték és képezik a mai napig.

A Human Agyszovet Bank honlapjan (https://semmelweis.hu/hbtb/) megtalalhat6 a
bankbol szarmaz6 mintak felhasznéaldsaval késziilt publikaciok listaja. Az idei évvel bezardlag
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Osszesen 34 kozlemény jelent meg, melyben kontroll és ongyilkosokbol szarmazé mintakat
hasonlitottak 0ssze. A mi munkacsoportunk csak a dolgozatban szereplé publikdcidohoz hasznalt
fel agybanki mintat, melyben a PrRP receptorok mRNS-einek relativ expresszios szintjét
vizsgaltuk a dorsolateralis hipothalamuszban [65]. Masok viszont az Ongyilkos mintakban
eltéréseket mutattak ki tobbek kozott klasszikus neurotranszmitterek, kiilonb6zo transzkripcios
faktorok, enzimek, egyes miRNS-c¢k gliikkokortikoid- és szerotonin receptorok MRNS-einek
szintjei kozott kiilonbozé agyteriileteken. Osszesen 18 &ngyilkosokat vizsgald publikacio
szarmazik hazai munkacsoportoktol. Erdekességképpen 10 publikacioban (4 hazai, 6 kiilfoldi
munkacsoport) vizsgaltak kiilonbozé neuropeptideket (urocortin-1, galanin, BDNF, nesfatin-1,
NPY, CART, POMC, CRH, AVP, GRP) vagy azok receptorat (CRH-R).
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