A kokain- és amfetamin-regulalt transzkript
(CART) peptid a gerincveldi szinti nociceptiv
informaciofeldolgozasban szerepet jatszo
neuronalis halozatokban

Doktori értekezés
dr. Kozsurek Mark

Semmelweis Egyetem
Szentagothai Janos Idegtudomanyi Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezetok: Dr. Puskar Zita, Ph.D.
Dr. Gerber Gabor, Ph.D.

Hivatalos biralok: Dr. Fiirst Zsuzsanna, D.Sc.
Dr. Jancsé Gabor, D.Sc.

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Nagy M. Gyorgy, D.Sc.
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Lendvai Baléazs, Ph.D.
Dr. Aranyi Zsuzsanna, Ph.D.

Budapest
2009



Tartalomjegyzék

L. ROVIAIEESTEZYZEK ...ttt ettt et e e esaesaaeenbeeeene 3
2. BEVEZETES ..ottt ettt 4
2.1. A szenzoros és nociceptiv informaciofeldolgozas anatomiai alapjai ................... 4
2.2. Kokain- és amfetamin-regulalt transzkript: a géntdl a peptidekig...................... 18
2.3. A CART peptidek altal szabalyozott élettani folyamatok ............cccceeceevveniennee 25
2.4. A CART nocicepcidban betoltott szerepére utald irodalmi adatok .................... 28
3. CRIKITUZESEK ...ttt ettt ettt et et saeeeas 32
4. IMOASZETK ...ttt ettt ettt ettt ettt et eeaeeeaeeas 33
5. EI@AMENYEK ..o et ebaeeaaeens 41
5.1. A CART peptid gerincvel6i megoszlasa patkdnyban ............cceevveeciieneennennnen. 41
5.2. A CART peptid kolokalizacidja primer afferens, interneuron és leszalld palya
MATKETEKKE] ... 42
5.3. A CART peptid eléfordulési gyakorisaga a primer afferensekben. A CART és a
galanin kolokalizacidja a lamina [-ben ...........ccccceevieeiiiniieciieieeieeeeee e 45
5.4. ElektronmikroszkOpos vizSAlatoK ..........cceeeeuiiieciiieiiiieciie e 48
5.5. CART peptid tartalmu végzodések a lamina I projekcids neuronjain................ 49
6. MEEDESZEICS .....veeeeeiieetee ettt e e et e e e b e e e b e e ebaeeeraaens 54
7. KOVEKEZIEIESEK ...ttt st 64
8. OSSZEIOZIALAS ...ttt 65
0. SUMMIATY ..ttt e e et e e e et e e e et eeeesssaaaeesennsaeeeeannseeesennnsees 67
10. TrodalomJEZYZEK ......ccvvieeiiieeiieeciee ettt e aae e e rae e ae e e ennee s 69
11. Sajat publikACIOK JEYZEKE ......eovuiieiiiiiieiiee e 100
12, KOSZONEINYIIVANTEAS ....ccuvieiiieiiecii ettt ettt e 103



Roviditésjegyzék

1. Roviditeésjegyzék

5-HTT: szerotonin transzporter

ACTH: adrenocorticotrop hormon

AMPA: a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionat

CART:: kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (cocaine- and amphetamine-regulated
transcript), ill. az mRNS altal kédolt fehérjetermék

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene-related peptide)

CRH: corticortop releasing hormon

CThb: kolera toxin B-alegység

DBH: dopamin-B-hidroxildz

GLYT?2: glicin transzporter 2

GAL: galanin

GnRH: gonadotropin releasing hormon

IB4: Bandeireae simplicifolia izolektin B4

LPb: lateralis parabrachialis area

LTP: hossza tavi potencirozas (long term potentiation)

NMDA: N-metil-D-aszparaginat

NKI1R: neurokinin 1-receptor

NT: neurotenzin

PB: foszfat-puffer (phosphate buffer)

PBS: foszfat-pufferelt fiziologids sdéoldat (phosphate buffered saline)

SOM: szomatosztatin

SP: P-anyag (substance P)

TRH: thyreotropin releasing hormon

TSH: thyroidea stimulalé hormon

T3/T4: trijod-tironin, tiroxin

VGAT: vezikularis GABA transzporter

VGLUT?2: vezikularis glutamat transzporter 2



Bevezetés

~Ha elvennék toliink mindazt, ami fajdalmat okoz, mi maradna?”

Henri Barbusse

2. Bevezetés

A fajdalom nem csupan kellemetlen érzés, hanem nagyon fontos figyelmezteto
jel is, mely védi az €16 szervezetet a sulyosabb kéarosodastol vagy akar a pusztuldstol. A
tartésan fennalld fajdalom viszont — eredeti céljan tullépve — sulyosan korlatozhatja az
egyén megszokott életvitelét, sot, az egész személyiséget maga ala gylrheti és guzsba
kotheti. Nem meglepd tehat, hogy midta az ember a fajdalmat ismeri, azdta harcol is
ellene. A fajdalom hatékony és korszeri csillapitdsa azonban csak ugy képzelhet6 el, ha
egyre jobban megismerjik azokat a rendszereket — gerincveldi és agyi
neuronhaldzatokat, idegpalyakat, neurotranszmittereket ¢és neuromodulatorokat —,

melyek a fajdalom kialakulasaért €s sokszor kronikussa valasaért feleldsek.

2.1. A szenzoros és nociceptiv informaciofeldolgozas anatomiai alapjai

A fajdalomérzést illetden kétféle szemlélet terjedt el. A konvergencia elmélet
szerint (Price és Dubner, 1977; Price, 1988; Wall, 1973; Willis, 1985; Willis és
Westlund, 1997) a szomatoszenzoros aktivitds sajatos mintdzata, a bizonyos
neuronokon konvergéld kiilonb6z0 modalitdsu és intenzitdsu szenzoros informaciok
ereddje hatarozza meg, hogy valamely érzést fijdalomként éliink-e meg. A specificitas
elmélet értelmében a fajdalmat, ill. annak kiilonféle modalitdsait eleve erre a célra
»szant”, specifikus periférids (receptorok, periférias idegek) és centralis strukturak
(neuronok, palyak, magok ¢és kérgi mezdk) tovabbitjak és dolgozzak fel (Craig, 2003a;
2003b; Perl, 1971).

A szenzoros informacid utjat végigkovetve a periférids receptortol egészen az
agykéregig mind a specificitds, mind a konvergencia megnyilvanulasara talalunk példat.
Eppen ezért a két elméletet nem egymassal szemben 4ll6, hanem egymast kiegészit6
megkozelitési modként célszerti kezelni (inegtrativ fajdalom szemlélet). Leghjabban —

kiilondsen féemldsokben és az emberben — a fijdalmat homeosztatikus érzésnek
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(,, homeostatic emotion”) tekintik: a fajdalom egy a szervezetet éré olyan inger, mely a
szervezet homeosztazisat felboritja. A tuléléshez az egyenstly helyreéllitasa sziikséges,
melyet komplex affektiv, vegetativ és neuroendokrin miikddések, valamint viselkedési

mintak biztositanak (Craig, 2003b).

2.1.1. A szenzoros informdcio utja a receptoroktol a gerincveloig

Az érzoreceptorok koziil els6ként a mechanoreceptorokat (Meissner-, Vater-
Pacini-, Meckel-, Ruffini-féle tapintotestek, Golgi-féle inorso, izomorso) irtak le. Ezek
vékony (Ad vagy IlII. tipusu), kdzepes (AP vagy II. tipusu), ill. vastag veldhiivelyes (Ia
¢s Ib tipust) szenzoros idegrostvégzodések és mas szoveti komponensek (modosult
Schwann-sejtek, izomszovet, inszovet, stb.) altal egylittesen létrehozott komplex
struktarak (Barr és Kiernan, 1988; Cajal, 1952), melyek meghatarozo szerepet jatszanak
a finom, diszkriminativ tapintds, a vibracio (epikritikus szenzibilitds), valamint az
izmok, inak és iziileti tokok, szalagok megnyuldsanak érzékelésében (propriocepcio).

A sajatos szerkezeti mechanoreceptorok mellett ismertek az Un. ,,szabad
idegvégzddések”, melyek a vékony myelinhiivelyes (Ad vagy III. tipusu), ill. a
velOshiively nélkiili (C vagy IV. tipust) rostok periférids végzddései. Ez utdbbi
receptorok elsésorban a ho- és fajdalomérzékelésben jatszanak meghatdroz6 szerepet
(Barr ¢s Kiernan, 1988).

A nociceptor kifejezést Sherrington vezette be: olyan receptort értiink alatta,
mely a szOveteket potencidlisan vagy ténylegesen karositd kiils6-belsé hatasokat
érzékeli (Sherrington, 1906). A nociceptorok egy része szelektiv a fajdalom valamely
modalitdsara nézve, igy elkiilonitlink példdul mechanikus nociceptorokat, vagy
olyanokat, melyek csak a fajdalmas hdingerekre reagalnak. Mas nociceptorok nem
specifikusak: kelld intenzitdsu mechanikus, kémiai vagy hohatas (hideg vagy meleg)
egyarant aktivalja Oket (Bessou és Perl, 1969; Torebjork, 1974). A nociceptorok
specificitasanak és szelektivitdsanak hatterében kiilonbozd, transzducerként miikodo
membranreceptorok ¢és ioncsatorndk allnak. A bdr nociceptorainak jorésze TRPV1-
(tranziens receptor potencial vanilloid) receptort tartalmaz. Ezek a receptorok olyan
transzducerek, melyek fajdalmas hdingerre, alacsony pH-ra és néhany kémiai anyagra —
kapszaicin, reziniferotoxin — reagalnak. Mas bdrreceptorok a TRPV2-receptort

exprimaljak, mely csak kifejezetten fajdalmas hot érzékel (Caterina és mtsai, 1999;
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Caterina és Julius, 2001). A nociceptorokon léteznek még tn. ASIC- (savérzékeny
ioncsatorna; acid sensing ion channel) receptorok, melyeket az alacsony pH aktival
(Habelt és mtsai, 2000; Immke és McCleskey, 2001; Sutherland és mtsai, 2001). Végiil
megemlitjilk az ENaC-ot (epithelialis Na'-csatorna; epithelial sodium channel), mely az
erés mechanikai stimulusok érzékelésében jut szerephez (Garcia-Anoveros és mtsai,
2001; Price és mtsai, 2000).

A nociceptorok tobbsége vékony veldhiivelyes Ad vagy myelinhiively nélkiili
C roston keresztlil tovabbitja az ingeriiletet a kdzponti idegrendszer felé (Willis és
Coggeshall, 2004). Az érz6 idegrostok vezetési sebessége és a myelinhiively vastagsaga
kozott szoros Osszefiiggés van. A bort beidegzd vastag myelinhiivelyes AP rostok, a
vékony vel6hiivelyes Ad rostok és a myelinhiivellyel nem rendelkezé C rostok vezetési
sebessége rendre 30-100 m/s (Erlanger ¢és Gasser, 1937), 4-30 m/s (Boivie és Perl,
1975), ill. 0,5-2,5 m/s (Gasser, 1950), vagyis az AP rostokon az ingeriilet sokkal
hamarabb érkezik meg a kozponti idegrendszerbe, mint az Ad vagy C rostok esetén. A
velOshiively vastagsaga és az idegrost ingerkiiszobe kozott forditott aranyossag all fenn:
a legkisebb ingerkiiszobbel az AP, a legmagasabbal pedig a C rostok rendelkeznek.

A spinalis ganglionokban elhelyezkedd pseudounipolaris sejtek mintegy hidat
képeznek a periférian elhelyezkedd receptor és a szenzoros informaciotovabbitas és -
feldolgozas kovetkezd szintjét képezd gerincveld kozott. A ganglion spinale idegsejtjeit
— a tobbféle lehetséges, de leginkabb elterjedt klasszifikacié szerint — kis €és nagy
neuronokra tagoljuk. Az esetek tobbségében korreldl a sejttest mérete a periférias és a
centralis nyulvany myelinizaltsdganak mértékével: a nagy sejtekhez tobbnyire az izom-
¢s inorsok feldl, valamint a bor mechanoreceptoraibdl érkezd vastag velShiivelyes
rostok tartoznak, mig a kisméretli sejtek foleg a nocicepcidban érintett vékony
myelinhiivelyes vagy myelinhiively nélkiili rostokkal rendelkeznek (Willis ¢és
Coggeshall, 2004).

A kis sejtek egy csoportja valamilyen neuropeptidet, s6t tobbnyire
neuropeptideket exprimal: leggyakrabban a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP,
calcitonin gene-related peptide), P-anyag (SP, substance P), szomatosztatin (SOM),
galanin (GAL), kolecisztokinin, bombezin, vazoaktiv intesztinalis polipeptid, enkefalin,
endorfin, vazopresszin, oxitocin, dinorfin fordul el benniikk (Willis és Coggeshall,

2004). Ezek a petidek nem csupan a sejttestben vannak jelen: axonalis transzporttal



Bevezetés

eljutnak a gerincveld hatsé szarvaban végzddd centralis terminalisokba is (Zhang és
mtsai, 1993).

A kiilonb6z0 modalitdsu receptorokbdl ingeriiletet szallito, kiillonbozo
vastagsagu, ingerkiiszobii, vezetési sebességii €s végzodési teriiletii rostok neurokémiai
szempontbol is heterogének. Neurokémiai markerek segitségével a primer afferensek
kiilonb6oz6 alcsoportjai kiilonithetok el. A C rostok mintegy fele CGRP-t, ill. ezzel
egylitt sokszor mas peptideket is exprimal (peptiderg primer afferensek) (Hunt és mtsai,
1992; Lawson, 1992). A C rostok masik fele nem tartalmaz peptidet, viszont nagy
affinitdssal koti a Bandeiraea simplicifolia B4 izolektint (IB4). A CGRP ¢s az IB4
egylittesen gyakorlatilag a teljes C rostpopulaciot lefedi, bar a két marker kozott
mintegy 7-10%-os atfedés van (Alvarez és mtsai, 1991; Silverman és Kruger, 1990). A
velOhiivelyes rostok jeldlésére nincs intrinzik marker, de felveszik és a gerincveld
iranyaba szallitjdk a periférias idegbe injektalt kolera toxin [-alegységet (CTb)
(Robertson ¢és Grant, 1985), mely immunreakcidval lathatova tehetd.

A primer afferensek elsddleges neurotranszmittere a glutamat, de a peptiderg
rostok esetében az ingeriiletatvitelt szamos mas, a ganglion spinale sejtjeinél mar
emlitett neuropeptid is moduldlhatja. A tucatndl is tobb fehérje koziil ki kell emeljiik a
CGRP-t, a SP-t és a galanint. Tekintettel arra, hogy a CGRP a gerincveld hatso
szarvaban kizardlag a primer afferensekben fordul eld (Carlton és mtsai, 1987; Ju és
mtsai, 1987), gyakorlatilag a peptiderg primer afferensek specifikus markerének
tekinthet6. A SP-t pedig elsédleges ,,fajdalom-transzmitterként” is szokas emlegetni:
fiziologiai vizsgalatok szerint a SP csak azon primer afferensekben van jelen, melyek
nociceptiv informaciot szallitanak, és a peptid csak intenziv periférids stimulusok
hatarsara szabadul fel az afferens végzddésekbdl (De Koninck és Henry, 1991; Lawson
¢s mtsai, 1997; Marvizon és mtsai, 1997). A primer afferensekben eléforduléd fehérjék
kozil az egyik legtobbet tanulmanyozott neuropeptid a galanin, melynek kiemelt
jelentdséget tulajdonitanak a spinalis szintli nociceptiv informacidfeldolgozéasban és a
krénikus fajdalomszindromaék kialakulasaban, fenntartasaban. Jelentdségét alatimasztja,
hogy a CGRP-t és SP-t tartalmazd primer afferensek mintegy felében megtalalhatéd
(Tuchscherer és Seybold, 1989; Zhang és mtsai, 1993; Zhang és mtsai, 1995a).
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2.1.2. A gerincveld hdtso szarvanak neuronalis szervezddése

A gerincveld sziirkedllomanyat Rexed a sejtes szervezddésben mutatkozd
kiilonbségekre alapozva egymast kiilonésen a hats6 szarvban rétegesen kovetd
teriiletekre, lamindkra tagolta (Rexed, 1952). A Rexed-féle lamindk tehat nem
funkcionalis, hanem sokkal inkdbb morfologiai egységekként sziilettek meg (1. abra), s

a morfologia és a funkcid kozotti kapcsolat csak késébb kezdett kdrvonalazddni.

1. dbra. A patkany gerincvel6 L4 szegmentuma. A hatso szarv feliiletes (lamina I-IT) és mély (lamina
III-IV) laminakra tagolhato. A feliiletes lamindk a nociceptiv informaciofeldolgozas kiemelten fontos
tertiletei (Paxinos és Watson, 1998, The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 4. kiadas alapjan).

A spinalis ganglionokban elhelyezkedd kis €s nagy sejtek centralis nyulvanyai
a hatso gyokereken keresztiil 1épnek be a gerincveldbe, és a sziirkedllomanyban
jellegzetes megoszlast mutatva — kiilonboz6 rosttipusok mas-mas lamindkat preferalva —
végzddnek (2. dbra). Az Ad és C rostok a Lissauer-féle sz€li zondn keresztiil haladva a
hatso szarvba annak lateralis oldala feldl 1épnek be. A C rostvégzddések csak a feliiletes
laminakban, azon beliil is a lamina I-ben és a lamina II kiilsé részében (Il,, ,,outer”)
vannak jelen. Az Ad rostok a lamina I teriiletén, majd a lamina II-t kihagyva a lamina
II-1IT hataran fordulnak el6 nagyobb mennyiségben, de néhany rost a mélyebb laminakat
is eléri (Light és Perl, 1979; Sugiura ¢és mtsai, 1986). Az AP rostok a hatsé szarv
medialis oldalan haladnak ventral fel¢, s végzédnek a mély lamindkban és az
intermedier szlirkedllomanyban (lamina III-VI) (LaMotte és mtsai, 1991; Millan, 1999;
Rivero-Melian és Grant, 1991; Woolf és mtsai, 1995).
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2. abra. Primer afferensek végz6dési mintiazata a patkany gerincvelé hatsé szarvaban. A

veldshiively nélkiili C rostok két alcsoportja: a) a CGRP-t exprimald peptiderg rostok, és b) az 1B4-et
kotd nem peptiderg axonok. ¢) A CTb a veldshiivelyes rostok (Ad és AP) végzddési teriiletét teszi
lathatova. d) A CGRP és CTb immunreakciok, valamint az IB4 kdtédés (a-c) Osszevetitett képe. ) A
feliiletes laminak hatdrai a transzmisszios kép segitségével hatdrozhatok meg, a lamina II mint a hatsé
szarv attetsz0 savja abrazolodik (Kozsurek és Puskar anyagabol). Mérték: 250 pum.

A fajdalmas ingerek feldolgozasat illetéen kiemelt jelentdséglick a feliiletes
laminak (lamina I-II): itt végzddik a tobbnyire nociceptiv informaciot szallitdé Ad és C
rostok talnyomé tobbsége, és a lamina I-bdl indulnak a fajdalmas stimulusokat a
magasabb agyi kdzpontok — substantia grisea centralis, lateralis parabrachialis area
(LPb), caudalis ventrolateralis medulla, nucleus tractus solitarii és a thalamus — irdnyaba
tovabbito rostok (Willis és Coggeshall, 2004).

A lamina I idegsejtjei — interneuronok ¢és projekcios sejtek egyarant —
szomajuk alakja és dendritjeik horizontdlis sikban mutatott elagazodasi mintazata
alapjan lehetnek fuziformak, piramis alakd és multipolarisak (Almarestani és mtsai,
2007; Gobel, 1978; Lima ¢és Coimbra, 1986; Lima és mtsai, 1991; Spike és mtsai, 2003;
Yu és mtsai, 1999; Zhang és mtsai, 1996; Zhang ¢s Craig, 1997), in vivo kisérletekben a
kiilonb6z6 stimulusokra adott valaszok alapjan nociceptiv-specifikusak, polimodalis
nociceptivek (fajdalmas hidegre, melegre és nyomasra egyarant érzékenyek) és nem-
fajdalmas hdingerre reagalok (Craig ¢és Kniftki, 1985; Dostrovsky €s Craig, 1996; Han
¢és mtsai, 1998). A lamina I sejtek morfologiai és fizioldgiai tulajdonsagai kozott
bizonyos mértékli korrelaciot irtak le macskakban. A fuziform sejteket nociceptiv-

specifikusnak talaltdk: a piramis alaku neuronok csak nem-fijdalmas hidegingerre
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reagalnak, mig a multipolaris sejtek vagy fajdalom-specifikusak vagy polimodalisak
(hidegre, melegre és nyomasra egyarant érzékenyek)(Han és mtsai, 1998). In vitro
koriilmények kozott, a depolarizacid soran észlelt tiizelési mintdzatuk alapjan a lamina I
projekcids neuronok lehetnek Un. gap firing vagy bursting firing tipusuak (Ruscheweyh
és mtsai, 2004), igy sajatos tiizelési mintazatuk alapjan jol elkiilonithetéek az
interneuronoktol.

Neurokémiai szempontbo6l fontos a neurokinin 1-receptort (NK1R) exprimalo,
ill. nem-exprimald lamina I projekcidos neuronok elkiilonitése. A receptor, melyen
keresztiil a SP hat, a lamina I projekcios sejtek mintegy 80%-anak felszinén
megtalalhatd (Brown és mtsai, 1995; Littlewood és mtsai, 1995; Liu és mtsai, 1994;
Marshall ¢és mtsai, 1996; Todd ¢és mtsai, 2000; Yu és mtsai, 1999). Szamos érv szol
amellett, hogy az NK1R-pozitiv sejtek fajdalomingerekre valaszolnak. Akut nociceptiv
ingert kdvetden a lamina I sejtjeinek tobbsége internalizalja a felszinén 1évé NK1R-okat
(Mantyh ¢és mtsai, 1995), ill. a sejtekben c-Fos jelenik meg (Doyle és Hunt, 1999).
Tovabbi bizonyiték a SP ¢és az NKIR nocicepcidban betoltott szerepe mellett, hogy a
kisérletes hyperalgesia drasztikus csokkenését ¢észlelték, mikor SP-hez konjugalt
citotoxikus saporinnal szelektiven kiirtottdk a lamina I NKI1R-pozitiv sejtjeit (Mantyh
¢s mtsai, 1997). A feliiletes lamindkban elhelyezkeddé NKIR-pozitiv neuronok
nélkiilozhetetlenek a centralis szenzitizacié szempontjabol: ez a mechanizmus a
kronikus fajdalom szindromak egy részében a tiinetek tartds fennmaradasat
magyarazhatja (Khasabov és mtsai, 2002; Mantyh és mtsai, 1997; Mantyh és Hunt,
2004; Nichols és mtsai, 1999).

A gerincveldben torténd informacidfeldolgozas komplexitdsat onnmagaban is
sugallja az a tény, hogy a hatsé szarv idegsejtjeinek tulnyomo tobbsége egymassal
lokalis kapcsolatot kialakito, ill. interszegmentalis interneuron (Polgar és mtsai, 2004;
Spike és mtsai, 2003; Willis és Coggeshall, 2004), és az altaluk feldolgozott nociceptiv
informaciot csak viszonylag kisszamu projekcios neuron (a lamina I sejtek koriilbeliil
5%-ka) tovabbitja a supraspinalis kozpontokba (Craig, 1995; Gauriau és Bernard, 2002;
Lima ¢és Coimbra, 1988; Menetrey €s mtsai, 1982; Spike ¢€s mtsai, 2003; Trevino és
Carstens, 1975).

A lamina II interneuronjait morfologiai megjelenésiik alapjan négy f6

csoportba soroljuk, elkiilonitve a szigetsejteket (islet cells), a vertikalis (stalked),

10
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centralis és radidlis sejteket (Grudt és Perl, 2002; Heinke és mtsai, 2004; Willis ¢és
Coggeshall, 2004). A feliiletes laminak interneuronjai tiizelési mintdzatuk alapjan
ugyancsak négyfélék lehetnek: beszéliink tonic firing, initial bursting, delayed firing és
single spiking tipusokrél (Grudt ¢és Perl, 2002; Lopez-Garcia ¢és King, 1994;
Ruscheweyh és Sandkuhler, 2002; Thomson és mtsai, 1989).

A hatsé szarv excitatoros interneuronjainak elsddleges neurotranszmittere a
glutamat, s tobbségiik exprimalja a VGLUT2 vezikuléris glutamat transzporter 2-t. A
glutamaton tal ezek a sejtek tobbek kozott szomatosztatint, neurotenzint, SP-t,
kalbindint, kalretinint tartalmazhatnak (Antal és mtsai, 1991; Proudlock és mtsai, 1993;
Todd és mtsai, 1992a; Todd és Spike, 1993; Todd és mtsai, 1994; Todd és mtsai, 2003).
Az inhibitoros interneuronok (a lamina I-III interneuronjainak kb. 30%-a) GABA
¢és/vagy glicinergek, s exprimaljadk a VGAT vezikuldris GABA transzportert, ill. a
GLYT2 glicin transzporter 2 fehérjét. A GABA-erg, de nem glicinerg gatlo
interneuronokban neuropeptid Y-t, enkephalint, acetilkolint, galanint, ill. nitrogén-
monoxid szintetdzt mutattak ki, mig azokban a sejtekben, ahol GABA ¢és glicin egyiitt
fordul elé parvalbumint €s nitrogén-monoxid szintetazt irtak le.(Laing és mtsai, 1994;
Polgar és mtsai, 2003; Rowan és mtsai, 1993; Simmons és mtsai, 1995; Todd és
Sullivan, 1990; Todd, 1991; Todd és mtsai, 1992b; Todd és Spike, 1993). Ma még nem
tisztazott, hogy a lamina I-II interneuronok kiilonb6z6 morfologiai, fizioldgiai és
neurokémai szempontok szerint kialakitott csoportjai miként feleltethetok meg
egymasnak, ill. hogy ilyen jellegli megfeleltetés lehetséges-e egyatalan (Graham és
mtsai, 2007).

A hats6 szarv tovabbi kimenetét képezik a mélyebb laminakban (lamina III-V)
elhelyezkedd projekcios sejtek. Szdmuk joval kisebb, mint a lamina I projekcios
neuronoké, viszont a spinothalamicus palya talnyom6 részét — legalabbis a
féemldsokben és az emberben — valdszinlileg ezeknek a sejteknek az axonjai képezik
(Willis és Coggeshall, 2004). Szemben a lamina I projekcids neuronjaival, melyek
elhelyezkedésiiknél fogva elsdsorban Ao és C rost bemenettel rendelkeznek, s
tobbségiikben nociceptivek, addig a mélyebb lamindkban helyet foglaldé projekcios
neuronokon az Ad és C, ill. az AP rostok altal szallitott informaci6 konvergal (3. dbra), s
ezek a sejtek a nociceptiv €és nem-nociceptiv stimulusokra egyarant reagalnak, ezaltal az

un. WDR (wide dinamic range) neuronok egy csoportjat képezik.
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3. abra. A gerincvel6 hatsé szarvanak neuronalis szervezodése. a) A kiilonbozo6 tipusu primer afferens
rostok végzOdési mintazata, valamint a lamina I-IV jellegzetes sejttipusai (Cervero és Iggo, 1980, Brain,
103:717-772 nyoman). b) Harmas immunfluoreszcens festés neuron specifikus sejtmag fehérje (NeuN),
NK1-receptor (NK1R) és p-opioid-receptor (MOR) antitestekkel (Kozsurek és Puskar anyagabol). A
lamina I és III-V neuronjainak tobbsége NKI1R-t exprimal. Jellegzetes a mélyebb lamindkban lathaté
antennasejt (nyil), melynek dendritjei dorsalisan a feliiletes laminakig terjednek. A p-opioid-receptorok a
lamina II-ben koncentralodnak.

2.1.3. A szenzoros informdcio supraspinalis tovabbitdasa és feldolgozdsa

A gerincveldbe beérkezd szenzoros és nociceptiv informécid az agytorzs és az
agy szamos teriiletét aktivalja, kiilonbozo agyi teriiletekre kiilonb6zo palyakon jutva el.
A fajdalmat nem csak érezziik, lokalizéaljuk (tractus spinothalamicus — thalamus VPL
mag — primer majd szekunder érzékéreg), de a kellemetlen érzés befolyasolja
viselkedésiinket, kozérzetliinket ¢és meghatdroz6 emléknyomot hagy hatra (tractus
spinoreticulothalamicus — agytérzsi formatio reticularis — thalamus kozépvonali
magjai — limbikus rendszer, eliilsé cingulum, prefrontalis kéreg), hatast gyakorol az
autonom idegrendszerre (tractus spinoreticularis — agytdrzsi noradrenerg magok,
nucleus tractus solitarii — hypothalamus és limbikus rendszer), hormonrendszeriink
egyes komponenseire (tractus spinohypothalamicus) és védekezd-elharitd reflexeket
valt ki. Ugyanakkor az idegrendszer a fajdalom érzékelése, ,,tudomasul vétele” utan,
lényegében a valaszreakciok szervezésével egyidében igyekszik mérsékelni a
fajdalominger altal kivaltott szenvedést: a nociceptiv informaci6é olyan teriiletekre is
megérkezik (tractus spinomesencephalicus — substantia grisea centralis, kdzépagyi
formatio reticularis, tectum), amelyekbdl leszallo rostok a gerincveldben antinociceptiv

hatast kozvetitenek (Palkovits, 2000).
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Patkanyban a lateralis parabrachialis area ¢és a caudalis ventrolateralis medulla
felé torténd projekcio a legmarkansabb (ezek koriilbeliil megfeleltethetdk az elébb leirt
spinomesencephalicus €s spinoreticularis palydknak): az ide injektalt retrograd tracer
jeloli a legtobb projekcios sejtet a gerincveldben. A féemlésokben meghatarozo tractus
spinothalamicus patkanyban feltehetden kisebb jelentéséggel bir (Lima és Coimbra,

1988; Marshall és mtsai, 1996; Spike és mtsai, 2003; Todd és mtsai, 2000).

2.1.4. Agytorzsi leszadllo palyak hatdsa a hdtso szarv neuronhdlozataira

Az agytorzsbol két nagyobb palyarendszer szall lefelé a gerinveld hatso
szarvaba, hogy a szenzoros ¢és foleg nociceptiv informacié feldolgozasat befolyasolja (4.
abra). A rostralis ventromedialis medullabol leszalldé rostok szerotoninergek, s
excitatoros hatasuk elsdsorban az 5-HTs-receptoron keresztiil érvényesiil, melyek
legnagyobb szamban a vékony primer afferens rostvégzddéseken taldlhatok meg (Ali és
mtsai, 1996; D'Mello és Dickenson, 2008; Millan, 2002; Zeitz és mtsai, 2002). Emellett
nagyszamu szerotonin-tartalmu végzddést mutattak ki NKI1R-t exprimald projekcios
neuronokon mind a lamina I-ben, mind a mélyebb laminékban (Polgar és mtsai, 2002;
Stewart ¢s Maxwell, 2000).

A masik nagy leszallo rostrendszer az agytorzs noradrenerg magcsoportjaibol
— koztiik a locus coeruleusbol — szarmazik. Szemben a szerotoninerg leszallo rostokkal,
a noradrenerg palya gatolja a nociceptiv informacid tovabbitasat. A hatds a primer
afferens végzddések ay-receptorain keresztiil érvényesiil: mérséklédik a primer
afferensekbdl a neurotranszmitter felszabaduldsa és a projekcios sejtek tiizelésének
intenzitasa (Millan, 2002).

Lényegében tehat két spino-bulbo-spinalis hurokrol beszélhetiink: a lamina I
projekcids neuronjainak ingeriilete eléri az agytorzset (Suzuki és mtsai, 2002), majd az
onnan leszalld rostok a hatsé szarvban végzddnek. Ezaltal az agytdrzs mind serkentd,
mind gatld hatast képes gyakorolni a gerincveldi hatso szarvban zajlo, nociceptiv
informaciofeldogozassal kapcsolatos folyamatokra. A szerotoninerg (5-HTT, szerotonin
transzporter-tartalmt) ¢és noradrenerg (DPH, dopamin-B-hidroxilaz-immunreaktiv)
rostok altal szallitott serkentd €s gatldo hatdsok egyensulyanak elbillenése az egyik vagy
masik oldal iranyaba alapvetéen meghatarozhatja egy a gerincveldébe bejutd stimulus

tovabbi sorsat (D'Mello és Dickenson, 2008; Millan, 2002).
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4. abra. A gerincvel6i szenzoros és nociceptiv informaciofeldolgozas agytorzsi kontrollja. A lamina I
tulnyomorészt nociceptiv-specifikus (NS) és a lamina III-V polimodalis (WDR) neuronjai olyan agytdrzsi
tertiletekre projicidlnak, mint a lateralis parabrachialis area (LPb) vagy a periaqueductalis sziirkedllomany
(PAG). Az agytdrzsbdl (példaul a rostralis ventralis medullabol, RVM) visszacsatolé noradrenerg és
szerotoninerg palyak, melyek a limbikus rendszer kontrollja alatt allnak, a hatsé szarvban torténd
informaciofeldolgozast részben gatlas, részben serkentés utjan modulaljak. A nociceptiv informacio végiil
a ,fajdalom matrixként” Osszegzett kérgi terliletekre (primer és szekunder szomatoszenzoros kéreg,
prefrontalis kéreg, insula, a cingulum eliils6 része) jut (D’Mello és Dickenson, 2008, Br J Anaesth, 101:8-
16 alapjan).
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2.1.5. Klinikai vonatkozdsok

Iddbeli lefolyasat tekintve a fajdalom lehet akut vagy kronikus. Akut fajdalmat
eredményez barmilyen a széveteket ténylegesen vagy potencialisan karosito hatas. Az
akut fajdalom a szervezetet fenyegetd hatas elmultaval vagy az eldidézett szoveti
karosodas meggyogyuldsdval parhuzamosan, eredeti céljat és szerepét betdltve
megszinik. Klinikai szempontbol sokkal nagyobb problémat jelentenek a kronikus
fajdalom szindromak. Ezekben a fajdalom a karositd hatds megsziinése vagy a szoveti
sériilés gyogyuldsa utan tartdésan és lényegében céltalanul all fenn. Ma sem teljesen
egyatalan, az sem biztos, hogy a kronikus fijdalmat minden esetben akut fajdalom
elézi-e meg (Vadivelu és Sinatra, 2005).

A fijdalom kronikussa valasat okozhatja a nociceptorok ingerkiiszobének
tartdos csokkenése, ingerlékenységének hosszutavii fokozodasa. Ebben az esetben
periférids szenzitizaciordl beszéliink. Gyulladdsos reakcidoban példaul a nociceptorok
szintjén kifejezett protein-kinaz A és C aktivalddas észlelhetd. Ezek az enzimek a
TRPV1-receptorokat foszforilaljak, igy azok ugyanakkora féajdalmas stimulusra
intenzivebben reagdlnak (Bhave és mtsai, 2002; Bhave és mtsai, 2003).

A kronikus fajdalom hatterében allhat a centralis szenzitizaci6 is, amikor is a
kozponti idegrendszer neuronalis koreinek érzékenysége és aktivitdsa tartdosan vagy
irreverzibilisen fokozdédik (D'Mello és Dickenson, 2008; Pockett, 1995; Sandkuhler,
2007). A C rostok tobbsége SP-t tartalmaz és a feliiletes laminakban végzddik. Jelentds
hanyaduk kozvetleniil szinaptizadl a lamina I NKI1R-pozitiv neuronjain, melyek egy
része projekcios sejt. A C rostok ismételt vagy elhtizodo stimulacidja preszinaptikusan
fokozott glutamat felszabadulast, posztszinaptikusan pedig a lamina I NKIR sejtjei
esetében fokozott ingerlékenységet eredményez. Az LTP-nek (long term potentiation)
nevezett jelenség kulcsmolekuldja az NMDA-tipusi glutamat-receptor. Az érzd
idegvégzddésekbdl felszabaduld glutamat normalis koriilmények kozott foleg a gyors
AMPA-receptoron keresztiil hat, depolarizalja a posztszinaptikus membrant. A stimulus
ismétlodése vagy elhuzodasa esetén az ugyancsak ismétlddé vagy elhuzodo
depolarizacié hatasira az NMDA-receptorok felszabadulnak a Mg**-ionok blokéadja
alol. A megnyilé NMDA-receptorokon keresztiil Ca®"-ionok lépnek be a sejtbe, s a

e + rocr , . , .7 ’ . e
megnovekedett Ca’'-koncentracié szamos szignaltranszdukciés utvonalat indit el,
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melynek eredményeképp foszforildlodnak és igy érzékenyebbé valnak a meglévo
AMPA-csatornak, késébb pedig Gjonnan szintetizalt AMPA-receptorok épiilnek be a
membranba (Bleakman ¢és mtsai, 2006; Garraway ¢és mtsai, 1997; Ji és mtsai, 2003; Liu
¢s Sandkuhler, 1995; Randic és mtsai, 1993; Rygh ¢és mtsai, 2005; Sandkuhler, 2007;
Svendsen ¢és mtsai, 1998). Az NMDA-receptorok esetén a tartdos vagy elhtizodod
depolarizacié elengedhetetlen a Mg®"-blokk feloldasahoz, és ezt a folyamatot
nagymértékben eldsegithetik a primer afferensekbdl felszabaduld neuropeptidek, mint a
CGRP vagy a SP (Budai és Larson, 1996; Khasabov és mtsai, 2002).

A gerincvelében az LTP-n tul létezik egy madsik mechanizmus is, mely
centralis szenzitizaciot eredményezhet. Az Un. ,, wind up” (Pockett, 1995) 1ényege, hogy
a hats6é gyokereket C rost ingerkiiszobot meghaladd, alacsony frekvenciaja, néhany
masodpercig tartd sorozatimpulzussal ingerelve a hatsdé szarv neuronjaiban percekig
tartdé kumulativ depolarizaciéo jon létre, és az egyetlen stimulussal kivaltott akcios
potencidlok szama a hats6 szarvi neuronokban progressziv ndvekedést mutat (Mendell,
1966). A ,,wind up” esetében, akarcsak az LTP kialakulasdban meghatarozé jelentdségii
az NMDA-receptor. A ,,wind up” és az LTP kialakuldsdhoz is sziikség van SP-re és
NKI1R-ra. A két mechanizmus kozotti alapvetd kiilonbség, hogy a ,,wind up” inkabb
percekig, az LTP orakig, napokig, hetekig s6t honapokig tarthat. Mig az LTP inkébb a
lamina I (tobbségében nociceptiv) sejtjein jelenik meg, addig a ,,wind up” foéként a
mélyebb lamindkban (zomében WDR neuronokon) észlelhetd. Nem kizart, hogy az akut
fajdalom kronikussé valasa hatterében a ,,wind up” LTP-v¢é torténd transzformacioja all
(Herrero és mtsai, 2000).

A kronikus fijdalom — legyen sz gyulladasos, sériiléses vagy neuropatis
eredetrdl — vezeto tiinete a hyperalgesia (a fajdalmas stimulusokkal szemben mutatott
alacsonyabb ingerkiiszobb) ill. az allodynia (nem fajdalmas ingerek fajdalmasként
torténd megélése). A hyperalgesia kialakuldsat egyardnt magyarazhatja a periférias
szenzitizacidé és a lamina I neuronjaiban kialakulé LTP (centralis szenzitizacio). A
lamina I projekcios sejtjein féleg C €és Ad rostok végzddnek. Ugyanakkor a lamina I a
hatsé szarv mélyebb régioi feldl poliszinaptikus AP bemenettel is rendelkezik, melyet
normalis koriilmények kozott a GABA-erg interneuronok legéatolnak (Torsney és
MacDermott, 2006). A mélyebb lamindk WDR neuronjai monoszinaptikus AP és AJ,

valamint poliszinaptikus C afferentacioval rendelkeznek. A poliszinaptikus C rost
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bemenetet AP rostok altal indukalt gatlé mechanizmusok tartjak kontroll alatt (Craig,
2003b; Melzack ¢és Wall, 1962; 1965). A gatlas megszintetése GABA- és glicin-
antagonistakkal az allodynia tiineteit eredményezi (Yaksh, 1989): egyrészt a mély
lamindkban a WDR projekcids neuronokon megnd a C rost bemenet jelentdsége,
masrészt az AP rostok altal szallitott nem-nociceptiv informaci6é a zomében nociceptiv
lamina I neuronokra, koztiik projekcids sejtekre tevodik at. A gatlé neuronok normalis
miikodésének kiesése vagy karosodasa kozponti jelentéséggel birhat a kronikus
fajdalom gyulladasos (Harvey ¢és mtsai, 2004), ideg- (Moore ¢és mtsai, 2002), ill.

gerincveld sériilésbdl (Drew és mtsai, 2004) ered6 formdinal egyarant (5. abra).

I,

I1;

I o

WDR

1V y

> . >,

5. abra. A hatso szarv kronikus fajdalom szindromakat magyarazo modellje. A fijdalom kronikussa

valasat egyarant magyarazhatja a hatso szarvi sejtek fokozott ingerlékenysége (centralis szenzitizacio:
LTP, ,,wind up”), ill. a gatlo interneuronok miikodésének elégtelensége. F, P, M: a lamina I fuziform,
piramis alaky, ill. multipolaris, tSbbnyire nociceptiv-specifikus (NS) projekcids sejtjei. A mélyebb
lamindk projekcios sejtjein a nociceptiv €s nem nociceptiv input konvergal (WDR). EIN, IIN: excitatoros,
ill. inhibitoros interneuron.
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2.2. Kokain- és amfetamin-regulalt transzkript: a géntol a peptidekig

Douglass ¢és munkatarsai (1995) arra kerest¢k a valaszt, hogy a
pszichostimuldns hatast kabitoszerek alkalmazasa soran mely agyi teriileteken milyen
gének aktivalodnak. A specifikusan aktivalodo géneknek ugyanis az élvezeti szerek
fogyasztdsa soran szinte mindig megjelend dependencia és tolerancia kialakulasdban
lehet szerepe. Akut kokain- és amfetaminbevitelt kdvetéen a patkanyokban egy Uj
mRNS-t talaltak, melynek koncentracioja a striatumban a pszichostimulansok hatdsara
az eredeti érték 3-4-szeresére emelkedett. Az ujonnan izolalt mRNS-t a felfedezéséhez
vezetd kisérletek alapjan nevezték el kokain- és amfetamin-regulalt transzkriptnek,
CART-nak. Azonban hamarosan nyilvanvaldva valt, hogy a transzkript €s az az alapjan
képzddd fehérjetermékek a kozponti és periférids idegrendszer szdmos teriiletén jelen
vannak, s nagyon sokféle élettani folyamat szabdlyozasaban jatszanak meghatdrozé

szerepet.

2.2.1. A CART gén

A CART gén szerkezetét az elmult évtized soran szamos 4allatfajban
tanulmanyoztak, s mara az ember (5. kromoszéma, 5q13-14 régio), a szarvasmarha, a
patkany, az egér (13. kromoszéma), sét az aranyhal CART gén szekvenciaja is ismertté
valt. A harom exont és két intront tartalmazd gén szerkezete az evolucid sordn alig
valtozott: ha csak a kodold régiokat nézziik, a patkany és az egér CART gén nukleotid
szekvenciaja 98%-ban egyezik, de a hasonlosag a patkdny és az emberi CART gén
kozott is 91%-0s (Adams €s mtsai, 1999; Dominguez, 2006; Douglass €s mtsai, 1995;
Douglass és Daoud, 1996; Kuhar és mtsai, 2002; Valle és mtsai, 2005; Volkoff és Peter,
2001).

A CART gén promoter szekvencidja szamos kotohelyet tartalmaz a kiilonféle
transzkripcids faktorok szamara (6. dbra). A nagyszamu kotohely alapjan feltételezheto,
hogy tobbféle szignaltranszdukcids utvonal is képes befolydsolni a transzkripciot. Mai
ismereteink szerint a CART mRNS képzdédése leginkabb a cAMP reszponziv elem
(CRE, cAMP responsive element) nevlil kdtohelyen keresztiil befolydsolhato: a cAMP
szint novekedése a protein-kindz A aktivalodasdhoz vezet, mely foszforilalja a cAMP

reszponziv elemet kot fehérjét (CREB, cAMP responsive element binding protein). A
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foszforilalt CREB kapcsolodik a CART promoter CRE helyéhez, s fokozza az mRNS
képzodését (Carlezon és mtsai, 1998; Dominguez és mtsai, 2002; Jones ¢s Kuhar, 2006;

Konradi €s mtsai, 1994; Lakatos és mtsai, 2002).
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6. abra. A CART gén szerkezete. A CART gén harom exont és két intron tartalmaz. A kddolo régiok
el6tt talalhatd kb. 820 bazispar hosszusagban a gén promotere, mely szamos, a transzkripciot szabalyozo
specifikus  kotdhelyet tartalmaz: a TATA-boksz sziikséges a DNS-dependens RNS-polimeraz
bekdtédéséhez, a CRE a cAMP-dependens, un. protein-kinaz A altal foszforilalt CREB fehérje kotohelye,
a Fos és Jun fehérjék pedig az AP1-hez kapcsolodva fejthetik ki hatasukat (Dominguez és mtsai, 2002, J
Neurochem, 80:885-893 alapjan).

Ma mar néhany az emberi CART gént érintd mutacio is ismert: egyesek az
elhizassal, csokkent gliikoz toleranciaval és II. tipusti diabetes mellitusszal hozhatok
Osszefiiggésbe (del Giudice €s mtsai, 2001; Dominguez ¢és mtsai, 2004; Yanik és mtsai,

2006), masok az alkoholizmusra val6 hajlamot fokozzak (Jung és mtsai, 2004).

2.2.2. A CART mRNS

Ragcsalokban az alternativ splicing kovetkeztében a CART génrdl kétféle
mRNS-varians is képzOdhet: a rovidebb mRNS nem tartalmazza a maésodik exon
legelején all6 39 nukleotidnak megfeleld kopiat, azaz 13 aminosavval kevesebbet kodol.
A hosszabb mRNS az tgynevezett rat long (rl) CART, mig a rovidebb a rat short (rs)
CART-nak nevezett transzkript. Egérben az ezekkel analég mouse long (ml) CART-r6],
ill. mouse short (ms) CART-rol beszélhetiink (Adams és mtsai, 1999; Dominguez, 2006;
Douglass ¢s mtsai, 1995). Emberben nem sikeriilt splice-varidnsokat azonositani, a
human (h) CART mRNS szerkezetileg a ragcsalokban megtalalhatd rovidebb
valtozatnak, azaz a rsCART-nak, ill. az msCART-nak felel meg (Douglass és Daoud,
1996).
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2.2.3. A CART peptidcsalad

Erdekes modon az elsd CART peptidet Spiess és munkatarsai mar 1981-ben
leirtak a birka hypothalamusaban, de akkor még mint ,,szomatosztatinszeri fehérjét”
emlitették (Spiess és mtsai, 1981). Felfedezésiik nem keltett komolyabb visszhangot, és
15 év telt el, mig Douglass és munkatarsai (1995; 1996) kisérletei nyoman a
peptidcsalad a figyelem kozéppontjaba keriilt, s megkapta ma is hasznalatos nevét.

Az elmult masfél évtized soran tobbféle CART peptidet azonositottak (Dylag
és mtsai, 2006; Kuhar és Yoho, 1999). A kiilonb6z6 fehérjevaltozatok részben az
mRNS-t érintd alternativ splicing miatt, részben a keletkezett peptidek posztranszlacios
modosulasanak, leggyakrabban enzimatikus hasitdsanak kovetkeztében jonnek létre.
Ragcsalokban a két mRNS splice-varidnsnak koszonhetden két Un. preproCART
képzddik: a hosszabb 129, a rovidebb 116 aminosavat tartalmaz. A 27 aminosavbdl allé
szignal szekvencia enzimatikus lehasadésa utdn jon létre a 102, ill. 89 aminosavat
tartalmazé proCART. Emberben — mivel csak a rovidebb mRNS létezik — egyediil a 116
aminosav hosszusagu preproCART, ill. a 89 aminosavbol all6 proCART van jelen (7.

abra).

szignal szekvencia rICART / mICART
-27 1 26 27 3940 102

rsSCART / msCART / hCART
-27 1 26 27 89

7. abra. Az egy mRNS kétféle splice-variansa altal kédolt preproCART fehérjék szerkezete. Fent: a
ragesalok 39 nukleotiddal hosszabb mRNS-érél (rICART / mICART) képzddd peptid. Lent: a rovidebb
ragesalo mRNS-rél, ill. az emberi transzkriptrdl (rsCART / msCART / hCART) atir6do fehérjetermék. A
fenti abran zold szinben lathatok azok az aminosavak (27-39), melyeket a hosszabb splice-varians 39
nukleotidbol allo inzertje kodol (Stein és mtsai, 2006, Peptides, 27:1919-1925 nyoman).

A proCART molekuldkbdl a kiilonb6z6 kalcium-dependens szerin-protedzok, az
un. prohormon-konvertaz enzimek (PC) hatdsara jonnek létre a bioldgiailag aktiv
fragmentumok (Dey és mtsai, 2003; Dylag és mtsai, 2006; Stein és mtsai, 2006; Thim
és mtsai, 1999). A PC-1/3 enzim els6sorban az un. intermedier CART
peptidfragmentumok, a CART(33-102) és a CART(10-89) képzddésében jatszik
szerepet, a PC-2 pedig a fehérjelancot tovabb hasitva hozza létre a rdvidebb,

biologiailag aktiv peptideket (8. dbra). Kiilonbdz0 szovetféleségekben eltérd a PC-1/3 és
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a PC-2 enzim expresszidja. A két enzim egymashoz viszonyitott ardnya alapvetden
befolyasolja, hogy egy adott szovetben melyik CART peptidfragmentum mekkora

mennyiségben lesz jelen (Thim és mtsai, 1999).

szignal szekvencia Arg,, rICART / mICART

i

27 1 26 27 3940 102

PC-1/3 Lysgy-Argg,

ﬁi

33 102
PC-1/3 << PC-2 LysLys,,

I
55 1 102

PC-2
I
62 102
Arg, rsCART / msCART/ hCART

‘

=)

=27 1 26 27 8
PC-1/3 v

—>|

O

10 8

PC-13<<PC2 | |
47" Y543

42 89
PC-2

[

49 89

8. abra. CART peptid fragmentumok ragcsalokban és az emberben. A PC-1/3 enzim hatasara a
proCART-bol keletkezik az intermedier CART(33-102) és CART(10-89) fragmentum, melyeket a PC-2
enzim hasit tovabb rovidebb, bioldgiailag aktiv peptidekre. Az abra alapjan vilagosan lathatod, hogy a
CART(55-102) teljesen azonos a CART(42-89)-cel, ill. a CART(62-102) a CART(49-89)-cel. A
szakirodalomban parhuzamosan hasznalt, és emiatt sokszor zavard kétfajta szamozast az magyarazza,
hogy a hosszabb splice-varians alapjan képz6d6 peptidtermékekben a 39 nukleotidbdl all6 inzert miatt az
aminosavak sorszama a 26. hely utan ,,megcsuszik” (Dey és mtsai, 2003, J Biol Chem, 278:15007-15014

nyoman).

A CART gén az evoluci6 sordn alig valtozd szekvenciaja a kodolt fehérjék
aminosavsorrendjének konzervativ voltdban is tliikr6zédik (9. édbra). Az emberi és a
rovidebb ragesald preproCART kozott 95%-os a hasonlosag (Dominguez, 2006;
Douglass ¢és Daoud, 1996). Az egyes fajok kozott a legtobb aminosav eltérés a szignal
szekvencia teriiletére esik, tehat egy olyan szakaszra, mely amugy is lehasad, tehat az
aktiv peptidfragmentumok szerkezete és funkcidja szempontjabél nem rendekezik

kiilonosebb jelentdséggel. Ugyanakkor a harmadik exon altal kodolt, a peptid C-
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termindlisa felé es® és biologiai hatassal rendelkezd rész aminosav sorrendje az

emlésokben csaknem 100%-ig azonos (Dylag és mtsai, 2006; Kuhar és mtsai, 2000).

miCART MESSR[[JRLLP[[JLGAALLLL|LPLLG[AR|A
msCART MESSR|L|RLLP|LILGAALLTL LPLLG;:\ R} A
rlCART MESSR|L|RLLP|VILGAALLLL|LPLLGAG A szignil szekvencia
rsCART  MESSR|L|IRLLPVLGAALLLL|LPLLGAGA

hCART  MESSR|VRLLPLLGAALLLMLPLLGTR|A

aminosav
sorszim

mlCART QF.DAELQPRALDIYSAVDDASIIEKEL[’I{RQLRAPGAQIEALQEVLKKLKSKR 54
msCART QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKEL IEALQEVLKKLKSKR 41
rlICART QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKELPRRQLRAPGANLQIEALQEVLKKLKSKR 54
rsCART QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKEL IEALQEVLKELKSKR 41
hCART QEDAELQPRALDIYSAVDDASHEKEL IEALQEVLKKLKSKR 41
mICART [HPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL 102
msCART |I|PIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL 89
rlCART IHPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL 102
rsCART [|PIYEKKYGQVPM CDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL 89
hCART |V|PIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFLLKCL 89

9. abra. A kiilonb6z6 fajok CART peptidjei kozotti hasonlosag. A valtozatossag leginkabb a szignal
szekvenciat érinti, mig a biologiailag aktiv, a C-terminalist is magukban foglalé fragmentumok az 55.
helyen (ill. a masik szdmozas szerint a 42. helyen) 1év6 aminosavtol eltekintve a ragcsaldkban és az
emberben is azonosak (Kuhar és mtsai, 2000, Regul Pept, 89, 1-6 nyoman).

Az eddig azonositott endogén CART peptidek — a CART(42-89) vagy mas
néven CART(55-102), ill. a CART(49-89) vagy masképpen CART(62-102) -
sajatossaga a hat cisztein oldallanc, melyek Osszesen harom diszulfid hid 1étrehozasara
képesek (Dylag és mtsai, 2006; Kristensen és mtsai, 1998; Thim és mtsai, 1998). A
diszulfid hidak (10. abra) stabilizaljak a fehérjemolekula térbeli szerkezetét, s
alapvetéen sziikségesek a bioldgiai aktivitds megdrzéséhez (Yermolaieva és mtsai,
2001).

Végezetiil meg kell jegyezziik, hogy bar sokféle CART peptidfragmentumot
irtak eddig le, messze legtobbet a CART(55-102) peptidet, ill. annak hatésait
tanulmanyoztdk. A szakirodalomban elterjedt gyakorlat szerint, amikor a tovabbiakban
CART peptidrédl beszéliink, alatta a természetes, endogén, bioldgiai hatdssal rendelkezd
CART(55-102) fehérjét értjiik.

A CART gén, a CART mRNS ¢és a CART peptidek nukleotid, ill. aminosav

szekvenciajanak egymashoz valo viszonyat a 11. abra foglalja ossze.
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10. abra. A legtobbet tanulmanyozott, biolégiailag aktiv CART peptid vazlatos felépitése. A
patkanyban és egérben azonos aminosavszekvencidji CART(42-89) vagy a masik szamozas szerint
CART(55-102) peptid térbeli szerkezetét harom diszulfid-hid stabilizalja, igy biztositva a biologiai
aktivitashoz sziikséges konformaciot. Az emberi CART petid ett6l csak annyiban kiilonbozik, hogy az N-
terminalisanal a peptidlanc izoleucin helyett valinnal indul (Thim és mtsai, 1998, FEBS Lett, 428:263-
268 alapjan).
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ccegggetetoctecacaccooccgtocttoettetoccocotocctet tecoggeacoogat ttoaacecggotataagaageocggagagegeagtgecegag 100

cagcgaggaggtccagaaccATGEAGAGCTCCCGCCTGCGECTGCTACCCCTCCTGEGCECCECCCTEGCTGCTACTGCTACCTTTGCTGGGTECCCGTGE 200
M E 58 8 R L R L L P L L @ A A L L L L L P L L G A R A

A e A O O O S G B O O G A O A T T G O ST GG AT GG COACGAGAAGGAGETGS t oagtat ttocctogectey 300
Q ED AETLSQTPRATLTDTITYE AV DDA ATSTHTETZKE L (26)

ggttecceccactggactace - - - - intron (~340 bp) - - - - tgogetgggotcogoagCCAAGECGECAACTTCGEECTECCE 700
P R R OL R A B G (39

GUOCIANGTICCAC ATCGAAGCGTTGCAAGAACTCCTGAAGAAGCTCARGAGTAAACGCATTCCGATCTACGAGAAGAAGTACGGCCARGTCCCCAT S 500

A M L Q I E A L @Q E V L K K L XK 8 K R I P T Y E K K ¥ G Q V P M (54/67)
aaggctecgggtteectttt - - - - - - - - - - - o o intron (~900 bpl= = = = = = = = = = = = = - .- -

ffffffff aaccatcggtbgtgttgttgacag 1800

C D A G@E Q C AUV RKG AT RTITGTE KTLC (73/86)

GAagggacgacagccgocaccttoggttcocatatttecoctetttocooca 1500

D CPRGT S CNGST FILTILTEKTCGCTL * (89/102)

aaggagcgctocattatoootggagoctggotttagoaacaataasagtttgogttecactocagagageggatgggetotttococtgetgettcaaaataa 2000

aagatttgacattattgtgtgaaggagaatgcoctegaatggtgttggtgtgtgtgoaaagatttettttottgttttatccatectgacacattettgtga 2100
atctttctgggaagaagaggaacttogttttaaaactgtatttttgtatgtggtgtgtcacaatgagaattagatetagttaatttgggtagatgacate 2200

acaacceggaaaataasattgecctaaagocacacaaattgaageatgtacaaattacacataataaagegtttttaacaattgetoacagtgeoatggete 2300

tttotacataagtaatttaaataggaataataggattaatcatgetgttgttttgasagagaaatattttaaaaatagetgtetattgggagagecageae 2400

ctcagctcocraaggagttttgateattaattaggagtgtgttacaccagetteagtataca 2460

11. abra. A CART cDNS és a CART mRNS nukleotidszekvencidjanak, ill. a CART peptidek
aminosavsorrendjének viszonya. Kisbetlivel jelolve az intronok, nagybetiivel az exonok nukleotidjai. A
tripletek alatt a kddolt aminosavak nevének egybetiis roviditése szerepel. Lila szinli a szignal szekvencia.
A két splice-varians kozotti kiillonbség a zolddel jeldlt inzert jelenlétébdl vagy hianyabol adodik. Jobb
oldalon a nukleotidok sorszama, alatta zardjelben a kodolt aminosavak sorszama olvashatd. A szignal
szekvencia el6tt vastagon kiemelve a TATA-boksz szekvenciaja, ahova aDNS-dependens RNS-polimeraz
bekotddik a transzkripeid soran. A fehérjelancot kodold cDNS szakasz utan alahuzassal jeldlve a poly(A)
helyek (Adams és mtsai, 1999, Brain Res, 848:137-140 alapjan).

2.2.4. A CART peptid: receptorok és szignaltranszdukcios utvonalak

Bar a CART peptidek lassan 15 éve ismertek, az intenziv kutatasok ellenére a
mai napig nem sikeriilt azonositani receptorukat — noha egyes kisérleti eredmények
alapjan valdsziniileg tobbnek is léteznie kell —, és a CART peptidek altal elinditott
szignaltranszdukcios Utvonalak vonatkozasaban is igen kevés adat all rendelkezésiinkre.

A specifikus kotohely létezését tobben is leirtdk: Vicentic és munkatarsai
(2005) az egér hypophysisébdl szarmazo AtT20 sejtvonalban, Maletinska ¢és
munkatarsai (2007) pedig P12 phacocromocytoma sejtekben, legutobb pedig Jones és
Kuhar (2008) a nucleus accumbensbdl készitett primer sejtkultirdban szamoltak be
specifikus CART kotohelyrol.

Yermolaieva ¢és munkatarsai (2001) szerint a CART a hippocampus

neuronjaiban a depolarizacid6 sordn csokkenti a nifedipin érzékeny L-tipusu

24



Bevezetés

fesziiltségfiiggd Ca’ -csatornakon keresztiil torténé kalcium-influxot, s a gatlast
feltehetéen pertussis toxin érzékeny G-fehérjék kozvetitik. Lakatos €s munkatarsai
(2005) a mar emlitett AtT20 hypophysis sejtvonalban a CART peptid hatasara
bekovetkezd, ugyancsak pertussis toxin érzékeny G-fehérjék altal kozvetitett,
extracellularis jelre regulalodd protein-kindz (ERK) foszforilacidt irtak le. Sarkar és
munkatarsai (2004) kisérletei a cAMP-PKA-CREB jelatviteli mechanizmus jelentdségét
tamasztjdk ald: a cerebrospinalis folyadékba adott CART a CREB kifejezett

foszforilaciojat eredményezte a hypothalamus paraventricularis magjaban.

2.3. A CART peptidek altal szabalyozott élettani folyamatok

A CART peptid megtalalhatdo a taplalékfelvétel szabdlyozasaban szerepet
jatszd kozponti idegrendszeri struktarakban (Elias és mtsai, 2001; Fekete és mtsai,
2004; Koylu és mtsai, 1998; Kristensen €s mtsai, 1998; Vrang és mtsai, 1999b). Az
intracerebroventricularisan adott CART hatasara csokken a taplalékfelvétel, s
mérséklodik a neuropeptid Y orexinogén hatdsa (Kristensen és mtsai, 1998; Lambert és
mtsai, 1998), a CART kronikus adagolasakor pedig jelentdsen csokken a testtomeg is
(Rohner-Jeanrenaud ¢és mtsai, 2002). A CART peptid hatasara a hypothalamus
paraventricularis magjaban fokozddik mind a CRH, mind a TRH felszabadulasa, igy a
CART a CRH-ACTH-kortizol (hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg) és a TRH-
TSH-T3/T4 (hypothalamus-hypophysis-pajzsmirigy) tengely mentén egyarant képes
hatdst gyakorolni az anyagcserére €s az energiahdztartasra (Fekete és mitsai, 2000;
Lechan és Fekete, 2006; Vrang és mtsai, 2000). A nucleus arcuatusbol a gerincveld
intermediolateralis oszlopaba projicidlo6 CART-erg neuronok modulaljak a szimpatikus
idegrendszer miikddését, mely a borerek, verejtékmirigyek, valamint a barna zsirszovet
beidegzése révén szabalyozza a héleadast €s hdtermelést (Wang és mtsai, 2000).

A  mezolimbikus dopaminerg rendszer az agy jutalmazo-megerdsitd
rendszerének (reward-reinforcement) anatomiai alapja. Szadmos adat sz6l amellett, hogy
a kiilonbozd kabitoszerek ezen rendszeren keresztiil valtjadk ki hatasukat, és ez a
rendszer lehet felelds a kiilonbozo €lvezeti szerekkel kapcsolatos hozzaszokas és fiiggd
viszony kialakulasaért. A CART ¢és a kabitoszerfiiggdség kozotti kapcsolatot tobb adat

is alatamasztja: egyrészt a CART-ot pszichostimuldnsok alkalmazasa utan sikertilt
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izolalni, masrészt az alkoholbetegek egy részénél a CART gén mutdcioi mutathatok ki
(Jung és mtsai, 2004), harmadrészt a CART mRNS-t és peptidet nagy mennyiségben
talaltdk meg a ventralis tegmentalis aredban, a nucleus accumbensben és a lateralis
hypothalamusban, vagyis az agy jutalmazo-megerdsitd rendszerének meghatarozé
anatomiai strukturaiban (Douglass és mtsai, 1995; Koylu és mtsai, 1998). A legtijabb
elképzelések szerint az endogén CART peptid a pszichostimuldnsok parcialis
agonistajaként viselkedhet: dnmagaban alkalmazva a CART nem tal erés pszichotrép
szer, de a nagy dozisban bevitt pszichostimulans kabitoszerek hatdsat gatolva probalja
meg helyredllitani az egyensulyt. Ennek tiikrében elképzelhetd, hogy a jovoben a
fliggdségiik gyogyszeres felszamolasaban (Kuhar és mtsai, 2005).

A CART peptid elsésorban a CRH-ACTH-kortizol (hypothalamus-
hypophysis-mellékvesekéreg) tengely miikodését befolyasolva jatszik szerepet a
szervezet stresszre adott valaszédnak szervezésében (Koylu és mtsai, 1997; 2006). A
paraventricularis mag CRH-termel6 sejtjein CART-immunpozitiv rostvégzddéseket
irtak le, az intracerebroventricularisan alkalmazott CART pedig ezen sejtek mintegy
90%-aban c-Fos expressziot indukalt (Vrang és mtsai, 1999b). Hypothalamusboél
szarmazd explantatumban CART hatasara fokozott CRH felszabaduldst mértek, a
nucleus paraventricularisba injektalt CART pedig megemelte a vérplazma ACTH ¢és

CART-tartalmti axonterminalisok egyarant el6fordulnak a hypothalamus
CRH-, TRH- és GnRH-termeld neuronjain, s a CART fokozza ezekbdl a sejtekbdl a
hypophyseotrop hormonok felszabadulasat (Fekete és mtsai, 2000; Leslie és mtsai,
2001; Vrang ¢és mtsai, 2000; Wittmann és mtsai, 2005). A CART TRH és CRH sejtekre,
s ezaltal az egész hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg, ill. a hypothalamus-
hypophysis-pajzsmirigy  tengelyre  gyakorolt hatasat a  taplalékfelvétel és
energiahdztartas, valamint a stresszreakcid kapcsan targyaltuk. Ezen tGlmenden a CART
blokkolja a TRH prolaktin szintézist fokozé hatasat (Raptis és mtsai, 2004). A CART

jelen van az adenohypophysis gonadotrop sejtjeiben is, s feltehetden parakrin méddon is

crer

26



Bevezetés

A CART fokozza a patkanyok és nyulak szivfrekvenciajat é¢s emeli az artérias
kozépnyomast (Hwang és mtsai, 2004; Matsumura ¢és mtsai, 2001). Valoszinisithetd,
hogy ezek a sziv- és érrendszeri hatasok elsdsorban indirektek, ¢s a CART altalanos
szimpatikus tonust fokozé hatdsara vezethetok vissza (Dun és mtsai, 2006). Azonban az
agyi erek terliletén a CART peptid direkt vazokonstrikcios hatasat sikeriilt igazolni,
mely endothelsejt- és ET(A) endothelin-receptor dependensnek bizonyult (Iliff és mtsai,
2005).

CART-immunreaktiv sejteket és rostokat nagy mennyiségben talaltak a
gyomor- ¢és bélfalban, féleg a plexus myentericusban (Couceyro ¢s mtsai, 1998; Ekblad
¢s mtsai, 2003; Ekblad, 2006). Jelenleg az egyetlen, a tapcsatorndban leirt lokalis CART
2003). Ugy tiinik, sokkal jelentdsebbek a CART kozponti idegrendszeren keresztiil
kifejtett gastrointestinalis hatdsai: intracerebroventricularisan alkalmazva a CART
aktivitasat. Feltételezhetd, hogy ezek a hatdsok a CRH termel6 neuronok miikddésére
vezethetok vissza, mert CRH antagonistak alkalmazasa mellett nem jelentkeznek
(Okumura ¢és mtsai, 2000; Tebbe és mtsai, 2004). A CART megtalalhat6 a pancreas
vegetativ ganglionjainak neuronjaiban és a Langerhans-szigetek endokrin sejtjeiben is.
A CART befolyasolni képes az inzulin szekréciot, és az emberi CART gén mutacioi az
elhizds mellett csokkent gliikéz toleranciahoz, ill. II. tipusu diabetes mellitus
kialakulasdhoz vezethetnek (del Giudice és mtsai, 2001; Wierup €s mtsai, 2006; Wierup
¢s Sundler, 2006). A CART ezen talmenden a hasnyalmirigy exokrin részének
mikodésére is hat: fokozza az amilaz elvalasztasat (Cowles €s mtsai, 2001).

A CART peptid hippocampus sejtkulturaban képes eldsegiteni a neuronok
talélését és differencidlodasat. A hatast feltehetéen az agyi eredetli neurotrofikus faktor
(BDNF, brain-derived neurotrophic factor) kozvetiti (Wu és mtsai, 2006). A CART
peptid protektiv hatastinak bizonyult kisérletes fokalis agyi ischaemiaban, és csokentette
a gliikoéz-oxigén deprivacio miatt fellépd neuronpusztulast sejtkulturaban (Xu és mtsai,
2006). A hatads a mitokondriumokon keresztiil érvényesiil: a CART képes kivédeni a
szukcinat-dehidrogenaz és a komplex II aktivitdsanak, valamint az ATP képzddésének

csOkkenését gliilkdz-oxigén megvondskor (Mao ¢és mtsai, 2007). A CART
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neuroprotektiv s neurotrofikus hatdsai egyszer talan az agyi ischaemidk ¢és
neurodegenerativ korképek kezelésében jatszhatnak szerepet.

A legujabb kutatdsi eredmények szerint a CART hatidssal van a
csontanyagcserére (Singh és mtsai, 2008) és az immunrendszer miikkodésére is (Bik és
mtsai, 2008). A csonttomeget a CART nem mint neuropeptid, hanem mint a vérben
keringd hormon befolyasolja: hatasara csokken az osteoclastok szama, lassul a
csontszdvet lebontasanak iiteme. Az immunrendszer miikodésére viszont valdszintileg a
hypothalamus-adenohypophysis-mellékvesekéreg tengely mentén gyakorol befolyast:
atmeneti immunszupressziv majd valamivel hosszabb ideg tarté immunstimulans hatés

jellemzi.

2.4. A CART nocicepcioban betoltott szerepére utalé irodalmi adatok

A CART jelenlétét a patkany gerincvelOben elséként Couceyro €s munkatarsai
(1997) igazoltdk, néhany CART mRNS-t exprimaldé neuront azonositottak in situ
hibridizaciéval a cervicalis ¢és thoracalis szegmentumokban a canalis centralis
kornyékén. Koylu és munkatarsai (1998) a kdzponti idegrendszer CART-immunreaktiv
struktarainak feltérképezésekor elsoként irtak le a patkany gerincveld nyaki és hati
szelvényeiben a lamina I-II, a dorsolateralis koteg €és a lateralis spinalis mag erdsen
festddd rostjait, valamint az intermediolateralis oszlop és a lamina X CART-erg sejtjeit.
Ohsawa ¢és munkatarsai (2000) az egér gerincveld teljes hosszéban vizsgéltdk a CART-
immunjeldlést: a festddés hasonld volt ahhoz, amit Koylu és munkatarsai (1998)
patkanyban leirtak. Ohsawa és munkatarsai a feliiletes laminakban kis CART-pozitiv
sejtet is megfigyeltek.

A feliiletes lamindk a nociceptiv informacidfeldolgozas és -tovabbitas
kiemelten fontos teriiletei: itt végzOodik a nociceptiv primer afferensek tobbsége, s a
lamina I-ben helyezkednek el a foként nociceptiv-specifikus projekciés neuronok,
melyek a fajdalmas stimulusokat a magasabb idegrendszeri kozpontok iranyaba
tovabbitjak. Az, hogy a CART peptid tomegesen van jelen ezekben a régiokban,
sziikségszertien felveti annak lehetdségét, hogy a CART peptid hatdssal van a

fajdalomérzés gerincveldi szintii folyamataira.
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e 3 A

12. abra: CART mRNS és peptid a gerincvel6ben. a) /n situ hibridizacio, a nyilak CART mRNS
tartalmu sejtre mutatnak a patkany gerincvelGben, a canalis centralis (CC) kornyékén (20x nagyitas;
Couceyro és mtsai, 1997, J] Chem Neuroanat, 4:229-241). b) CART immunreakci6 a patkany thoracalis
gerincveld szegmentumaban (mérték: 200um; Koylu és mtsai, 1998, J] Comp Neurol, 391:115-132). c-d)
CART immunreakcid az egér gerincveld lumbalis szelvényében (mérték: 500 um és 100 um; Ohsawa és
mtsai, 2000, Eur J Pharmacol, 399:165-169).

Ezt tamasztottdk ald a CART f4jdalomreakciokra gyakorolt hatdsat vizsgalod
vislekedési tesztek is (13. &bra). Egereket iivegfenekii ketrecekbe tettek, s talpi
felsziniikre egy nagyteljesitményli izz6 sugarz6 héjét fokuszaltdk, s a besugarzott 1ab
elrantasaig eltelt idot mérték (an. ldbelrantasi vagy hindpaw withdrawal teszt). Az
intrathecalisan alkalmazott CART doézisfiiggden csokkentette a latenciat: a CART
peptid hatdsara a termdlis hyperalgesia jelei mutatkoztak (Ohsawa és mtsai, 2000).
Miasok a CART spinalis szintli hatdsat az un farokcsapas vagy tail flick tesztben
vizsgaltak. A sugarz6 hot ebben az esetben a farok tovére iranyitottak, s a farokcsapasig
eltelt idot regisztraltak. A latenciat a CART 6nmagéban nem befolyésolta, de jelentdsen
potencirozta a morfin fajdalomcsillapitd hatasat. CART peptiddel egyiitt adva a morfin
hataserdssége kb. megkétszerezddott, ill. ugyanakkora analgesias hatas eléréséhez
CART peptid mellett kb. 6tddakkora dozisut morfinra volt csak sziikség (Damaj és
mtsai, 2004).
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13. abra: Az i.t. alkalmazott CART peptid hatasa a fijdalmas héingerekkel kivaltott viselkedési
valaszokra. a) Labelrantasi tesztben a CART dozisfiiggben csokkenti a latenciat (Ohsawa és mtsai, 2000,
Eur J Pharmacol, 399:165-169 alapjan). b) Farokcsapas tesztben a CART jelentdsen potencirozza a
morfin analgesids hatasat (Damaj és mtsai, 2004, Brain Res, 1024:146:149 alapjan).

Hsun Lin és munkatarsai (2005) in vivo kisérletekben azt vizsgaltak, miként
befolyasolja a CART a glutamat agonista NMDA ¢és AMPA éltal kivaltott termalis
hyperalgesiat. Eredményeik szerint a peptid dnmagéaban ebben a kisérletben sem idézett
eld szignifikans valtozast a farokcsapds latencidjaban, de jelentdsen fokozta a glutamat
NMDA -receptorokon keresztiil kivaltott nociceptiv hatasait, mig az AMPA-glutamaterg
transzmissziot érdemben nem befolyasolta. In vitro koriilmények kozott, gerincveld
szeleteken végzett whole-cell patch-clamp mérésekben a CART fokozta a hats6 szarvi
neuronok NMDA-val kivaltott depolarizacidjanak mértékét, de nem befolyasolta az
AMPA membrant depolarizald hatasat. Mindezek alapjan Ugy tiinik, hogy a CART
szelektiven képes fokozni az NMDA-medialt nociceptiv transzmissziét. Az NMDA-
receptornak pedig mind a ,,wind up”, mind az LTP szempontjabdl meghatarozd szerepe
van. Mindent Osszevetve elképzelhetd, hogy a CART peptid centralis szenzitizaciot
indukal, mely klinikailag mint kronikus fajdalom manifesztalddhat.

Damaj ¢és munkatarsai (2006) az intrathecalis CART peptid hatasat kronikus
fajdalom modellekben is vizsgaltak: a nervus ischiadicus ligaturajaval sériiléses, mig a
talp bérébe injektalt carrageenannel gyulladasos fajdalmat valtottak ki. Az idegsériiléses
fajdalom modellben a CART mind a magas hdomérséklettel szemben tanusitott
hyperalgesiat, mind a mechanikus allodyniat jelentdsen mérsékelte, viszont a

gyulladdsos modellben a CART analgetikus hatasa elhanyagolhaté volt. A CART
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fajdalomcsokkentd hatdsa a neuropathias fajdalomban az oOpiat-antagonista naloxon
mellett is megmaradt, ami arra utal, hogy a CART nem csak az opioidok hatasat

fokozva, hanem kozvetleniil is befolyasolhatja a nociceptiv transzmissziot.
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14. abra: A CART hatisa a glutamaterg neurotranszmissziéra. a) Az NMDA altal kivaltott
depolarizacio amplitidoja megné CART eldkezelést kovetden. b) A CART jelenléte az AMPA hatasara
bekovetkezd depolarizaciot nem befolyasolja. ¢) A CART NMDA-, ill. AMPA-glutamaterg
transzmissziora kifejtett hatasanak idébeli lefolyasa. A szignifikans eltérések csillaggal jeldlve (Hsun Lin
¢és mtsai, 2005, Neuroreport, 16:253-257 alapjan).

Osszességében elmondhatjuk, hogy az erésen CART-immunreaktiv
rosthalézat jelenléte a gerincveld feliiletes lamindiban és a CART fajdalomingerekre
adott viselkedési valaszt befolyasold hatasa egyiittesen valoszintisiti a CART peptid
érintettségét a nociceptiv informaciofeldolgozas komplex folyamataiban. Az is
valoszinlinek latszik, hogy a CART tobb tdmadasponton keresztiil képes a fajdalom
modulalasara: kozvetleniil (vagy legalabbis nem opioid-dependens modon) csokkenti a
neuropathias fajdalmat, fokozza az Opidtok kozé tartozé morfin analgesids hatdsat,
ugyanakkor latszolag ezekkel ellentétes, pronociceptiv hatast mutat, mikor az NMDA-
glutamaterg transzmissziot potencirozza. Az, hogy a pro- vagy az antinociceptiv hatas

crer

hatasokért kiilonb6zd, ma még nem ismert CART-receptorok lehetnek feleldsek.
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3. Célkituzések

A CART peptid nociceptiv informaciofeldolgozasra gyakorolt hatasait
viselkedési vizsgalatok tamasztottdk ala. Ugyanakkor ismeretlen volt, hogy mindez
pontosan hogyan torténik, és milyen kapcsolatrendszereken keresztiil illeszkedik a
CART peptid a gerincveld fajdalmas stimulusokat fogado, feldolgozo és tovabbitod

neuronhaldzatainak mikodésébe.

A gerincveld egyes szegmentumai funkciondlisan jelentds kiilonbségeket
mutatnak. Tekintettel arra, hogy a CART-immunreaktiv struktirakat a gerincveld teljes
hosszaban csak egérben irtdk le, és patkdnyban csak a cervicalis és thoracalis
szegmentumokrol publikaltak ilyen jellegli adatokat, els6 I1épésben a CART

immunfestddést a patkany gerincveld teljes hosszdban meg kivantuk vizsgalni.

Célunk volt annak meghatarozasa, hogy a patkany gerincveld hatsé szarvaban
a feliiletes laminakban koncentral6do, erésen CART-immunpozitiv fonat rostjai honnan
szarmaznak: primer afferens, lokalis interneuron vagy leszalld palya eredetiiek-e, és ha

igen, ezek mely altipusaihoz tartoznak.

A lamina I CART-immunreaktiv termindlisait elektronmikroszkopos szinten is
vizsgaltuk: arra kerestiik a valaszt, szinaptizalnak-e a héatsoé szarvban, s ha igen, milyen

tipusu szinapszisokat hoznak 1étre, s mik a posztszinaptikus targetek.

Mivel a CART-immunreaktiv rostok legstlirlibben a lamina I teriiletén vannak
jelen, s mert ugyanitt taldlhatok azok a projekcids sejtek, melyek a nociceptiv
informaciot a supraspinalis kézpontok irdnyaba tovabbitjdk, felmeriilt a kérdés: a
CART-erg rostok kozvetleniil végzddnek-e a projekcids sejteken, ill. preferaljak-e ezek

valamely neurokémiai vagy morfolégiai altipusat.
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4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Minden kisérletet 280-320 g tomegii him Wistar patkanyokon végeztiink. Az
allatkisérletek tervezése és kivitelezése az European Communities Council 1986.
november 24-ei direktividja (86/609/ECC), a Semmelweis Egyetem Egyetemi
Allatkisérleti Bizottsaganak Allatvédelmi Szabalyzata és az ANTSZ 1809/003/2004.
szdmu engedélye szerint tortént. A mitéti bevatkozasok sordn, ill. a transcardialis
perfuzio elétt az allatok kelld mélységli narkdzisat intramuscularisan adott ketamin (75

mg/ttkg) és xylazin (7,5 mg/ttkg) elegyével biztositottuk.

4.2. A CART peptid gerincveldi megoszlasanak vizsgalata

Harom allatot mély altatasban transcardialisan perfundéaltunk 0,1M foszfat-
pufferben (PB) 4% formaldehidet és 4% akroleint tartalmazé fixaldéval (pH=7,4). A
cervicalis, thoracalis, lumbalis és sacralis gerincveldszelvényekbdl vibratommal 50 pm
vastag, transzverzalis metszeteket készitettiink, majd ezeket 50%-os etil-alkohollal
borohidrid oldattal kdzombositettiikk a szabad aldehid-csoportokat. A nem-specifikus
antitest kotodések csokkentése érdekében a metszeteket 5% normal 16szérumot (NHS,
normal horse serum) és 25mM PB-t tartalmazé fizioldgids séoldatba (PBS) tettiik. A
metszeteket 72 oran a4t inkubaltuk monoklonalis, egérbdl szarmazdé CART
ellenanyaggal (1:1500), majd 24 oOrdn 4t szamdarban termelt és Alexa Fluor 488
fluoreszcens festékkel jelolt egérellenes antitesttel (Invitrogen; 1:500). Mind a primer,
mind a szekunder antitestet 0,3% Triton-X 100-at tartalmaz6 PBS-ben higitottuk. A
targylemezre felszedett metszeteket Vectashielddel (Vector Laboratories) fedtiik le. A
szkenneléshez egy Bio-Rad Radiance 2100 Rainbow konfokalis 1ézerpasztazo
rendszerrel felszerelt Nicon Eclipse E800 mikroszkopot, ill. 4-szeres nagyitasu

objektivet hasznaltunk.
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4.3. Tobbes immunfluoreszcens festések a CART peptid tartalmu

rostok eredetének meghatarozasahoz

4.3.1. A feliiletes lamindakban végzodo velohiivelyes primer afferensek jelolése

A gerincvel6 hats6 szarvaban végzodd myelinhiivelyes primer afferens rostok
(a feliiletes lamindkban kizarélag az Ad rostok) szelektiven jeldlhetok a periférids
idegekbe juttatott kolera toxin B-alegységgel (CTb; List Biological, Campbell, CA,
USA). Két, mély altatasban 1évé patkédny bal nervus ischiadicusat kipreparaltuk és
atvagtuk, majd a tracert (Spl, 1%-os desztillalt vizes oldatban) az ideg proximalis
csonkjaba injektaltuk. Haromnapos tulélést kovetden az dallatokat ismételt mély
narkézisban 4% paraformaldehid ¢és 1% akrolein elegyével transcardialisan
perfundaltuk, majd az L3-L5 szegmentumokbol — melyekben a nervus ischiadicus

rostjai végzddnek — vibratdmmal 50 um vastag metszeteket készitettiink.

4.3.2. Antitest kombindciok
A CTb-vel jelolt két patkanybol és tovabbi harom intakt allatbol szarmazo
lumbalis metszeteken tobbes fluoreszcens immunhisztokémiai reakciokat végeztiink a
primer afferensekre, lokalis interneuronokra ¢és leszalld palyakra jellemz6é markerekkel.
A metszeteket a kordbban részletezet modon (lasd 4.2. pont) dolgoztuk fel. A kdvetkezd
antitest kombindciokat hasznaltuk:
(I) egérben termelt CART peptid ellenanyag
(1) kecskében termelt CGRP-ellenes, patkanyban termelt SP-ellenes ¢és
tengerimalacban termelt vezikularis glutamat transzporter 2-ellenes antitestekkel;
(2) kecske CGRP-ellenes, nyul szomatosztatin-ellenes €s tengerimalac VGLUT2-
ellenes antitestekkel;
(3) kecske CGRP-ellenes antitesttel és biotinilalt IB4-gyel;
(4) nyul anti-CGRP és kecske anti-CTb ellenanyaggal;
(5) tengerimalac VGLUT2-ellenes és nyul neurotenzin-ellenes antitesttel;
(6) vezikularis GABA transzporter ellen nytlban termelt és glicin transzporter 2
ellen tengerimalacban termelt ellenanyaggal;
(7) nyul szerotonin transzporter-ellenes antitesttel; valamint

(II) nytlban termelt CART peptid ellenanyag egér dopamin-f-hidroxilaz antitesttel.
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Ezt kovetden a metszeteket szamarban termelt és fluoreszcens festékekkel
konjugalt szekunder antitestelegyben (Alexa Fluor 488 és Alexa Fluor 555, Invitrogen,
1:500; valamint Cy5 és FITC, Jackson ImmunoResearch, 1:100) inkubaltuk 24 éran at.
A (3) kombinaci6é esetében az IB4-kotédést Pacific Blue-konjugalt Streptavidinnel
(Invitrogen, 1:500) mutattuk ki. (A kisérletekben hasznalt primer antitestek jellemzoit
az 1. tablazatban foglaltuk 0ssze.)

A harom nativ patkdny L2-L4 spinalis ganglionjaibdl vibratommal 50 pm
vastag longitudinalis metszeteket készitettliink, melyeket egérben termelt CART-ellenes,
kecskében termelt CGRP-ellenes €s patkanyban termelt SP-ellenes primer ellenanyag
koktélban inkubaltuk a kordbban leirt médon (lasd 4.2. pont). A hasznalt szekunder
antitestek Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 és Cy5 fluoreszcens festékekkel voltak

konjugalva.

4.3.3. Analizisek

Minden antitest kombinacié esetében az L2-L4 szegmentumokbol késziilt
metszetek koziil négyet valasztottunk ki véletlenszertien. Minden metszet esetében 20-
szoros nagyitasu objektivvel transzmisszios képeket készitettlink, hogy a lamina I-1I-111
hatdrok pontosan meghatdrozhatéak legyenek. Ezutdn minden metszetben
kivalasztottunk és 60-szoros nagyitasu lencsével beszkenneltiink harom, egyenként 133
pum x 133 pum-es mezdét. A hirom mez6 a lamina I-II medialis, kdzépso, ill. lateralis
részét fedte le. Minden mezordl 24 optikai metszet keriilt rogzitésre, a 1€péskoz 0,5 um
volt.

A kolokalizacids analizisekhez a Neurolucida for Confocal 4.34 szoftvert
(MicroBrightField, Williston, VT, USA) hasznaltuk. Minden mez6 esetében 25-50
(atlagosan 30) CART-immunreaktiv boutont valasztottunk ki és jeloltiink meg
véletlenszertien a lamina I-ben ¢és II-ben egyarant, majd 1ézervonalanként és boutonr6l
boutonra ellendriztiik, hogy a megjelolt CART-pozitiv terminalisok kolokalizalnak-e a
primer afferens, interneuron, ill. leszallo palya markerekkel. A kolokalizacié hidnya az
IB4, GLYT2, CTb, 5-HTT ¢és DPH esetében nyilvanvalova valt, amint minden
patkanybdl egy-egy metszetet feldolgoztunk. Ezekben az esetekben a tovabbi
analizisektdl eltekintettiink. Az Osszes tobbi antitest kombindciéndl mind a lamina I-

ben, mind a lamina II-ben 900-1050 CART-immunreaktiv bouton kolokalizaciojat
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vizsgaltuk meg (3 patkdny, 4 metszet/patkdny, 3 mezd/metszet, kb. 30-30

bouton/mezd).

4.4. A primer afferensek neuropeptid tartalma: a CART peptid,

CGRP, SP és galanin kolokalizacidjanak vizsgalata a lamina I-ben

Harom patkanyt mély narkdzisban transcardialisan perfundaltunk 4%
paraformaldehid és 4% akrolein elegyével, s a lumbalis szegmentumokbol vibratommal
50 um vastag horizontalis metszeteket készitettiink, melyeken immunhisztokémiai
reakcidt végeztiink (lasd 4.2. pont): a primer antitestelegy egérben termelt CART
antitestet, kecskébdl szarmazdo CGRP ellenanyagot, patkdny anti-SP ellenanyagot és
nyulban termelt galanin-ellenes antitestet tartalmazott (1. tdblazat). Minden patkanybol
véletlenszeriien valasztottunk ki 2-3 horizontalis metszetet, s ezekbdl Osszesen tiz,
egyenként 133 um x 13 3um-es lamina I mezdt szkenneltiink be 60-szoros nagyitasu
immerzios objektivvel. Minden mezdbdl 16-20 optikai metszetet rogzitettiink 0,5 pm-es
1épéskodzzel. Az analizisekhez a Neurolucida for Confocal 4.34 szoftvert hasznaltuk.

El6szor 900 CGRP-immunpozitiv boutont (30 bouton/mezd, 10 mezd/patkany,
3 patkany) valasztottunk ki véletlenszerin, majd boutonrél boutonra haladva
meghataroztuk, hogy a kivalasztott CGRP-pozitiv terminalisok tartalmaztak-e CART-
ot, SP-t, ill. galanint. Hasonl6 modon kivalasztottunk 900 CART-immunreaktiv boutont

is, s megnéztiik, kolokalizalnak-e CGRP-vel és galaninnal.

4.5. A gerincvel6 feliilletes laminaiban végzodé CART-immunreaktiv

terminalisok elektronmikroszkopos vizsgalata

Az elektronmikroszkoépos vizsgalatokhoz tovabbi négy patkanyt perfundaltunk
3% paraformaldehid, 0,15% glutaraldehid és 15% telitett pikrinsav elegyével. Az
eltavolitott lumbalis gerincveldszegmentumokat krioprotekcid céljabol 10%-os, majd
30%-0s szachar6z-oldatba tettilk, azutan folyékony nitrogénnel megfagyasztottuk.
Felolvadas utan a szegmentumokbdl vibratbmmal 50 pum vastag transzverzalis

metszeteket készitettlink, majd a CART-pozitiv struktirdkat vagy immunperoxidaz
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reakcioval, vagy az On. eziist-intenzifikalt arany technikaval jeloltik (van den Pol,
1986).

Az immunperoxiddz reakciondl a metszeteket 0,5%-0s hidrogén-peroxid
oldattal kezeltiik, majd 72 oran at monoklonalis, egérben termelt CART peptid ellenes
antitesttel (1:15 000), azutan 24 6ran at biotinilalt, 16ban termelt egér ellenes antitesttel
(Vector Laboratories, 1:500), s végiil 24 o6ran &t tormaperoxidézzal konjugalt
Extravidinnel (ExtrAvidin-HRP, Sigma, 1:1000) inkubaltuk. A primer és a szekunder
ellenanyagokat is 2% NHS-t tartalmaz6é PBS-sel higitottuk. A kromogén reakciot 0,01%
hidrogén-peroxid jelenlétében 0,05% diaminobenzidinnel végeztiik.

Az eziist-intenzifikalt arany mddszernél a monoklonélis CART peptid ellenes
antitesttel (1:5 000) torténd inkubalds utan a metszetek szamarban termelt egér ellenes,
Inm-es aranyszemcsékkel konjugalt IgG-t (Electron Microscopy Sciences), 1% marha
szérum albumint (BSA) és 0,1% hidegvizi hal zselatint (Electron Microscopy Sciences,
Fort Washington, PA, USA) tartalmazd6 PBS-be, ezutan 10 percre 1,25%
glutaraldehidbe keriiltek. 0,2 M natrium-citratos Oblités utan az aranyszemcséket az
IntenSE Kit (Amersham Biotech) segitségével eziist-intenzifikaltuk.

Mind az immunperoxiddz reakcion, mind az eziist-intenzifikalt arany reakcion
atesett metszeteket 1% osmium-tetroxid tartalma PB-ben inkubdltuk fél 6tran at, majd
50%-0s etanol, azutdn 1% uranil-acetatot artalmazd 70%-os etanol kovetkezett. A
metszeteket felszallo alkoholsorral, majd propilén-oxiddal viztelenitettik ¢&s
Durcupanba (Fluka) agyaztuk. Az ultravékony sorozatmetszeteket Formvarral bevont

gridekre szedtiik fel, majd uranil-acetattal és 6lom-citrattal kontrasztoztunk.

4.6. A CART-immunreaktiv rostok végzodése a lamina I Kiilonb6z6

morfologiaja és neurokémiajua projekcios sejtjein

4.6.1. Sztereotaxidas miitétek

A lamina I-ben elhelyezkedd projekcios sejteket retrograd tton jeloltik a
lateralis parabrachialis areaba injektalt CTb segitségével. Négy patkdnyon végeztiink
sztereotaxids miitétet, a kovetkezd célkoordinatakat hasznaltuk: a bregmatol 9,3 mm-rel
hatrafelé, 2,0 mm-rel jobbra, s 6,6 mm-rel lefelé. A CTb 1%-os desztillalt vizes oldatat

iontoforetikus injekcioval juttattunk a célteriiletre (5 pA, 15 masodperces 50%-0s
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kitoltésti ciklusok 20 percen keresztiil).
Egy hetes tulélés utan az allatokat

ismételt mély narkozisban

perfundaltuk 4% paraformaldehid és
) 1% akrolein elegyével.

Az agyb6l 100 um vastag

- metszeteket készitettliink, majd etanol
¢s natrium-borohidrid kezelés utdn a
metszetek endogén peroxidaz
aktivitasat  0,5%  hidrogén-peroxid
oldattal blokkoltuk. Moséds utan a

metszeteket kecskében termelt CTb

15. abra: A beadasi hely az agytorzsben és a jelolt ellenanyaggal (1:20 000), majd torma-

projekcios sejtek a gerincvelé horizontalis peroxidézzal konjugélt kecskeellenes

metszetében. a) Diaminobenzidin reakcidtermék a
lateralis parabrachialis areanak megfeleléen, b) CTb-  antitesttel (Vector Laboratories, 1:250)

vel retrograd jelolt lamina I projekcios sejtek 1pum-es inkubaltuk. A kromogén reakciohoz

1épéskdzzel szkennelt optikai sikokbol Osszevetitett

képe. Mérték: a) 1 mm, b) 50 um. 0,01% hidrogén-peroxid jelenlétében
0,05% diaminobenzidint hasznaltunk.

Mosas utan a metszeteket zselatinos targylemezekre szedtiik fel, majd szaradas utin

DePeX-szel fedtiik le. Ezt kovetden a beadasi helyet fénymikroszkop alatt ellendriztiik.

4.6.2. A lamina I projekcios neuronjain végzodé CART-immunreaktiv rostok
kvantitativ analizise

A sztereotaxids mitéten atesett négy patkdny L1-L5 gerincvel6-
szegmentumaibol vibratommal 50 um vastag horizontdlis metszeteket készitettiink,
majd az etanolos és natrium-borohidrides kezelés utan egérben termelt CART-ellenes
antitestet, nytlban termelt NK 1R ellenanyagot, tengerimalacban termelt anti-CGRP-t és
kecskébdl szarmazo CTb antitestet tartalmazé primer eleggyel inkubaltuk a metszeteket.
Moséas utan loban termelt biotinilalt kecskeellenes szekunder antitest (Vector
Laboratories, 1:500), majd ExtrAvidin-HRP (1:500) kovetkezett. A CTb festddés
amplifikalasa céljabol a metszeteket 0,01% hidrogén-peroxid jelenlétében biotin-

tiraminnal kezeltiik (Adams, 1992). Mosds utan a metszeteket szamarban termelt és
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fluoreszcens festékekkel konjugélt szekunder antitestelegyben, valamint Alexa Fluor
488-cal konjugalt Streptavidinnel (Invitrogen, 1:500) inkubaltuk.

A sztereotaxias mutéten atesett négy patkanybdl szarmazd metszetekben
Osszesen 32 fuziform, 33 piramidalis és 31 multipolaris NK1R-immunpozitiv, valamint
15 NKI1R-t nem exprimald projekcios (CTb-vel jelolt) neuronrdl ill. teljes kovethetd
nyulvanyrendszerérdl készitettiink konfokalis sorozatfelvételt. A 60-szoros nagyitasu
immerzios lencsével és 0,5 um-es 1épéskozzel rogzitett optikai sikokbol a Neurolucida
for Confocal 4.34 szoftvercsomag NeuroExplorer 3.30 moduljaval rekonstrualtuk a
sejtek térbeli struktardjat, ill. meghataroztuk a dendriteken és a szémakon végzédo
CART-, ill. CGRP-immunreaktiv terminalisok felszini stiriiségét (Todd és mtsai, 2002)
A statisztikai probdk esetén minden esetben a p<0,05 értéket tekintettiik

szignifikansnak.
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1. tablazat : A gerincveld és a spinalis ganglinok immunhisztokémiai jeloléseihez hasznilt primer

antitestek részletes adatai

Ellenanyag Faj Higitas Forras
Kokain- és amphetamin regulalt coér 1:1500 Jes Thorn Clausen ajandéka
transzkript peptid (CART) & ’ (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dania)
, ) Michal J. Kuhar ajandéka
nyul 11500 (Emory University, Atlanta, USA)
Dopamin-f-hidroxilaz (DBH) egér 1:150  Millipore (Chemicon)
Galanin (GAL) nyul 1:1000  Bachem AG (Peninsula Laboratories)
Glicin transzporter 2 (GLYT2) tengerimalac 1:2000  Millipore (Chemicon)
Kalcitonin gén-rokon peptid . .
(CGRP) kecske 1:300  Santa Cruz Biotechnology
nyul 1:300  Merck (Calbiochem)
tengerimalac 1:2000  Bachem AG (Peninsula Laboratories)
Kolera toxin B-alegység (CTb) kecske 1:5000 List Biological
Neurokinin-1 receptor (NK1R) nyul 1:500  Sigma-Aldrich, Magyarorszag
Neurotenzin (NT) nyul 1:1000  Bachem AG (Peninsula Laboratories)
. , . Merck (Oncogene Research
Szerotonin transzporter (5-HTT) nyul 1:250 Products)
Szomatosztatin (SOM) kecske 1:200 Santa Cruz Biotechnology
P-anyag (SP) patkany 1:200  AbD Serotec (Oxford Biotechnology)
, . Merck (Oncogene Research
nyul 1:300 Products)
Vezikularis GABA transzporter , . .
(VGAT) nyul 1:1000  Synaptic Systems
Vezikuldris glutamét tengerimalac 1:5000  Millipore (Chemicon)

transzporter 2 (VGLUT2)
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5. Eredmények

5.1. A CART peptid gerincveldi megoszlasa patkanyban

A CART peptid megoszlasat a patkany gerincveld teljes hosszaban vizsgaltuk.
Megfigyeléseink Osszhangban vannak a korabbi, patkanyban csak egyes gerincvel6-
szegmentumokat érintd (Dun és mtsai, 2000; Koylu és mtsai, 1998) vagy az egér
gerincvelore vonatkozo leirasokkal (Ohsawa ¢és mtsai, 2000). A CART festodést a
cervicalistdl a sacralis szegmentumokig lehetett kovetni: a CART-immunreaktiv rostok
¢és termindalisok végig megtalalhatok voltak valamennyi lamindban és a dorsolateralis
kotegben, beleértve a lateralis spinalis magot is. A legintenzivebb CART festodést a
gerincveld feliiletes laminaiban, de legféképpen a lamina I-ben lattuk, s a mélyebb
lamindk fel¢ haladva a CART immunreaktivitds drasztikusan csokkent. Kisszami
CART-pozitiv sejtet lehetett megfigyelni a canalis centralis koriil, mig a hatsé szarvban
csupan egy-egy halvanyan jelolodott sejtet lattunk. A kordbbi megfigyeléseknek
megfelelden (Koylu és mtsai, 1998; Ohsawa ¢és mtsai, 2000) erdsen festddo sejtek €s
rostok voltak lathatok a thoracalis szakaszon az intermediolateralis oszlopban is (16.

abra).

16. abra. A CART-immunreaktiv strukturak megoszlisa a patkany gerincvelé cervicalis (C),
thoracalis (Th), lumbalis (L) és sacralis (S) szegmentumaiban. A legintenzivebb CART jel6l6dés a

hats6 szarv feliiletes laminaiban, a canalis centralis koriil és a thoracalis szelvények intermediolateralis
oszlopaban lathatd. Mérték: 0,5 mm.
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5.2. A CART peptid kolokalizacioja primer afferens, interneuron és

leszallo palya markerekkel

A lamina I-ben a CART-pozitiv axonok tobbsége (72,6%), mig a lamina II-
ben kisebb hanyada (34,8%) volt CGRP-immunreaktiv (17. abra, a-p). A CART
terminalisok 62,7%-a, ill. 33,9%-a tartalmazott egyidejiilleg CGRP-t és SP-t is a lamina
I-ben, ill II-ben. (17. abra, e-h). Csak kevés CART-erg végzodés exprimalta egyszerre a
CGRP-t és szomatosztatint (9,9% a lamina I-ben ¢és 0,9% a lamina II teriiletén; 17. abra,
i-1). Az IB4-kot6dés alapjan azonositott nem-peptiderg primer afferens terminalisokban

CART-ot nem talaltunk (17. abra, a-d).

EGYUTT

17. abra: CART immunreaktivitis a patkany gerincveld feliiletes lamindiban végzddé primer
afferensekben és interneuronalis axonokban. Egy sorban ugyanazon teriilet egyetlen optikai sikot
megjelenitd felvételei lathatok lézervonalanként, ill. egyiittesen. A CART-immunreaktiv terminalisok
talnyomo része tartalmazza a peptiderg primer afferensek markerét, a CGRP-t (a-p; nyilak). A nem-
peptiderg C-rostok markerével, az IB4-gyel nem talaltunk kolokalizaciot (a-d; iires nyilhegyek). A
peptiderg C-rostok tobbsége SP-t (e-h; nyilak), egy kisebb populacidja pedig SOM-t tartalmaz (i-l;
nyilak). A SP, ill. a SOM az interneuronalis eredeti CART-erg végzddésekben is jelen van (e-l;
nyilhegyek). A CART-immunpozitiv terminalisok nem jelolddnek CTb-vel (m-p; iires nyilhegyek).
Meérték: 5 pm.
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A nervus ischiadicusba adott CTb hasonldé megoszlasban jelolte a
gerincveldben végzddo veldhiivelyes rostokat (a feliiletes laminakban kizarélag az Ad
rostokat), mint ahogy arrél korabban masok beszamoltak (LaMotte és mtsai, 1991;
Rivero-Melian és Grant, 1991; Woolf és mtsai, 1995): a CTb-vel jelolt rostok lathatok
voltak a lamina I-ben és a lamina II ventralis felétél a lamina V-ig, de a festddés
hianyzott a lamina II dorsalis feléb6l. A CTb és a CART kozott nem talaltunk
kolokalizaciot (17. dbra, m-p).

A CART-immunreaktiv terminalisok mintegy fele (57,2% a lamina I és 48,8%
a lamina II teriiletén) tartalmazta a VGLUT2 glutamat transzportert (18. dbra, a-d). A
gatlo interneuron markerekkel torténd kolokalizacié vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a
CART-erg végzodések nagyon kis hanyada exprimalta csupan a VGAT GABA
transzportert (2,4% ¢és 6,6% a lamina I-ben, ill. II-ben), mig a GLYT2 glicin
transzporterrel nem lattunk kolokalizaciot (18. &bra, e-h). A CART peptidet és
VGLUT2-t egyarant tartalmaz6, de CGRP-t nem exprimalo, serkentd interneuronokhoz
tartozo terminalisok 17,1%-a és 33,9%-a volt SP-pozitiv a lamina I-ben, ill. II-ben,
valamint 15,3%-a és 25,5%-a volt szomatosztatin-immunreaktiv a lamina I, ill. II
teriiletén. A neurotenzin-jelolt CART-erg termindlisok szdma elenyészd volt (3,2% ¢és

3,4 % a lamina I-ben, ill. II-ben; 18. abra, a-d).

VGLUT2 EGYUTT

18. abra: CART immunreaktivitas a serkent6 és gatlé interneuronalis végzodésekben a patkany
gerincveld feliiletes lamindinak teriiletén. Egy sorban ugyanazon teriilet egyetlen optikai sikot
megjelenitd felvételei lathatok 1ézervonalanként, ill. egyiittesen. A CART-immunreaktiv végzdodések egy
része VGLUT?2-t tartalmaz (a-d; nyilhegyek). A serkentd interneuonok egy csoportjara jellemz6 NT-nel a
kolokalizacid elenyészé mértékii (a-d; iires nyilhegy), és hianyzik a gatld interneuronok altal exprimalt
VGAT és GLYT?2 esetében (e-h; iires és homort nyilhegyek). Mérték: 5 um.
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Megfigyeléseink szerint a felilletes lamindkban a CART peptid nem
kolokalizalt a leszalldo palyakra jellemzo markerekkel: sem az S5-HTT szerotonin

transzporterrel, sem a noradrenerg végzddésekben megtalalhatdé dopamin-f-

19. abra: CART immunreaktivitas és leszallo palya markerek a patkany gerincveld feliiletes
lamindiban. Egy sorban ugyanazon teriilet egyetlen optikai sikot megjelenitd felvételei lathatok
lézervonalanként, ill. egyiittesen. A CART-immunreaktiv végzddések egyik leszalldo palya markert sem
tartalmazzak. Mérték: 5 um.

2. tablazat: A CART peptid kolokaliziacidja primer afferens, interneuron és leszallo palya
markerekkel a lamina I-II-ben. Minden értéket %, atlag+szoras alakban adtunk meg. A kolokalizacio
relativ gyakorisagat a kovetkezéképpen értékeltik: -: <5%, +: 5-20%, ++: 21-50%, +++: >50%.

Markerek Lamina I Lamina I1
Primer afferensek
Peptiderg afferensek
Substance P-tartalmt CGRP+, SP+ et 62,7+0,9 ++ 33,9+1,3
Szomatosztatin-tartalma CGRP+, SOM+ + 9,9+1,2 - 0,9+0,3
Nem-peptiderg C afferensek CGRP-, IB4+ - 0 - 0
A3J nociceptiv afferensek CTb+ - 0 - 0
Glutamaterg primer afferens és
interneuronalis végzédések VGLUT2+ +H+ 57,2443 ++ 48,8484
Interneuronalis végzédések
substance P-tartalmt CGRP-, SP+ + 17,1+0,1 ++ 33,9+£2,7
szomatosztatin-tartalmt CGRP-, SOM+ + 15,3+1,8 ++ 25,5+1,4
neurotenzin-tartalma NT+ - 3,2+0,5 - 3,4+0,2
GABA-erg VGAT+ - 2,4+0,4 + 6,5+1,7
glicinerg GLYT2+ - 0 - 0
Leszallé axonok
szerotoninerg 5-HTT+ - 0 - 0
noradrenerg DBH+ - 0 - 0
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A spinalis gangionokbdl késziilt metszetekben kevés (10% alatti) CART
peptidet exprimald sejtet és rostot lattunk. A CART-pozitiv sejtek a kis sejtek kozé
tartoztak, és tObbségiikben CGRP-t és SP-t is tartalmaztak. Ugyanakkor talaltunk olyan
idegsejteket is, melyekben a CART mellett sem a CGRP, sem a SP nem volt jelen (20.

abra).

20. abra: CART peptid a spinalis ganglionokban. a) CART, b) CGRP, ill. ¢) SP immunfestés
lézervonalanként, ill. d) a hdrom csatorna egyesitett képe. A CART-ot a kissejtek exprimaljak, tobbnyire

CGRP-vel és SP-vel egyiitt (nyilak), de el6fordulnak csak CART-ot tartalmaz6 neuronok is (nyilhegy).
Meérték: 100 pm.

5.3. A CART peptid elofordulasi gyakorisaga a primer afferensekben.

A CART és a galanin kolokalizacidja a lamina I-ben

A horizontélis gerincveld metszetekben a lamina I teriiletén a CART-erg
végzOdések tobbsége (79,7%) exprimalta a CGRP-t. Ez az adat 6sszhangban van
korabbi eredményeinkkel, melyek a gerincveld keresztmetszetein végzett analizisekbdl
szdrmaznak (Kozsurek és mtsai, 2007). A lamina I véletlenszeriien kivalasztott CGRP-

immunreaktiv termindlisai csaknem mindegyike SP-pozitiv is volt (97,9%) és a CART
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peptid a CGRP/SP-immunpozitiv végzodések 49,0%-aban volt jelen (21. és 22. ébra, 3.
tablazat).

CGRP/SP/CART

oy S

21. abra: A patkiny gerincvelé horizontalis metszete négyes immunfluoreszcens jeloléssel. a) A
CART-erg rostok erdsen festddé fonatot képeznek a lamina I teriiletén. Az a) képen bekeretezett teriilet
kis nagyitasu képei lézervonalanként b)-e), ill. egyiittesen f)-g). A nyillal jelolt teriilet nagy nagyitasa
képe a 22. abran lathatd. Mérték: a) 250 um €s b)-g) 50 um.
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A lamina [ teriiletén a CGRP/SP-tartalmu boutonok tobbsége (81,4%) galanin-
pozitiv volt és a CGRP/SP/galanin-immunreaktiv termindlisok mintegy fele (51,5%)
tartalmazta a CART peptidet. A CART-ot és CGRP-t egylittesen exprimalé boutonok
jorésze (72,9%) galanin-pozitivnak  bizonyult, mig a CART-immunreaktiv
terminalisoknak csak kis hanyada (8,6%) volt galanin-pozitiv és egyidejiileg CGRP-
negativ (3. tablazat).

22. abra: A lamina I horizontilis metszetben négyes immunfluoreszcens jeloléssel. (A 21. abran
nyillal jel6lt teriilet nagy nagyitasu képe.) Az a)-d) képeken a SP-, CGRP-, CART- és GAL-immunfestés
lathato 1ézervonalanként, egyetlen konfokalis optikai sikban. Az e) képet az a)-c), az f) képet pedig a b)-

d) képek sszevetitésével nyertiik. A nyilak a négy peptidet egyiittesen tartalmazé boutonokra mutatnak.
Meérték: 5 um.

3. tablazat: A CART és a galanin eléfordulasi gyakorisaga a peptiderg primer afferensekben és a
két peptid kolokalizaci6janak mértéke a lamina I terminalisaiban

Peptiderg (CGRP-t exprimalé) primer afferens

. o .
végzodések neuropeptid tartalma a lamina I-ben AIRE, Y4 2L ET0 BT )

CGRP+ 2,1 0,5
CGRP+/ SP+ 11,4 0,9
CGRP+/ SP+/CART+ 7,0 1,5
CGRP+/SP+/ GAL+ 39,1 1,6
CGRP+/SP+/CART+/ GAL+ 41,5 0,6
CART-erg végzédések a lamina I-ben Atlag, % Standard hiba
CART+/CGRP+/ GAL+ 58,1 4,0
CART+/ CGRP+/ GAL- 21,6 7,4
CART+/CGRP-/ GAL+ 8,6 1,9
CART+/ CGRP-/ GAL- 11,8 3.9
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5.4. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

KA

}~M;:hh‘ S

23. abra: CART-immunreaktiv axonvégzédések elektronmikroszkopos felvételeken. A CART
peptidet a)-b) DAB kromogén reakcioval vagy c)-d) eziist-intenzifikalt arany technikaval tettiik lathatova.
A jelolt axonok (Ax) aszimmetrikus szinapszist (nyilhegyek) Iétesitenek dendritekkel (D). A jeldlt axonok
szoros Osszefekvést mutatnak mas jelolt vagy jeldletlen axonokkal. LDCV: nagy, un. ,dense core”
vezikulak (large dense core vesicles; iires nyilhegyek). Mérték: 250 nm.
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A CART-immunreaktiv terminalisok elektronmikroszkopos szintli vizsgalatara
két modszert is alkalmaztunk. A CART-tartalmu axonvégzddések szinaptikus
kapcsolatainak ~ tanulmanyozasa  érdekében  ultravékony  sorozatmetszetekben
metodusonként 25-30 boutont kovettiink végig.

A DAB reakcid esetén az antitestek jO penetracidja lehetdvé tette, hogy az
egyes jelolt terminalisokat szamos ultravékony sorozatmetszeten keresztiil kdvethessiik.
A CART-erg axonok tilnyomod tobbsége (25-bol 24) aszimmetrikus szinapszissal
végzodott valamely neuron dendritjén, ill somajan. Mivel a DAB csapadék a jelolt
végzodéseket gyakorlatilag teljesen kitoltotte, a CART-pozitiv axonok viszonyat mas
jelolt vagy jeldletlen axonokkal nem lehetett megéllapitani (23. abra, a-b) Ennek
kikiiszobolésére alkalmaztuk az eziist-intenzifikalt arany technikat, amelynél az
aranyszemcsék sokkal diszkrétebb megjelenéstiek, mint a DAB csapadék, s nem fedik el
a jelolt axonok ultrastruktirjat (23. abra, c-d). Viszont a szekunder antitest a hozza
kotott  kolloidalis arany miatt viszonylag rosszul penetrdl, s csak néhany
sorozatmetszeten at biztositja a jelolt terminalis kovetését. Harmincbol tiz jelolt
terminalis aszimmetrikus szinapszissal végzodott valamely dendriten, a tobbi jeldlt
axonvégzddés szorosan fekiidt hozzd mas jelolt vagy jeloletlen axonhoz, de axo-

axonalis szinapszist nem lattunk kozottiik.

5.5. CART peptid tartalmu végzodések a lamina I projekcios

neuronjain

Valamennyi vizsgalt lamina I projekcios neuronon végzddtek primer afferens
(CART+/CGRP+) és lokalis interneuron eredetii (CART+/CGRP-) terminalisok (24.,
25. és 26. abra). A CART+ (beleértve a CGRP+ ¢és CGRP- boutonokat is), a
CART+/CGRP+ ¢s CART-/CGRP+ végzddések neuronfelszinre szamitott striiségét
(bouton/1000 pm?), a minimum és maximum értékeket, valamint az értékek atlagat és
standard hib4jat a 4. tablazat foglalja Ossze a projekcids neuronok neurokémiai és
morfologiai tipusai szerinti bontasban.

A CART-erg boutonok denzitdsa az NK1R-t exprimalo6 projekcids neuronokon
5,3 és 69,6 kozott valtozott (atlag: 21,0), az NK1R-negativ sejteken 8,1 és 48,6 kozott
mozgott (atlag: 21,7). A CART-ot és CGRP-t egyiittesen tartalmazo terminalisok
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sejtfelszini stirlisége az NK1R-es projekciods neuronokon 1,7 és 60,1 kozott (atlag: 13,4),
a nem NKI1R-es sejteken 4,3 és 26,7 kozott valtozott (atlag: 11,8). A denzitaskiilonbség
az NK1R-pozitiv és NK1R-negativ projekcios sejtek kozott sem a CART-os, sem a
CART/CGRP-s boutonok vonatkozasaban nem volt szignifikdns (Mann-Whitney teszt,
p=0,425 a CART-erg terminalisok esetében és p=0,382 a CART/CGRP-pozitiv
boutonokra vonatkozdan).

A NKI1R-pozitiv fuziform neuronokon a CART-tartalmi terminalisok
sejtfelszinre szamolt stirlisége 5,3 és 53,7 kozott (atlag: 20,1), az NK1R-pozitiv piramis
alaku sejteken 6,7 és 69,6 kozott (atlag: 24,7), az NK1-pozitiv multipolaris neuronokon
pedig 6,4 és 58,8 kozott (atlag: 17,9) volt. A CART-erg boutonok vonatkozasaban a
denzitasbeli kiilonbség az NKI1R-t exprimald lamina I projekcios sejtek harom
morfologiai altipusa kozott nem volt szignifikdns (Kruskal-Wallis teszt, p=0,276). A
CART-ot ¢és CGRP-t egyiittesen tartalmazd boutonok denzitdsa az NKIR-pozitiv
projekcios sejtek fuziform, piramis alaki és multipolaris sejttipusai esetében a
kovetkezOképp alkult: 3,0-45,6 (atlag: 12,1), 1,7-60,1 (atlag: 18,6) és 3,1-48,6 (atlag:
9,9). A denzitasbeli kiilonbség az NK1R-t exprimal6 lamina I projekcids sejtek harom
morfologiai altipusa kozott a CART/CGRP-pozitiv terminalisok vonatkozasaban sem
volt szignifikans (Kruskal-Wallis teszt, p=0,109).

Osszességében elmondhatjuk hogy az NKI1R-t exprimald fuziform, piramis
alakil és mutlipoléris sejteken, valamint az NKI1R-negativ projekcidos neuronokon
végz0dd CART-erg termindlisok 32,3-89,0%-a (atlag: 51,4%), 7,3-88,7%-a (atlag:
57,8%), 23,2-82,7%-a (atlag: 42,6%), ill. 45,7-76,0%-a (atlag: 57,9%) volt egyidejlileg
CGRP-immunreaktiv is.

A CART-negativ de CGRP-pozitiv boutonok denzitasat is meghataroztuk a
spinoparabrachialis projekcidos neuronok kiilonb6z6 neurokémiai ¢€és morfologiai
csoportjain. A bouton denzitds az NK1-pozitiv, ill. NK1R-negativ sejteken 1,6 és 43,2
kozott (atlag: 23,6), ill. 5,6 és 21,0 (atlag: 12,8) kozott valtozott. A denzitds az NK1R-t
nem exprimald projekcids sejteken szignifikansan alacsonyabb volt (Student-féle t-
teszt; p=0,003). Az NKI1R-pozitiv projekcids sejtek harom morfoldgiai altipusanal a
denzitasértékek a kovetkezdképpen alakultak: a fuziform sejteknél 11,7-39,2 (atlag:
23,3), a piramissejteknél 1,6-42,8 (atlag: 23,2), végiil a multipolaris neuronoknal 7,2-
43,2 (atlag: 24,0). Az NKIR-pozitiv sejtek egyes altipusai kozott mért
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denzitaskiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak (ANOVA;
p=0,960).

\.

———

NK1R+ fuziform i

NK1R+ fuziform

NK1R+
piramis alaka

NK1R+
piramis alaku

NK1R+
multipolaris

¢ CART+/ CGRP-
CART+/ CGRP+
* CART-/ CGRP+

24. abra: Néhany retrograd jelolt lamina I projekciés neuron sémas rajza. Az NKIR-pozitiv
fuziform, piramis alaka és multipolaris, valamint az NK1R-t nem exprimal6 sejtekre egyarant lathatunk
példat. A balra lathatd sejteken alacsonyabb, a jobb oldalon 1évé sejteken magasabb a CART-erg
teminalisok feliiletegységre szamitott denzitdsa. Minden szines pont egy-egy a sejt felszinével szorosan
Osszefekvo boutont jelol. A CART+/CGRP- terminalisok piros, a CART+/CGRP+ végzddések sarga, a
CART-/CGRP+ boutonok zold szintiek. Mérték: 100 um.
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ICGRP/€

25. abra: CART-erg végzédések a lamina I projekcios sejtek kiilonb6zoé neurokémiai és morfolégiai
altipusain. A lamina I projekcios sejtjeit a LPb-be injektalt CTb retrograd uton jeldli (1-4. a, fehér). A
projekcios neuronok tobbségét az NKl-receptor immunfestés koriilrajzolja (1-3. b, kék). Az NKI1-
receptort exprimald sejtek esetében a fuziform (1), piramis alaka (2) és multipolaris (3) sejtekre latunk
példat. A bekeretezett teriiletek kinagyitott, harmas immunfloureszcens festéssel jeldlt felvételein (1-4. c)
lathatok a projekcids sejteken végz6ddé CART-ot tartalmazd (piros, iires nyilhegyek), ill. CART-ot és
CGRP-t koexprimald (sarga, telt nyilhegyek) terminalisok. +: NK1-receptort exprimald, CTb-negativ sejt
(lokalis interneuron); *: NK1-receptort nem exprimalé CTb-pozitiv (projekcios) sejt. Az a)-b) képek 15-
20db szomszédos, 1um-es 1épéskdzzel rogzitett konfokalis optikai metszet projekcidjaval késziiltek, mig
a c¢) abrakat 3-5db, 0,5um-es 1épéssel fényképezett optikai sik dsszevetitésével kaptuk. Mérték: 20um (a-
b), 10um (c).
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26. abra: A CART-erg termindlisok feliilletegységre szamitott siiriisége a projekcidos sejtek
kiilonb6z6 morfolégiai és neurokémiai alcsoportjain. Az egyes csoportokon beliil a sejteket a

denzitasétrékek szerint novekv$ sorrendbe raktuk (X-tengely), s a sejtekhez tartozé denzitasokat

abrazoltuk (Y-tengely). A legnagyobb denzitasértékeket a piramis alaku sejtek esetében kaptuk, de a

kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak.

4. tablazat: A CART-erg (CART+/CGRP+ és CART+H/CGRP- egyiittesen), a CART/CGRP-
tartalmi (CART+/CGRP+) és a CGRP-t CART nélkiil exprimalé (CART-/CGRP+) végzédések
sejtfelszini denzitdsa a lamina I projekciéos neuronok Kiilonbozé neurokémiai és morfolégiai

altipusain

CART+

terminalisok denzitasa
(atlag +SEM; min.-max.;

bouton/1000 um?)

CART+/CGRP+

terminalisok denzitasa
(atlag +SEM; min.-max.;

bouton/1000 um?)

CART-/CGRP+
terminalisok denzitasa
(atlag £SEM; min.-max.;

bouton/1000 um?)

NK1R-pozitiv 21,0 £1,5 13,4 £1,9 23.6+1.4
sejtek 53-69,6 1,7-60,1 1.6—432
fusiform 20,1 +2,4 12,1 43 4 233422

z 52537 3,0 - 45,6 11,7-392
s alak 24,7 43,1 18,6 4,0 232 42,6
piramis ataku 6,7 — 69,6 1,7-60,1 1,6 —42.8
ool 17,9 £2,2 99425 24,0 £2.3
Muthipofaris 6,4 —58.8 3.1-486 72-432
NK1R-negativ 21,7 £3,0 11,8 +2,4 12,8 £1.6
neuronok 8,1 —48,6 4,3-26,7 5,6-21,0
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6. Megbeszélés

6.1. Modszertani megjegyzések

Az altalunk hasznalt CART antitestekkel a legjobb jelolodést akkor kaptuk,
amikor a 4%-os paraformaldehid oldathoz 4% akroleint is adtunk. Tapasztalataink
szerint az akrolein nem befolyasolta az antitestek viselkedését: a spinalis ganglionban és
a gerincveloben ugyanazt a festddési mintazatot lattuk, mint amit masok korabban a
hagyoményosnak mondhaté 4%-os paraformaldehidet tartalmazo6 fixaloszer esetében
leirtak (Ch'ng és mtsai, 1985; Koylu ¢és mtsai, 1998; Ohsawa ¢és mtsai, 2000; Todd és
Spike, 1993). Meg kell jegyezziik azt is, hogy az akrolein 4%-0s koncentracidban mar
befolyasolta ~ CTb, mint transganglionaris vagy retrograd  jel6ldanyag
immunhisztokémiai kimutathatdsagat, igy azokban a kisérletekben, melyekben a CTb-t
a nervus ischiadicusba vagy a lateralis parabrachialis areaba injektaltuk, a fixalo
akrolein koncentraciojat 1%-ra csokkentettilk. A CART antitestek 1% akrolein mellett
is kovetkezetes és megbizhato jelolodést eredményeztek.

A monoklonalis CART antitestet Jes Thorn Clausen ¢s munkatarsai egérben
termelték, az immunizéaldshoz tisztitott, rekombindns CART(54-102) peptidet
hasznaltak (Thim ¢és mtsai, 1998; Vrang ¢és mtsai, 1999a). Az antitestet eldallito
kutatocsoport vizsgalatai szerint az ellenanyag azonos mértékben kotédott a CART(54-
102), CART(61-102) é¢s a CART(62-102) fragmentumokhoz (Singru és mtsai, 2007).

A poliklondlis CART antitestet Michal J. Kuhar és munkatarsai CART(79-
102) peptiddel immunizalt nyalbdl nyerték. Vizsgalataik szerint az antitest kotodott az
immunizalé peptidhez, de nem ismert fel olyan mas fragmentumokat mint a CART(2-
27), CART(31-52) és a CART(55-76) fehérjéket (Koylu és mtsai, 1997).

A két, kereskedelmi forgalomban nem beszerezheté CART-antitestet eldttiink
tobb kutatocsoport is hasznalta, specificitasukat publikacidikban tobbszdorosen igazoltak
(Fekete ¢s mtsai, 2000; Koylu és mtsai, 1997; 1998; Kozsurek ¢és mtsai, 2007; Menyhert
¢s mtsai, 2007; Singru ¢és mtsai, 2007; Smith és mtsai, 1999; Vrang és mtsai, 1999a;
Wittmann és mtsai, 2004). Az antitestek specificitdsdnak megerdsitése céljabol mi is
végeztiink tovabbi vizsgalatokat. Amikor az egérben termelt antitestet a természetben

eléforduld, egyik legjelentdsebb, biologiailag aktiv CART-fragmenttel, a CART(55-
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102)-vel (American Peptide Company; 0,01 mM) egy ¢€jszakan at preabszorbealtuk, az
immunperoxidaz reakci6 sordn a gerincveld feliiletes laminaiban a jellegzetes festodés
teljesen hianyzott. Ezen talmenden a nyulban és egérben termelt CART-antitestek a

kettds immunfluoreszcens reakcio soran ugyanazon struktirakat jelolték (27. abra).

CART (egér)

27. abra: Az immunhisztokémiai vizsgalatokban hasznalt egér és nydl CART-antitestek
specificitasanak vizsgalata. a) Az egérben termelt CART antitesttel végzett immunperoxidaz reakcio és
b) az immunperoxidaz jelol6dés hianya az ellenanyag CART(55-102) peptiddel tortént preabszorbcidja
utan. A gerincveld felszines laminainak konfokalis mikroszkoppal késziilt, egyetlen optikai sikot
megjelenitd képein lathatd, hogy az egérben (c, piros) és a nyulban (d, zold) termelt CART-antitestek
azonos struktirakat festenek, az atfedés (e, sarga) gyakorlatilag teljes. Mértékek: a)-b) 250 pm, ill. ¢)-e) 5
pwm.
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Palyajeloléses vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a lamina I-ben elhelyezkedd
projekcios sejtjek f6 végzddési teriilete a caudalis ventrolateralis medulla, az LPb és a
periaqueductalis sziirkedllomény patkdnyban, macskdban ¢és majomban egyarant
(Cechetto és mtsai, 1985; Craig, 1995; Hylden és mtsai, 1989; Lima és Coimbra, 1988;
Lima ¢és mtsai, 1991; Menetrey és mtsai, 1982). A caudalis ventrolateralis medulldba
vagy az LPb-be adott retrograd tracerrel az ellenoldali lumbalis gerincveldben a lamina
I projekcios neuronok mintegy 85%-at lehet jelolni (Spike €s mtsai, 2003). Mivel a LPb
a fajdalmat és hodingereket illetden is kozvetlen bemenettel rendelkezik a lamina I
projekcids neuronjai feldl (Bester és mtsai, 2000; Craig és Kniffki, 1985), a CTb-t ebbe
a régidba injektaltuk. A beadési hely kiterjedése és a retrograd jelolt sejtek szdma
hasonl6é volt ahhoz, amit korabban masok publikaltak (Almarestani ¢s mtsai, 2007;

Spike és mtsai, 2003).

6.2. A CART-immunreaktiv végzodések a lamina I-1I teriiletén

Leirtuk, hogy a lamina I-ben végzddé CART-erg terminalisok tobbsége, ill. a
lamina II teriiletén egy kisebb hanyada CGRP-t tartalmaz. Altalanosan elfogadott, hogy
a CGRP a gerincvel6 hatso szarvaban kizarolag primer afferensekben van jelen, s nem
exprimaljak hatso szarvi interneuronok, igy a myelinhiively nélkiili peptiderg (C) rostok
markerének tekinthetd (Carlton és mtsai, 1987; Ju és mtsai, 1987). Ezzel 0sszhangban
CART-pozitiv sejteket — zomében kisméretli, s igy feltehetéen a nociceptiv informécio
tovabbitasban érintett neuronokat — talaltunk a spinalis ganglionokban. Ugyanakkor a
CART tartalmt sejtek nagyon alacsony aranya (a kisméretl sejtek kevesebb mint 10%-a
volt CART-immunreaktiv) latszélag nehezen egyeztethetd Gssze a gerincveld feliiletes
lamindiban lathat6 CART-erg termindlisok magas szamaval. A magyardzatot a
galaninnal korébban feltételezett mechanizmus szolgéltathatja: valdszintileg joval tobb
neuron exprimdlja a CART peptidet a ganglion spinaléban, mint amennyi az
immunfluoreszcens festéssel kimutathatd, de a peptid axonalis transzportja a hatsé
szarvi végzddések irdnyaba feltehetden olyan gyors, hogy a sejttestekben a CART
mennyisége a kimutathatosadg szintje alatt marad (Zhang és mtsai, 1993). Ugyanez a
mechanizmus magyarazhatja azt, miért csak néhdny CART-pozitiv idegsejt lathatd a

gerincveld hatsé szarvaban, amikor a lamina I, de féleg a lamina II teriiletén a lokalis
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interneuronokhoz tartoz6 (CGRP-t nem tartalmaz6) CART-erg végzdodések jelentds
mennyiségben vannak jelen.

Meéréseink szerint a lamina I-ben a CART-pozitiv rostok mintegy 30%-a
lokalis interneuron eredetii, és csaknem 60%-a tartalmazza a VGLUT2-t. Korabbi
publikaciokbol ismert, hogy a VGLUT2 elsésorban a serkentd interneuronok
termindlisaiban van jelen, de néhany peptiderg primer afferens is mutat gyenge
VGLUT2 immunreaktivitast (Alvarez €s mtsai, 2004; Landry és mtsai, 2004; Li ¢és
mtsai, 2003; Oliveira és mtsai, 2003; Todd és mtsai, 2003). Az analizisek sordn mi nem
tettlink kiilonbséget gyenge ¢és erds VGLUT2 immunpozitivitds kozott, és ez
magyarazhatja, hogy a lamina I-ben a vartndl magasabb a VGLUT-2-t exprimalo
CART-erg terminalisok aranya.

Mig a lamina I-ben a CART-pozitiv rostok tobbnyire primer afferens eredetiiek,
a lamina II teriiletén a CART peptid sokkal inkabb lokalis interneuron markerekkel
kolokalizal. A serkentd interneuronok altal exprimalt VGLUT2-t a lamina IT CART-erg
rostjainak mintegy felében talaltuk meg, ugyanakkor maés, serkentd interneuron
markerek egyiittesen a CART peptidet tartalmazé végzddeések 60%-aban (SP+/CGRP-:
34%, SOM+/CGRP-: 25% és NT+: 3%) voltak jelen. Ismert, hogy a szomatosztatin- és
a neurotenzin-tartalmu hatsé szarvi interneuronok két kiilonallé populaciot képeznek
(Proudlock ¢és mtsai, 1993; Todd és Koerber, 2005), és azt is tudjuk, hogy mind a SP-,
mind a szomatosztatin-, mind a neurotenzin-tartalm( interneuronalis terminalisok
exprimaljak a VGLUT2-t (Todd és mtsai, 2003), s végiil altalanosan elfogadott, hogy a
SP- és szomatosztatin-tartalma primer afferensek két kiilonbozd populéciot alkotnak
(Hokfelt és mtsai, 1976). Tuchscherer és Seybold (1989) vizsgalatai szerint a SP és a
szomatosztatin nem kolokalizal a gerincveld hats6 szarvaban, de veliik ellentétben mi
azt lattuk, hogy a CGRP-t nem tartalmaz6 termindlisok egy kis hanyada egyarant
exprimalja a SP-t és a szomatosztatint. Az altalunk hasznalt két antitest a gyarto altal
végzett radioimmunoassay vizsgalatok szerint nem ad keresztreakciot. A két
megfigyelés kozti ellentétet magyardzhatja az eltérd fixaloszer hasznalata vagy az a
tény, hogy Tuchscherer ¢és Seybold (1989) fluoreszcens feltéttel rendelkezd
konvencionalis mikroszképot haszndlt, mig mi a z-tengely mentén sokkal jobb
felbontast biztositd konfokalis mikroszkopot. Osszességében azt mondhatjuk tehat,

hogy mig a SP- ¢és szomatosztatin-tartalmt rostok a primer afferensek két kiilonalld
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crer

egy kis héanyadaban kolokalizal egymassal. A SP-t, ill. szomatosztatint exprimald
interneuronok kozotti részleges atfedést figyelembe véve a fenti ellentmondas
feloldhato.

Fizioldgiai kisérletekben a CART potencirozza az NMDA-, de érdemben nem
befolyasolja az AMPA-glutamaterg transzmissziot (Hsun Lin és mtsai, 2005). A SP-,
szomatosztatin-, ill. neurotenzin-tartalmt serkentd (glutamaterg) interneuronok pontos
funkcidja még nem ismert, de koziiliik azok, melyek a CART peptidet is exprimaljak, a
CART-erg primer afferensekkel egyiitt szerepet jatszhatnak az NMDA-receptorok altal
medialt élettani folyamatokban, beleértve a fajdalomérzést is. Az a tény, hogy a SP
¢s/vagy a szomatosztatin mind a CART-tartalmt primer afferensekben, mind a CART-
erg interneuronokban megtalalhatd azt sugallja, hogy a CART nem csak a glutamaterg
transzmissziora, de a SP és a szomatosztatin felszabadulasara és hatasara is befolyast

gyakorolhat.

6.3. CART peptid a primer afferensekben

A primer afferensek elsddleges neurotranszmittere a glutamat (Alvarez és
mtsai, 2004; Broman ¢és mtsai, 1993; De Biasi és Rustioni, 1988; Nagy ¢s mtsai, 2004),
de szamos neuropeptid is eléfordulhat ezekben a rostokban. A peptiderg primer
afferensek tulnyomo tobbsége CGRP tartalmaz. A lamina I-ben ¢€s Il,-ben egyiittesen,
ill. a lamina II;-ben végz6d6 CGRP-pozitiv rostok 50%-aban, ill. 33%-4aban a SP is jelen
van (Tuchscherer és Seybold, 1989). A gerincveldbe belépd peptiderg primer afferensek
a lamina I-ben rostrocaudalis és mediolateralis iranyokban fut6 fonatokat képeznek (21.
dbra). Eppen ezért analiziseinket az L3-L5 szegmentumok horizontalis metszetein
végeztik, s azt talaltuk, hogy csaknem minden (98%) CGRP-immunreaktiv végzddés
SP-t is tartalmazott, és a CART peptid a CGRP/SP-pozitiv boutonok mintegy felében
(49%) volt jelen. Vizsgalataink szerint a SP a CGRP tartalmi primer afferensek
nagyobb hanyadaban taldlhato meg a lamina I-ben, mint ahogy az Tuchscherer ¢és
Seybold publikaciojaban szerepel. Ez azt sugallja, hogy a lamina I és a lamina I,
teriiletén végz6dé CGRP-immunreaktiv rostok mas-mas szubpopuldcidhoz tartoznak.

Az eltérés abbdl is szarmazhat, hogy Tuchscherer és Seybold keresztmetszeteken, mi
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pedig horizontalis metszeteken végeztik az analiziseket, amely ugyancsak
befolyasolhatja a kapott eredményeket.

Fiziologiai kisérletek szerint minden SP-t tartalmazé primer afferens
nociceptiv informaciot szallit (Kellstein €s mtsai, 1990; Lawson és mtsai, 1997).
Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a lamina I-ben szinte minden CGRP-
immunpozitiv afferens nociceptiv, s a CART peptid ezek mintegy 50%-aban van jelen.

Ismert, hogy a SP-tartalmu primer afferensek egy alcsoportja exprimalja a p-
opioid- (MOR-1) receptort, amelyen a morfin, szairmazékai és analogjai is hatnak (Li és
mtsai, 1998). Damaj és munkatarsai (2004) szerint a CART peptid jelentdsen
potencirozza a morfin hatasat. Elképzelhetd, hogy a SP/CART-tartalmu végzddésekbol
felszabaduld6 CART peptid valamilyen mdédon hatékonyabba teszi a preszinaptikus
MOR 1-receptorokhoz kapcsolodd jelatviteli mechanizmusokat. A  preszinaptikus
MOR 1-receptorokrél tudjuk, hogy ligandkotés esetén Ca®'-csatornakat zarnak, ezaltal
fékezik a neurotranszmitter felszabaduldshoz sziikséges kalcium-influxot (Abbadie ¢és
mtsai, 2001). Mindezek kovetkezménye a primer afferens terminalisokban 1évo
glutamat, illetve nociceptiv peptidek felszabaduldsanak gatlasa lehet. A hipotézis

igazoldsdhoz azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

6.4. CART peptid és a galanin egyiittes el6fordulasa

A akut és kronikus fajdalomban szerepet jatszo fehérjék koziil talan a galanint
tanulmanyoztak a legtobbet (Brumovsky €s mtsai, 2006; Carlton és Coggeshall, 1996;
Colvin és mtsai, 1997; Coronel és mtsai, 2008; Dahlin és mtsai, 2003; Hokfelt és mtsai,
1987; Holmes és mtsai, 2003; Kerr és mtsai, 2000; Kerr és mtsai, 2001; Liu és Hokfelt,
2002; Ma és Bisby, 1997; Villar és mtsai, 1989; Villar és mtsai, 1991; Wiesenfeld-
Hallin és mtsai, 2005; Zhang ¢és mtsai, 1995b). A funkcionalis vizsgalatok a galanin €s a
CART peptid kozotti érdekes parhuzamokra hivtadk fel a figyelmet. A galanin
intrathecalis injekcidja is hyperalgesiat okoz (Kuraishi és mtsai, 1991), a galanin is
fokozza a morfin analgézias hatasat, valamint modulalja az NMDA-receptoron keresztiil
torténd glutamaterg neurotranszmissziot (Hua és mtsai, 2004). Vizsgalataink szerint a
lamina I-ben a CGRP/SP-immunreaktiv terminalisok 81%-a tartalmaz galanint, és 52%-

ukban a CART peptid is jelen van. Tovabba a CART/CGRP-immunpozitiv terminélisok
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73%-a egyidejlileg galaninerg is. Ismert, hogy a hats6 szarvi GABA-erg interneuronok
egy része galanint is tartalmaz (Simmons és mtsai, 1995; Zhang és mtsai, 1995b).
Korédbban leirtuk, hogy a CART-erg terminalisok mintegy 3, ill. 7%-a VGAT-pozitiv a
lamina I-ben, ill. II-ben (Kozsurek és mtsai, 2007). Ezért feltételezhetjiik, hogy azok a
CART/galanin-immunreaktiv rostok, melyek nem tartalmaznak CGRP-t, lokalis gatld
interneuronokbdl szarmaznak.

Megfigyeléseink szerint tehat, a CART-, ill. galanin-tartalmt nociceptiv
peptiderg afferensek kozott jelentds atfedés van, ami a két peptid kézott akar pre-, akar

posztszinaptikus interakciot tesz lehetévé mind akut, mind krénikus fajdalom esetén.

6.5. A lamina I projekcios sejtek CART-erg innervacioja

A lamina I neuronjainak tanulméanyozasakor sziikségszerlien taldlkozunk egy
hosszi ideje megvalaszolatlan kérdéssel a morfoldgia és funkcido kapcsolatanak
vonatkozasaban. Macskakon végzett kombinalt fiziologiai-morfologiai vizsgalatok azt
mutattdk, hogy a lamina I fuziform alak sejtjei nociceptiv specifikusak, a multipolaris
sejtek polimodalis nociceptivek, mig a piramis alakiak csak nem-nociceptiv hideg
ingerekre valaszolnak. Ezt latszott alatdmasztani az a tény, hogy majmokban az NK1R-t
exprimalod neuronok tobbségét fuziformnak vagy multipolarisnak talaltdk, mig a piramis
alaku sejteknek csak nagyon kis hanyada volt NK1R-pozitiv. Ezek alapjan feltételezték,
hogy a piramis alaku sejtek nem nociceptivek (Han és mtsai, 1998; Yu és mtsai, 1999).
A patkanybol szarmazd adatok ebbdl a szempontbdl ellentmondésosak: egyes
vizsgalatok arrol szamoltak be, hogy a piramis alakt spinothalamicus (Yu ¢és mtsai,
2005), ill. a spinoparabrachialis (Almarestani és mtsai, 2007) projekcids neuronok koziil
nagyon kevesen exprimaljak az NK1R-t, mig masok szerint a caudalis ventrolateralis
medulla vagy a LPb feldl retrograd jel6lt piramis alaka sejtek mintegy 80%-a NK1R-
pozitiv (Spike és mtsai, 2003).

A lamina I projekcidés neuronok analizise sordan az NKI1R-pozitiv sejtek
felszinén szignifikdnsan nagyobb SP denzitést irtak le, mint az NK1R-negativ neuronok
esetében, ugyanakkor az NKI1R-pozitiv sejtek harom morfologiai altipusa kozott a
kiilonbség statisztikailag elhanyagolhatd volt (Todd ¢és mtsai, 2002). Meg kell

jegyezzik azt is, hogy fajdalmas hé-, ill. kémiai ingerlést kdvetéen az NK1R-pozitiv
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fuziform, piramis alaka és multipolaris projekcios sejtek a Fos expresszio
szempontjabol hasonloan viselkedtek (Todd és mtsai, 2002; Todd és mtsai, 2005). A
fentiek alapjan valdszini, hogy a majommal ellentétben patkanyban a piramis alaku
lamina I projekcids sejtek is exprimaljak az NK1R-t és valaszolni képesek nociceptiv
ingerekre. Kisérleteinkben nem volt célunk annak meghatdrozéasa, hogy az LPb feldl
jelolt NK1R-immunreaktiv lamina I projekcios sejtek mekkora hanyada sorolhato a
fuziform, piramis alaku, ill. multipolaris csoportba, de az egyes altipusok kozel azonos
gyakorisaggal fordultak el6, nem volt olyan morfologiai kategdria, mely esetében
nehezebb lett volna Osszegylijteni az eldre meghatarozott sejtszdmot, s az NKI1R-
negativ sejtek kozott sem volt feltiinden magas a piramis alaku sejtek ardnya.
Majmokban ¢s macskdkban a lamina I spinothalamicus projekcidos neuronjai a
gerincvel0 hosszabban inhomogén eloszlast mutatnak: a cervicalis €s lumbalis
intumescentianak megfelelden domindlnak a piramis alaka és multipoléris sejtek, mig
thoracalisan nagyobb a fuziform neuronok el6fordulasi gyakorisdga. Bar hasonld
megfigyelések patkanyban nem allnak rendelkezésiinkre, a szegmentalis kiilonbségek
jelenlétét nem lehet kizarni. Yu és munkatarsai (2005), valamint Almarestani €s
munkatarsai (2007) a spinothalamicus, ill. spinoparabrachialis sejteket Sprague-Dawley
patkanyok L4-L6 szegmentumaiban vizsgaltak, mig Andrew J. Todd munkacsoportja és
mi Wistar patkdnyok L1-L5 szelvényein végeztiik az analiziseket. Mindent Gsszevetve
patkanyban az ellentmondasokat a hasznalt allattorzsek és a vizsgalt szegmentumok
eltérd volta oldhatja fel.

Megfigyeléseink szerint minden spinoparabrachialis neuronon végzddnek
CART, ill. CART/CGRP-tartalmu rostok. Analiziseink szerint a CART-erg, ill.
CART/CGRP-erg terminalisok stirtisége a projekcids neuronok minden altipusaban igen
tag hatarok kozott ingadozik, és a legmagasabb bouton denzitasokat a piramis alaka
sejteken figyeltik meg. Az analizisek szerint a CART-erg, ill a CART/CGRP-erg
boutonok denzitdsa hasonl6 volt az NK1R-pozitiv, ill. NK1R-negativ neuronokon, és a
bouton denzitast az NKIR-immunreaktiv fuziform, piramis alaku és multipolaris
projekciods neuronokon 6sszehasonlitva sem volt a kiillonbség szignifikans. Ugyanakkor
az NK1R-t exprimald spinoparabrachialis neuronokon egyértelmiien magasabb volt a
CART-ot nem tartalmaz6 CGRP-pozitiv végzddések denzitasa, mint az NK1R-negativ

sejteken, de az NKI1R-pozitiv csoport fuziform, piramis alaka és multipolaris tipusai
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kozott nem volt szignifikans eltérés. Ezek a megfigyelések jol korreldlnak a Todd és
munkatarsai altal publikaltakkal (Todd és mtsai, 2002): a CGRP/SP-tartalmu
termindlisok denzitdsa szignifikdnsan magasabb az NKIR-t exprimalé lamina I
projekcios neuronokon, mint az NK1R-negativ sejteken, viszont az NK1R-pozitiv sejtek
morfologiai altipusai kdzt nincs kiilonbség.

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a CGRP/SP-tartalmu nociceptiv primer
afferenseknek legalabb két — nagy valoszinliséggel funkciondlisan is kiilonbozé —
szubpopulacidja létezik: a CART-ot nem tartalmazo tipus preferalja az NKIR-
immunpozitiv projekcios sejteket az NKI1R-t nem exprimalokkal szemben, mig a
CART-tartalma CGRP/SP rostok nem szelektiven végzddnek a lamina I NK1R-pozitiv

és NK1R-negativ spinoparabrachialis neuronjain.

6.6. Szinaptikus kapcsolatok

A CGRP/SP-tartalmu peptiderg primer afferensek ritkdn vesznek részt a
feliiletes lamindk szinaptikus glomerulusainak (Rethelyi és Szentagothai, 1969;
Szentagothai, 1964) képzésében, tobbségiikben egyszerli terminalisokkal végzddnek.
(Alvarez ¢és mtsai, 1993; Carlton és mtsai, 1987; Ribeiro-da-Silva és mtsai, 1989).
Egyik meghatarozo jellemzojik, hogy végzodéseikben a kerek kis vezikuldk mellett
nagy, un. “dense core” vezikuldk is megtalalhatok. (Alvarez és mtsai, 1993; Carlton és
mtsai, 1987; DiFiglia és mtsai, 1982; Hiura és mtsai, 1998). Ezek az axonok fbleg
dendritekkel Iétesitenek szinaptikus kapcsolatot, de a lamina I és II teriiletén az
axoszomatikus kapcsolatok sem ritkédk (Alvarez és mtsai, 1993; Carlton és mtsai, 1987;
DiFiglia és mtsai, 1982; Hayes és Carlton, 1992; Hiura és mtsai, 1998; Ribeiro-da-
Silva, 1995).

Spike ¢és munkatarsai a CGRP/SP-tartalmu primer afferensek egy sajatos
altipusat irtak le. Ezek a rostok endomorfint tartalmaznak, mely a MOR-1 receptor
endogén ligandja. Bar a lamina II-ben a MORI1-t exprimal6, NKI1R-negativ
neuronokhoz szorosan fekszenek hozza, elektronmikroszkoppal szinapszisok jelenlétét
nem sikertllt igazolni (Spike ¢és mtsai, 2003). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
ezekben az esetekben nem a glutamat vagy a SP altal kozvetitett excitacid az elsddlleges

hatas, hanem a felszabadul6 endomorfin altal kivaltott nem-szinaptikus gatlés.
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Vizsgalataink szerint a CART-immunreaktiv axonvégzdodések tobbsége
aszimmetrikus szinapszist 1étesit dendriteken vagy ritkdbban szémakon, s a terminalisok
tobbségében a primer afferensekre jellemzd “dense core” vezikuldk is megfigyelhetdek.
Leirtuk, hogy a lamina I projekciés neuronjain CART- és CART/CGRP-pozitiv
terminalisok végzddnek. Valdszintsithetd, hogy ezek a projekcios sejtek a CART-erg
axonok egyik lehetséges posztszinaptikus targetjei. Ezt az elképzelést tamasztjak ald a
Todd és munkatarsai altal publikaltak: a lamina I NKIR-pozitiv projekcios sejtjein
vizsgalt CGRP/SP-immunpozitiv termindlisok mintegy 80%-a esetében sikeriilt
elektronmikroszkoppal szinapszis jelenlétét igazolni (Todd és mtsai, 2002).

Eredményeink szerint a CART tartalmu afferensek egyszerre tartalmaznak
glutamatot, CGRP-t, SP-t, és galanint, szdmos pre- és posztszinaptikus mechanizmus

érvényesiilhet a primer afferensek és a lamina I projekcios sejtjei kozti kapcsolatokban.
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7. Kovetkeztetések

Kutatasi eredményeink a CART peptid gerincveldi szintli nociceptiv
informéciofeldolgozasban betdltott szerepének anatomiai alapjait képezik:

(1) a CART peptid nagy mennyis€égben van jelen a gerincveld teljes hosszdban
a hatso szarv feliiletes laminaiban, melyek a fajdalmas ingerek feldolgozasanak kiemelt
jelentéségl teriiletei;

(2) A CART a lamina I teriiletén végz6d6 CGRP/SP-tartalmu, s ezért
nociceptivnek tartott peptiderg C primer afferensek egy jelentds részében megtalalhato;

(3) a CART jelentés mértékli kolokalizaciét mutat a galaninnal, melyet a
kronikus fajdalom szindromakban az egyik legfontosabb szerepet jatszo peptidnek
tartanak;

(4) a CART-eg rostok kozvetleniil végzddnek a lamina I projekcids
neuronjain, melyek tobbségiikben nociceptiv informacidt tovabbitanak a supraspinalis

tertiletek felé.

Tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak megvalaszolasara, hogy az NMDA-
glutamaterg transzmisszidt potencirozd6 CART peptid képes-e befolyasolni a lamina I
neuronjain kialakulé LTP-t, s igy szerepe lehet-e a kronikus fajdalom kialakulasaban
vagy fenntartasaban. Ugyancsak indokolt annak tanulmanyozasa, milyen modon 1ép
interakcioba a CART a napjainkban leghatékonyabbnak tartott fajdalomcsillapitokkal,
az Opiatokkal. A CART nocicepcidoban betoltott szerepének tisztazasahoz
nagymértékben jarulna hozza, ha sikeriilne receptorat vagy receptorait azonositani. A
késébbiekben pedig a receptoron hatd szelektiv vegyiiletek dnmagukban vagy a ma

ismert analgetikumokkal kombindlva hozzédjarulhatnak a fajdalom hatékonyabb

crer
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8. Osszefoglalas

A kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (CART) peptid szdmos élettani
folyamat szabalyozasaban jatszik szerepet: tobbek kozott hatassal van a jutalmazo-
megerdsitd rendszerre, a taplalékfelvétel szabalyozésara és egyes endokrin
miikodésekre. A CART peptid szerepét a gerincveldi szintii fajdalomérzékelésben
viselkedési vizsgalatok valdszintsitették, de a viselkedési tesztek eredményeinek
anatomiai alapjai teljességgel hidnyoztak. A hatsé szarv feliiletes laminaiban, amelyek a
nociceptiv informaciofeldolgozas kiemelten fontos teriiletei, stirii CART-immunreaktiv
rosthalozatot irtak le, de ismeretlen volt, miként illeszkedik a CART peptid a gerincveld
fajdalmas stimulusokat feldolgozé és tovabbité neuronhdlozatainak miikodésébe.

Annak érdekében, hogy a patkany gerincveld feliiletes lamindiban végz6dd
CART-erg rostok eredetét meghatarozzuk, tobbes immunfluoreszcens festéseket
végeztiink CART ellenes antitesttel és a primer afferensekre, serkentdé és gatld
interneuronokra, valamint a leszallo palydkra jellemzé kiillonb6zé neurokémiai
markerekkel. A kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), mely a peptiderg primer
afferensek markere, a lamina I, ill. II teriiletén végzddé CART-immunreaktiv
termindlisok 72,6%, ill. 34,8%-aban volt jelen. Ezen rostok tobbsége P-anyagot (SP) is
tartalmazott. A lamina I-II-ben a CART-pozitiv végzddések egy masik csoportjaban a
CGRP nem volt kimutathatd, de ezek SP vagy szomatosztatin mellett vezikularis
glutamat transzporter 2-t exprimaltak, mely elsdsorban a serkentd interneuronok
axonvégzddéseiben van jelen. A lamina I teriiletén a CGRP-immunpozitiv terminalisok
mintegy fele tartalmazott CART peptidet, ¢s a CGRP/CART-erg végzddések jo
részében a galanin — a kronikus fajdalom szindromak egyik kulcsfehérjéje — is
megfigyelhetd volt. Elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint a CART-immunreaktiv
terminalisok fOleg aszimmetrikus szinapszisokat hoztak 1étre a feliiletes laminak
neuronjaival, ill. azok dendritjeivel. Retrograd palyajeldlés és tobbes fluoreszcens
immunhisztokémia egyiittes alkalmazasdval vizsgaltuk a CART- és/vagy CGRP-
immunpozitiv terminalisok kapcsolatdit a lamina I spinoparabrachialis projekcids
neuronjaival, melyek tobbsége a fajdalmas stimulusokat tovabbitja a supraspinalis
struktardk iranyaba. A vizsgalt projekcios sejtek mindegyike fogadott CART-, ill.

CART/CGRP-tartalmi axonvégzddéseket. A sejtfelszinre vonatkozatatott terminalis
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stiriség a projekcidés neuronok egyetlen morfoldgiai vagy neurokémiai alcsoportja
esetében sem mutatott szignifikans kiilonbséget.

Eredményeink szerint a hatsdé szarv feliiletes laminaiban lathato6 CART-
immunreaktiv rostok tobbsége nociceptiv primer afferens, egy kisebb csoportja pedig
lokélis interneuron eredetii. A CART ¢€s a nociceptiv peptidek egyiittes el6fordulasa a
primer afferensekben, ill. lokalis interneuronokban azt sugallja, hogy a CART hatassal
lehet a glutamaterg neurotranszmissziora, valamint befolyasolhatja a CGRP, SP,
galanin, ill.  szomatosztatin  felszabaduldsat és  hatdsat a  nociceptiv
informéciofeldolgozas komplex folyamataiban. Megfigyeléseink szerint a CGRP/SP-
tartalm primer afferensek CART-erg alcsoportja kozvetleniil innervalja a lamina I
spinoparabrachialis neuronjait attol fiiggetleniil, hogy azok mely neurokémiai vagy
morfologiai altipushoz tartoznak.

Mindezek az adatok a CART peptid gerincveldi szinti nociceptiv

informaciofeldolgozasban betdltott szerepének anatomiai alapjait képezik.
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9. Summary

Cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) peptide has been
implicated in regulation of several physiological functions including reward, food-
intake and neuroendocrine functions. The role of CART peptide in spinal nociception
has been suggested by behavioural studies and dense plexus of CART-immunoreactive
fibres has been described in the superficial laminae of the spinal cord, which are key
areas of the pain transmission, but the anatomical evidence for the involvement of
CART peptide in the spinal nociception has been completely missing.

We used antibody against CART peptide, together with markers for various
types of primary afferents, interneurons and descending systems to determine the origin
of the CART-immunoreactive axons in the superficial laminae of the rat spinal cord.
Calcitonin gene-related peptide (CGRP), a marker for peptidergic primary afferents in
the dorsal horn, was present in 72.6% and 34.8% of CART-immunoreactive axons in
lamina I and II, respectively. The majority of these fibres also contained substance P
(SP). The other subpopulation of CART-immunoreactive boutons in laminae I-II also
expressed SP and/or somatostatin without CGRP, but contained vesicular glutamate
transporter 2, which is present mainly in excitatory interneuronal terminals. In lamina I,
CART peptide was present in half of the CGRP-immunoreactive terminals and many of
the CART/CGRP-ergic boutons were also immunoreactive for galanin, which is one of
the key peptides in chronic pain states. Electron microscopy showed that most of the
CART terminals formed asymmetrical synapses mainly with dendrites. Using
retrograde tract tracing and multiple immunofluorescent labelling, the relationship
between CART and/or CGRP axons and projection neurons, playing a pivotal role in
forwarding painful stimuli toward supraspinal levels, were examined. The contact
density analysis of CART-ergic and/or CGRP-containing fibres terminating on lamina I
spinoparabrachial projection neurons showed that all examined cells received contacts,
but the innervation density did not differ significantly between either of the different
neurochemical or the morphological subclasses of these cells.

Our data demonstrate that the majority of CART-immunoreactive axons in
the spinal dorsal horn originate from peptidergic nociceptive primary afferents, while a

smaller proportion of them arises from local interneurons. The co-existence of CART
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with nociceptive peptides in primary afferents and excitatory interneurons suggests that
the peptide can affect glutamatergic neurotransmission as well as the release and effects
of SP, somatostatin and galanin in nociception and other sensory processes.
Furthermore, we revealed a direct non-selective input from CART-immunoreactive
axons to lamina I projection neurons.

These results provide anatomical bases for involvement of CART peptide in

spinal pain transmission.
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