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Neuropeptidek és szignalizaciojuk
dltaldnos jellemzése I.
- szintézis és felszabadulds
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Neuropeptid adatbazisok

Neuropeptidek:

http://www.neuropeptides.nl/tabel7%20neuropeptides%20linked.ht
m

Ne:r'opep'l'id receptorok:

http://www.iuphar-
db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyId=27&family Ty
pe=RECEPTOR

NeuroPedia: Neuropeptide database and spectra library
http://proteomics.ucsd.edu/index.html

Peptidazok:

http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml

Allen Brain Atlas:

http://www.brain-map.org/
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Neuropeptidek: definicio, funkcio és az
ezzel kapcsolatos problémak

LAltaldnos” definicié (Burbach, 2011): olyan, idegsejtek és gliasejtek dltal
termelt, jellemzéen kis méretl peptidek, amelyek szabédlyozott modon
szabadulnak fel és hormonként, autorkrin és parakrin moduldtorként,
neuromoduldtorként és neurotranszmitterként is mikodhetnek igy rendkiviil
komplex mddon vehetnek részt neurondlis célpontjaik (?) miikodésének
szabdlyozdsdban.

“+egyes citokinek (IL-1p) és novekedési faktorok sok szempontbdl megfelelnek a
neuropeptid-definicidnak: BDNF, GDNF (glia-derived neurotrophic factor)

“+a legtébb novekedési faktor azonban nem, mert felszabadulasuk konstitutiv és
inkdbb génexpresszids szinten szabdlyozot+t

“*a célpontok szdmtalan esetben nem neurondlisak

Neuropeptidek funkcidi

»>pleiotrdpia, gyakorlatilag minden életfunkcio szabdlyozdsdban részt vesznek

>»nem egyértelmi, hogy az a f6 funkciojuk, hogy ingerlékeny membranok
elektromos folyamatait befolydsol jak

»hatdssal lehetnek a transzkripcidra, befolydsolhatjdk a helyi vératdramlast
nem-neurdlis célpontokra hatva, szinaptogenezist, gliasejtek architektidrajat
stb.

>lehet ,finomhagold” és drasztikus hatdsuk is (pl. orexin higny —
narkolepszia; kisspeptin hiany — nincs pubertds; CRF — stressz stb.)




A neuropeptidek alkotjak a legnagyobb és
legvaltozatosabb szignalmolekula-csoportot a

kozponti idegrendszerben
Hany van/lehet beldliik?
270 (humdn) neuropeptid adatai szerepeltek 2014. februdr 17-én a NeuroPedia
adatbazisban (https://proteomics.ucsd.edu/Software/NeuroPedia/index. html)

| Species |Numher of sequences
| Human | 270

| Rat | 195

| Mouse | 188

| Bovine | 154

| Rhesus macaque | 20

| Chimpanzee | 17
|Ca|ifnrnia sea hare | 2

| Leech | 1

v'70 gén emldsokben, amelyek neuropeptid-prekurzorokat kodolnak (2011)(. klasszikus
neuropeptidek”)

v'18 alcsaldd emlésokban (struktira illetve funkcié alapjén definidlva)

v'C. elegans: 113 neuropeptid gén és tobb, mint 250-féle neuropeptid

v’ folyamatosan béviil a lista, ahogy egyre (jabbakat azonositanak


https://proteomics.ucsd.edu/Software/NeuroPedia/index.html

Miért van olyan sokféle
neuropeptid?
» alternativ splicing

» t6bb |épéses proteolitikus processzdlds
+ poszt-transzlaciés modositasok
+ RNS editdlas



Evollicios vonatkozasok I.

» evoldcidsan nagyon Gsi szigndlrendszer, az 6sszes dllatban (s6t,
még novényekben is) jelen vannak

Niall (1982) szabdlyai a neuropeptid-evoldciora:

1. Konzervald a bioldgiailag fontos részét a molekulanak - a tobbivel
szabadon szérakozhatsz.

2. Sose csindlj 4j peptidet, ha mikodik a régi is.
3. Mindenbdl van mindenhol.
4. A jaték neve: gén-duplikdcio.



Evollcios vonatkozasok II.

1. evollcidosan erdsen konzervdlt struktira
+ evollcios hajtoerd: a sztereoszelektivitds megmaradasa a peptidnél - a
peptidek, a receptoraik, a szignalizdcids rendszer (processzdlé és inaktivalé
enzimek) egylitt fejlédhettek
ha az egész egyiittes kifejl6dott egy egyszer(bb dllatban, gy ez megmaradt a
fejlettebbekben is, legaldbbis a bioldgiailag aktiv része a peptidnek
- pl. inzulin csak 1-2 aminosavban kiilonbozik embernél, juhndl és marhdndl
- DE!: mds petideknél divergencia (pl. relaxin szekvencia 50 %-ban kiilonbézik
juh és patkadny esetében).
2. noha a struktdra konzervadlt, sok esetben szert tett Gj funkciokra
pl. prolaktin - viz és sé metabolizmus (haltél emberig)
v madarak -begytej képzése
v' emlés néstény - szoptatads
v' emlés him - spermatogenezis, tesztoszteron szintézis, libidé fenntartdsa
novényi, kétéltd, hal, alacsonyabbrendl emlés peptidje miikodik magasabb rendi
emlésben és forditva: emlés neuropeptid hat baciban, ami a peptidet szintén
expresszdlja (pl. inzulin, ACTH)
- pl. mdk-alkaloida morfin olyan hatdst emberben mint az endorfinok (.endogén
morfin“, Eric Simon, 1975)
- TRH jelen van a spenétban



Evolucios vonatkozasok III.

3. neuropeptidek kezdeti osztdlyozasa a ,lel6helyiik” alapjan tértént:
hipotalamikus/hipofizeadlis
késébb ezeket a peptideket szdmos mds agyteriileten is leirtdk —
~endokrin agy"” koncepciéja (Dorothy Krieger, 1979):

v' neuronok diffiz hdlézata a CNS-ben, amelyek neuropeptideket expresszdlnak,
a célpontokat axonok, vér és CSF kozvetitésével érik el

késébb a ..bélhormonokat” megtaldltdk az agyban, mint neuropeptideket
(CCK és tdrsai) és a hipotalamikus/hipofizedlis peptidek is eldkeriiltek a
bélbal

4. neuropeptid-csaladok szekvencia-homologia alapjdn: kdzés osbol gén-
duplikacidval - alternativ splicing, POMC prekurzor
receptorok: ezek is gén-duplikdcidval johettek |étre — receptor-csalddok
gén-duplikacio: a leghatékonyabb méd a genom méretének novelésére,
aztdn a mutdciokkal lehet novelni a fehérjék szamat és funkcionalitdsat
duplikdlt példany: tovdbb evolvdlédhat eltérd fehérjévé, amely mds
receptorokkal és jelatviteli utakkal asszocidlodhat, mig az eredeti példany
elldtja eredeti szerepét



A neuropeptidek felfedezése - térténelem I.

-+ 1931: Euler és 6addum, P-anyag (substance P): izoldlt nydl
jejunumra egy Gjabb tipusu bélkivonatot ontottek, erre az kontrahalt.
A kontrakcié nem volt antagonizdlhaté acetilkolinnal (akkoriban ..A

TRANSZMITTERREL") és nem reagdlt hisztaminra sem — valami addig
ismeretlen anyagnak kellett jelen lennie

-+ 1950-es évektdl: Viktor Mutt - szdmos peptid azonositdsa a bélbél
majd az agybdl kémiai sajatsdgok alapjan (pl. galanin, NPY, CCK, VIP)
+ 1971: Susan Leeman és munkatdrsai leirjdk a P-anyag kémiai

szerkezetét: 11 aminosavmaradékbal allé peptid, C-termindlisdn
amidalt

Arg-Pro-Lys-Pro-Glu-Glu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,

HO 0
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Figure 1. Substance P and the first clinically active non-peptide Merck antagonist MK869.

Lancet Neurology 2003; 2: 463-72



A neuropeptidek felfedezése - térténelem II.

1960 -as evek:

Guillemin, Vale és munkatarsaik; Schally, Arimura és
munkatarsaik: a legtébb hipotalamikus ,releasing” és
.inhibiting” hormon kémiailag apro peptid (Guillemin és Schally:
Nobel-dij 1977)

Erspamer és munkatdrsai: békabdrbdl izoldlt peptidek
hidrdbdl, rovarokbdl és férgekbdl izoldalt neuropeptidek = a
neuropeptidek mdr az evolicids . kezdetektdl” [ényegesek voltak
az idegrendszeri funkciokban

1971: David de Wied: a .neuropeptid” kifejezés atyja, ACTH,
MSH és vazopresszin hat az agyban a tanuldsra és a memdridra

1975: Hughes, Kosterlitz: az épidt receptorok endogén
ligangjainak, az opioid peptideknek a leirasa

1981: Vanderhaegen és munkatdrsai: az akkor madr jol ismert
bélhormon, a kolecisztokinin (CCK) jelen van az agyban is




A legljabb azonositott neuropeptidek

“*NGFFYamide (2013; tengeri csillag Asterias
rubens )

“oktapeptid: pGlu-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Thr-
Trp amide (2010; gleccsersaskdk « -
(Grylloblattodea) ) )

“*neuromedin S (2005)
“*»neuropeptid S (2004)
“»neuropeptid B/neuropeptid W (2003)

% 26RFa (2003; béka)




.Klasszikus” bioaktiv peptidek

Selected Bioactive Peptides

Hypothalamic releasing factors

CRH: corticotropin releasing hormone
GHRH: growth hormone releasing hormone
GnRH: gonadotropin releasing hormone
Somatostatin

TRH: thyrotropin releasing hormone

Pituitary hormones

ACTH: adrenocorticotropic hormone

oMSH: o-melanocyte stimulating hormone
B-endorphin

GH: growth hormone

PRL: prolactin

FSH: follicle stimulating hormone

LH: luteinizing hormone

TSH: thyrotropin [thyroid stimulating hormone]

Gl and brain peptides

CCK: cholecystokinin

Gastrin

GRP: gastrin releasing peptide

Motilin

Neurotensin

Substance K; substance P (tachykinins)

Circulating
Angiotensin
Bradykinin

Frog skin
Bombesin
Caerulein
Ranatensin

Opiate peptides

-endorphin
Dynorphin
Leu-enkephalin
Met-enkephalin

Neurohypophyseal peptides

Oxytocin
Vasopressin

Neuronal and endocrine

ANF: atrial natriuretic peptide
CGRP: calcitonin gene-related peptide
VIP: vasoactive intestinal peptide

Gl and pancreas

Glucagon
PP: pancreatic polypeptide
Ghrelin

Neurons only?
Galanin

Neuromedin K
NPY: neuropeptide Y
PYY: peptide YY

Endocrine only?

Calcitonin

Insulin

Secretin

Parathyroid hormone

FIGURE 18-1 Selected bioactive peptides are grouped by structural similarity or by tissue source.

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editor(s) :Brady & Siegel & Albers & Price)



Feltételezett neuropeptidek
cerebellinek I.

Putative neuropeptides: cerebellins

Gene (gene Chromosomal
symbol) localization Precursor Active peptide(s) Mouse brain expression
Cerebellin-1 gene  16ql2.1 Cerebellin-1  Cerebellin-1 Not available
(CBLN1) precursor (Cblnl)
Cerebellin-2 gene  18q22.3 Cerebellin-2-  Cerebellin-2
(CBLN2) precursor (Cbln2)
Cerebellin-3 gene  14ql2 Cerebellin-3  Cerebellin-3
(CBLN3) precursor (Cbln3)
Cerebellin-4 gene  20q13.2 Cerebellin4  Cerebellin-4

(CBLN4)

precursor

(Cbln4,
cerebellin-like
glycoprotein-1)

Adalberto Merighi (ed.), Neuropaptides: Mathods and FProtocols, Meathods in Molecular Biology, wol. 730,
DOl 101 007/978-1-81779-310-3_1, @ Springer Science+Business Media, LLC 2011



Feltételezett neuropeptidek
, cerebellinek II.
Cerebellinek

» transzneurondlis citokinek, szamos agyteriileten részt vesznek a
szinapszisok fejlédésének szabdlyozdsdban, a szinaptikus plaszticitdsban
% kisagyon kiviil kifejezett az expresszidjuk a dorsal cochlear nucleus-ban is
*» neuromoduldtor funkcié:
= noradrenalin-felszabadulds serkentése direkt (adenilat-ciklaz/PKA dtvonal) és
indirekt maodon is
cerebellin-1
< kisagyi szemcsesejtek expresszadl jak
<+ alapveté a Purkinje-sejtek harom folyamatdban:
1) a parallel rostok és a Purkinje sejtek szinapszisaiban pre- és posztszinaptikus
részek ,egymdsra taldldsdhoz" és egyiitt maradasdhoz kell
2) kiszorost-Purkinje sejt innervdciohoz is kell
3) sziikséges a parallel rost-Purkinje sejt szinapszis LTD-jéhez
cerebellin-2 és cerebellin-4
O szekretdlt glikoproteinek, cerebellin-1-hez hasonlé funkcidk a szinapszisokkal
kapcsolatban
cerebellin-3
55 %-ban homoldg a cerebellin-1-el
egylitt, egy komplexként szekretdlddik a cerebellin-1-el kisagyi szemcsesejtekbdl




Feltételezett neuropeptidek
graninok I.

Chromosomal
Gene (gene symbol) localization Precursor Active peptide(s) Mouse brain expression
Chromogranin A gene 14q32.12 Chromogranin A precursor Chromogranin A, beta-granin, vasostatin
(CHGA)
Chromogranin B gene 20p12.3 Chromogranin B precursor Chromogranin B (secretogranin 1), CCB
(CHGE) peptide, GAWK peptide
Chromogranin B precursor Chromogranin B (secretogranin [)
variant
Secretogranin I1 gene 2q36.1 Secretogranin 11 precursor, Secretogranin II (chromogranin C),
(SCG2) chromogranin C precursor EMG66, secretoneurin
15921.2 Secretogranin 111 precursor Secretogranin 111
Secretory granule 15q13.3 Secretory granule neuroendo- Secretory granule neuroendocrine
neurcendocrine crine precursor protein-1 (7B2, secretogranin 5)
protein 1, 7B2 gene
(SGNEL)
VCF nerve growth 7q22.1 VGE-precursor VGE (NGF-inducible protein, neurosec-
factor inducible tretory protein ), TLPQ-62, TLPQ-21,
protein (VGF) AQEE-30, LQEQ-19

Adalberto Merighi (ed.), Neuropaptides: Mathods and FProtocols, Meathods in Molecular Biology, wol. 730,
DOl 101 007/978-1-81779-310-3_1, @ Springer Science+Business Media, LLC 2011



Feltételezett neuropeptidek
graninok IT.

olyan peptidcsaldd, amelynek tagjai nem teljesitik az
osszes, neuropeptidekkel kapcsolatos kritériumot

chromogranin, secretogranin:
- neuropeptid-prekurzor-szer(i szerkezetik van
- azonositdsuk: egyiitt tdrolodnak, egyiitt szintetizdlddnak és
egyltt szabadulnak fel neuropeptidekkel
processzdlt granin-formadk: vasostatin, catestatin,
pancreastatin, secretoneurin, EL35, EM66, WE14
- nem igazolt, hogy ezek egyértelmiien szigndlmolekuldk
- receptoraik sem ismertek

- lehet, hogy chaperone funkciéjuk van — neuropeptidek
’rranszpor’r jat és vdlogatoddsat segithetik



Feltételezett neuropeptidek
kemokinek I.

Chromosomal Active
Gene (gene symbol) locallzation  Precursor  peplide(s) Mouse brain expresslon
C-C motf 17925.3 CCL2 CCL2
chemokine precursor
ligand 2 (CCL2)
C—C motif chemokine 17912 CCL3 CCL3
ligand 3 (CCL3) precursor
C—-C motif 17q12 CCL4 CCL4
chemokine ligand 4 precursor
(CCL4)
C-C motf 17912 CCL5 CCL5
chemokine ligand 5 precursor
(CCL5)
C-C motf 2936.3 CCL20 CCL20
chemokine ligand precursor
20 (CCL20) isoform 1
CCL20 CCL 20
precursor
isoform 2
C—C motif chemokine 9pl3.3 CCL21 CCL21
ligand 21 {CCL21) precursor
CXC motif 4921.1 CXCL10 CXCL10
chemokine 10 precursor (small
(CXCL10) inducible
cytokine

B10)

Chromosomal Active
Gene (gene symbol) localization  Precursor  peptide(s) Mouse braln expression
CXC monf 10q11.21 CXCLI12 CXCL12
chemokine ligand precursor, (stromal
12 (CXCL12) SDE-1 cell-denved
alpha factor 1,
SDF-1a)
SDF-1 beta  Stromal
cell-denved
factor 1,
SDEF-1b
SDE-1 Stromal
gamma cell-derved
factor 1,
SDEF-1c
SDF-1 delta  Stromal
cell-denved
factor 1,
SDEF-1d
CX3C monf log2l Fractalkine  CX3CL1
chemokine ligand 1 precursor, (fractalkine)
(CX3CLI1) CX3CL1
precursor

Adalbarto Merighi (ed.), Neurapaptides: Mathods and Protocois, Methods in Molacular Biology, vol. 730,
DOl 104 007/078-1-81770-310-3_1, @ Springer Science+Business Media, LLC 2011



Feltételezett neuropeptidek
kemokinek II.

- kemotaktikus citokinek": leukocita-migraciét iranyité
szekretalt faktorok

» alcsalddok cisztein-konfigurdcié alapjan: C, CC, CXC,
CXXXC

* neuronok expresszdlnak kemokineket és kemokin
receptorokat

+ kemokineknek van igazolt elektrofizioldgiai hatdsuk
neuronokon

* neurondlis migrdcioban
» neuronok gyulladasos folyamataiban - szerepelhetnek
* neuronok ingerelhetéségének modulaldasaban |

\




Feltételezett neuropeptidek
novekedési faktorok I.

TABLE |: SOME NEUROTROPHIC FACTOR FAMILIES AND THEIR MEMBERS "Elublt onhic Fact
eurotrophic Factors:

FAMILY MEMEERS An Alphabet Soup of Brain Tonics
Meurctrophins NGF, BOME MT-3, MT-45 NGF nerve growth factor
TGF-P family TGF1,2,3; GOMF, newtwrin, arternin, persephin p75 pro-apoptotic receptors
Fibroblast growth Bactons FGF-1, FGF-2 Trk A anti-apoptotic receptors
Hematopoietic cytokinas CMTFE LIF, CT-1 GDNF glial cell line—derived neurotrophic
Platelat-derwved growth actors POGF-A, PODGF-B factor, which includes neurturin,
Epidermal growth factors EGF, TGF-a c-Ref, and R-alpha
Inzulin-Eke growth factors IGF-1; K5F-2 BDMNF brain-derived neurotrophic factor

NT-3. 4, & 5 neurotrophins 3, 4, and 5
Abtreviations: NGF, nerve growth facter, BONF, brain-detived neurctrophic facter. GONF, CNTF e

glial cell line-derived neurctrophic factor; CMTFE, cliary neurctrophic factor; FGF, fibroblast ILGFI& I insulin-like erowth factors
growth factor; LIF, leukemia inhibitory factor; NT-3, neurcirophin-3; CT-1, cardiotrophin-1; ' LRt

EGF. epdermal growth facter, PDGF, platelet-derlved growth factor; TGF transformng | O f{?ﬂ’fﬂ'f:hﬁﬂ“ﬂ’“'i‘l’::“;d‘;::‘:‘
growth factor; IGF, insulinlike growth factor. " '
EGF epidermal growth fac
Drug News Perspect 2000, 13(5): 269 pidermal growth factr

http://www.psychiatrist.com/pcc/brainstorm/br5904.htm



Feltételezett neuropeptidek
novekedési faktorok II.

» parakrin vagy autokrin medidatorok

* az agyban is sok tipus termelddik, szerep az embriondlis fejlédésben,

a felnétt agy fenntartdsaban stb.

» konstitutiv modon szekretalodnak, szekrécidjuk inkabb

génexpresszios szinten szabalyozott

* hatds receptor protein kindzokon keresztiil

- BDNF: megfelel a neuropeptid-kritériumoknak, mert:

v' prekurzor (prepro-BDNF) szigndlpeptid-el és tipikus hasitdsi helyekkel
a prohormon konvertdzoknak

v’ széleskoré expresszio neurokban

v' a prekurzor processzdldsa egyértelmien bizonyitott

v" BDNF lokalizacio nagy, sotét magvi vezikuldkban (LDCVs)

v LDCV felszabadulds szabdlyozott

* egyéb neurotrofinok is neuropeptidek lehetnek: NGF, NT-3, NT-

4/5 és a GDNF is




Neurohormon? Neurotranszmitter?
Neuromodulator?

-Neurohormon: hormon szekrécio a vérbe,
tdvoli célpontok

-del: egy adott neuroszekrécios sejt
axonjdnak mds dgaibdl mdr szinapszisban
szabadulhat fel a peptid,
neurotranszmitterként

Neurotranszmitter: felszabadulds
idegvégz6désbadl Ca®*-jelre,
membradnpotencidl-véltozds a
posztszinaptikus oldalon (IPSP, EPSP)

N Py m:u"nn'"n-ﬁ‘\n' Lﬂlﬁth\thlllfllﬁ ,‘n2+ * e lin




Neuropeptid bioszintézis

* a neuropeptidek 3-100 aminosav (as) hosszu peptidek
* nagyméretd, inaktiv prekurzorokbdl (prepropeptid, min. 90 as), tobb
|épéses enzimatikus processzaldssal alakul ki a bioaktiv peptid (peptidek)
- prekurzorok:
- esetenként aktiv bioldgiailag, de csak igen nagy koncentrdcioban
- sokféle szovetben jelen vannak, de a processzdldsuk szovetfiiggd (ldsd
POMC prekurzor)
- tobb példdnyban is tartalmazhatjdk a bioaktiv peptidet, kiilénosen
alsébbrend dllatokban
+ pl. FMRF amid prekurzor: 29 képia, alfa-mating faktor (éleszt6): 4
kopia
+ de: TRH prekurzor (patkany): 5 kopia
» szintézis a sejttestben, majd axondlis transzport, amely sordn szamos
processzdldsi |épésre keriilhet sor
* nagy, s6tét magvl vezikuldk (large dense-core vesicles - LDCVs)
tartalmazzdk a .kész" peptideket
* az LDCV-k egyszer haszndlatosak, a membradn frakcié reinternalizalodik
majd vagy lebontddik vagy vissza-transzportdlédik a sejttestbe, ahol
djra felhaszndldsra keriil



Neuropeptid bioszintézis I.
ER

v'szigndlpeptid kihasitdsa
v'diszulfidhidak létrejotte
v'feltekeredés (folding)

N v'N-glikozildcié (opciondlis)
o e Golgi

Cell Soma Synapse

e v'foszforildcié
/ s 2+ g’ o2
L S i Jacencid
-gii | |
e / Initial processing 9 oziiac 0 Y4
Fmal processing \/OIIQOSZC(ChC(r‘Id er‘eS
Inltlalsynthe3|s \g Storage \/SZUIfQTdCIO,
/ / .
Rieoms S endopro‘reo}l izis
Rk Maaiia v'exoproteolizis
Endoplasmic ‘/am|déC|6

reticulum i
Secretion

>illetve a fentiek egyvelege
FIGURE 18-3 Intracellular pathway of bioactive peptide biosynthesis, processing and storage. Nemopepndepre cursors are synthesized on nboAITer'nqtiv Iehe.‘.b’séq .

somes at the endoplasmic reticulum and processed through the Golgi. Axonal transport of the large dense-core vesicle to the synaptic site of releasé
precedes the actual secretion. a pr'ohorimon_) hor'mon aTmeneT az
un. korai granulumokban is
megtorténhet, amelyeket a Golgi
komplex felszinén alakulnak ki (pl.

gasztrin esetében)

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editor(s) :Brady & Siegel & Albers & Price)



Neuropeptid bioszintézis IT.

A prepropeptidbél mindig lehasad egy szigndlpeptid - a legegyszeriibb esetben csak
ennyi torténik (illetve diszulfidhidak képzése pl. prolaktin - PRL)

Szigndlpeptid

»20-25 as hosszd az N-termindlison

>a prepropeptid ER-be valo belépéséhez kell, az ER membranon valé dthaladaskor hasad le. A
.maradék” mdr a propeptid, amely dlt. t6bb Iépésben processzalédik

0 50 100 150 200 250
Amino acids
PRL| [ |
Signal
Somatostatin | [ [ SS]
NPY | [ NPY [ CPON |
b----ACTH----|---------- BLPH--------- 9
POMC | [ [ YMSH [ JP  [oMSH[ CLIP | YLPH [ BEnd ]
fommmm e ELH-N----------------- S EREEEEEEEE ELH-C--------- 1
ELH| [ [BTY] [ o ] I [ ECH T
Bag cell peptides (BCP)
o MF | [o1 To2 o3 ad |
FMRF - | [ [ 1 [ T 1 | T I
NH, [ N N O O N O 1 1

FIGURE 18-2 Structures of selected bioactive peptide precursors are diagrammed. The structures of prolactin ( PRL), somatostatin, neuropeptide Y
(NPY), pro-opiomelanocortin (POMC), egg-laying hormone (ELH), yeast ¢i-mating factor (oMF) and FMRF-amide precursors (FMRF-NH,
are indicated. Signal sequences are shaded and on the left of each precursor. SEnd, B-endorphin; ACTH, adrenocorticotropic hormone; CLIP
corticotropin-like intermediate lobe peptide; CPON, C-terminal flanking peptide of NPY; JP, joining peptide; LPH, lipotropin; MSH, melanocyte-
stimulating hormone; SS, somatostatin.

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editor(s) : Brady & Siegel & Albers & Price)



Neuropeptid bioszintézis III.

A POMC prekurzor szévetspecifikus processzalasa

Stimulates adrenal __ ’ ——noopaesctiy  Prroopiomelanokortin (POMC)

cortex->glucocorticoids ACTH(1-39) BLPH
f f neuronok:

Anterior pituitary corticotropes

romc | | “*nucleus arcuatus
| !50 |77 |9? |'|17 |139 |179 |2|f.]8 (ARCI hipo.ralamusz)
Intermediate pituitary Art:l|1ate " ARC—POMC r‘endszer:

Arcuate neurons neurons

NTS neurons ener‘gia homeOSZTéZiS
otent opiate szabdlyozdsa, étvdgy-
Weskon airara, s —— BV szabdlyozo hormonok (pl.
> pando(t 3 leptin) szabadlyozzdk
Intermediate pituitary Intermediate pituitary 0:0 nucleus 'l'r‘qcfus soli‘raf‘ii
NTS neurons NTS neurons

L (NTS, nydltvelé

3- - . /4
po— e = NTS: viszcerdlis
Ac-[C]-NH, B-endo(1-31) I . ’,
aoMSH acetylated Lesser opiate foer'ensek |1-1- Iepnek be
Blocker
Potent skin darkening; | az agyba

inactive on adrenal cortex No opiate activity
FIGURE 18-5 Tissue-specific processing of the pro-opiomelanocortin (POMC) precursor yields a wide array of bioactive peptide products.
Processing of the POMC precursor varies in various tissues. In anterior pituitary, adrenocorticotropic hormone (ACTH (1-39)) and B-lipotropin
(B-LPH) are the primary products of post-translational processing. Arcuate neurons produce the potent opiate f-endorphin ([3-endo (1-31)) as well as
ACTH(1-13)NH,. Intermediate pituitary produces ot-melanocyte-stimulating hormone (0tMSH), acetylated f-endo(1-31) and B-endo(1-27). NTS,
nucleus tractus solitarius.

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editor(s) : Brady & Siegel & Albers & Price)



Neuropeptid bioszintézis IV.
A processzaldasban részt vevo enzimek I.
endopeptidazok I.

Milyen enzimekre van sziikség?
Endopeptiddzok (prohormon konvertdzok - PCs)
< ezek miikodése a sebességmeghatdrozé Iépése a peptid bioszintézisnek

% szubtilizin-szer( processzdlé enzimek (furin, PC2, PC1/3, PACE4, PC4, PC5/6, and
PC7),a PC1/3 és a PC2 a legfontosabbak a csoportbdl

% Ca?*-fliggbek és olyan szekrécios granulumokban vannak jelen, amelyek csak
neuronokban és endokrin sejtekben vannak meg

<+ az LDCV-k belsejének pH-ja és Ca?*-koncentrdcidja szabdlyozza az endopeptiddz
aktivitdst

<+ a C-termindlison hasitanak, két szomszédos bdzikus aminosav kéz6tt (Lys-
Arg, Arg-Arg, Lys-Lys, Arg-Lys)

< a hasitds utdn kell karboxipeptidaz E/H (CPE/H), hogy leszedje a C-termindlisrdl a
bdzikus aminosav maradékot

% del: PC1 hasithat egyetlen Arg mellett is (proszomatosztatin és pro-
kolecisztokinin esetében)




Neuropeptid bioszintézis V.
A processzaldasban részt vevo enzimek II.
Furin: endopeptidazok IT.

»minden sejtben van, a transz-6Golgi hdlézatban
»fontos:
v'ELH (egg-laying hormone)
v'NGF (nerve growth factor) kezdeti processzdldsdban
v'PTH (parathyroid hormon)
v'inzulin receptor prekurzoranak hasitdsahoz — aktiv alfa-béta dimer
v'egyéb enzimek aktivdldsahoz (PC2, CPE)

Basic aa-specific PC substrates are very diverse

Growth factors TGFp, Gdfg, Gdf11, BMP4, IGF-1/2, PDGF-A/B, VEGF-C/D, HB-EGF
Neurotrophins NGF, BDNF, NT3, NT4/5
TABLE 18-1 Prohormone convertases Hormones insulin, PTH, endothelin, somatostatin, NPY, LHRH, MCH, POMC,
Original name SPC name Other names _ enkephalins, apelin,substance P V
N S Blood coagulation factors  factor VII, von Willebrand factor, factor IX, factor X
Furin SPCI PACE Integrins a-chains w3, ad, 05, 06, ud and av
PC2 SPC2 Neural molecules L1, semaphorins, CLAC, BRI3, SorLA, BACE1, N-CAM, N-cadherin
PC1 SPC3 PC3 Receptors insulin-R, IGF1-R, R-PTPy, Notch, LRP1
PACE4 SPC4 Metalloendopeplidases . ADAMs, MM_P& MT-MMPs - _
Viral envelope glycoproteins HIV-gp160, influenza haemagglutinin-HA, CMV glycoprotein B
PC4 SPCS Surface proteins endothelial lipase, glypican-3, anthrax and diphteria toxins
PCa SPCa PC5
PC8 SPC7 PC7,LPC RXXRL
. . . . Substance P RXKRY RXXXXR
Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editor(s) : HIV-1 gp160 von Willebrand factor Somatostatin
Brady & Siegel & Albers & Price) RXRR. KR4 RRI
N-cadherin POMC substance K

Handbook of Biologically Active Peptides: Peptide Biosynthesis/Processing I:_l 807 )
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http://store.elsevier.com/authorDetails.jsp?authorId=ELS_1003836

Neuropeptid bioszintézis V.
A processzalasban részt vevo enzimek II.

katepszin L
- cisztein protedz

» két bdzikus aminosav kozott hasit, az N-termindlison

- ezt kovetden viszont kell valamilyen Arg/Lys
aminopeptidaz, amely leszedi a megmaradé bdazikus
aminosav-maradékot az N-termindlisrdl (pl.
aminopeptiddz B)

- valoban, 2007-ben taldltak egyiitt katepszin L-t,
aminopeptiddz B-t, NPY-t és enkefalint ugyanazon
LDCV-ben (Journal of Neurochemistry, 2007, 100, 1340-1350)




Neuropeptid bioszintézis VI.

A processzaldasban részt vevo enzimek III.

Exopeptidazok

karboxipeptiddz E - CPE

% minden LDCV-ben, oldva

<+ a PC-k dltal létrehozott intermedierekrdl lehasitja a bazikus maradékokat (Lys és
Arg) a C-termindlison

< pH-optimum: 5-5,5 (kb. ez az LDCV-k belsejének is a pH-ja)

< kobaltot és cinket igényel

A peptid végeit modositd enzimek

alfa-amidalé enzim (peptidilglicin alfa-amidalé monooxigendz - PAM)

> kétfunkcids enzim két katalitikus doménnel (PHM és PAL), pH optimum 5,5 kordili

» a C-termindlison lévé glicin maradékot amiddlja

> a bioaktiv peptidek kb. fele alfa-amiddlt, a peptidil-glicin és a peptid-COOH formadk
inaktivak

> az alfa-amiddcié elsd Iépését a peptidilglicin alfa-hidroxildlé monooxigendaz (PHM) végzi,
amely a kétfunkciéos PAM fehérje N-termindlis vége

> a PHM két réziont kot és aszkorbinsavat haszndl, mint redukadlészert (a mechanizmus
hasonlé a dopamin béta-hidroxilaz (DBH) miikodéséhez, amely a dopamint noradrenalinna
alakitja)

> az alfa-amiddcié mdsodik lépését a peptidil-alfa-hidroxiglicin alfa-amidalé lidz végzi
(PAL), amely egy mdsik, kétértékd fémion filiggé enzimatikus domén

A. PAM Reaction

L] 8] (8] ()
HH ' H_OH L b’
Peplidyl” "N” C00- SEUM En-pwj;.!"'“;xl Co0- —BAL o Peptidyl™ "NH,+ H™ "COQ-
H 73 Culll} ' Zn(1l)
0., 2 Ascorbate |
Peptidviglyveine fll Peptidyl-a-hydroxylghycine Amidated Peptide  Glyoxylate
=rnd

H.0, 2 Se ehy droascorbate



Neuropeptid bioszintézis VII.
A processzaldsban részt vevo enzimek IV.

CUE+ Cu"’

E< i +  Ascorbate ——————# E< +

Cu~* cu*

Dehydroascorbate

0,

Dopamine

Cu2+
E< + Moradrenaline 4 H.,0
Cu2+
a dopamin béta-hidroxilaz (DBH) enzim altal
katalizélt reakcio

sodium-dependent vitamin C
transporter 2 (SVCT2)

»segitségével a heuronokban és az
endokrin sejtekben a redukdlt aszkorbdt
koncetracidja 100X annyi, mint a vérben
az aszkorbinsav koncentracidja

az LDCV-knek tehat redukalt
aszkorbdtra van sziikségiik,
amelyet a citokrom b561
biztosit

Fe3, X Fec!. Xy

" MDHA ASC

Lumen

Membrane

Cytoplasm

ASC MDHA

NAD(PH

http://www.ua.ac.be/main.aspx?c=.MPB&n=69153



Neuropeptid bioszintézis VIII.

C-vitamin és felvéetele
BLOOD

CHOROID PLEXUS +‘ _ BLOOD BRAIN BARRIER

,,,,, T

SVCT2

ASC

SVCT2

ASC

ASTROCYTE

Ascorbate (vitamin C) is a vital antioxidant molecule in the brain. However, it also has a number of other important functions, participating as a
cofactor in several enzyme reactions, including catecholamine synthesis, collagen production, and regulation of HIF-1a. Ascorbate is
transported into the brain and neurons via the sodium-dependent vitamin C transporter 2 (SVCT2), which causes accumulation of ascorbate
within cells against a concentration gradient. Dehydroascorbic acid, the oxidized form of ascorbate, is transported via glucose transporters of
the GLUT family. Once in cells, it is rapidly reduced to ascorbate. The highest concentrations of ascorbate in the body are found in the brain
and in neuroendocrine tissues such as adrenal, although the brain is the most difficult organ to deplete of ascorbate. Combined with regional
asymmetry in ascorbate distribution within different brain areas, these facts suggest an important role for ascorbate in the brain. Ascorbate
is proposed as a heuromodulator of glutamatergic, dopaminergic, cholinergic, and GABAergic transmission and related behaviors.
Neurodegenerative diseases typically involve high levels of oxidative stress and thus ascorbate has been posited to have potential therapeutic
roles against ischemic stroke, Alzheimer's disease, Parkinson's disease, and Huntington's disease.

Free Radical Biology and Medicine
Volume 46, Issue 6, 15 March 2009, Pages 719-730



Neuropeptid bioszintézis IX.
A neuropeptid tirozin (NPY) prekurzor processzalasa
- .egyszerii eset”

Substrate: PreproNPY LDCV Enzymes O
CytBss1 =7 &\

Enzyme activity

Signal peptidase (ER) PC1| | | | |
2+
| D H % s
V7777 NPY | CPON | 782 I
AAFLCZ ol | | | 2 |
Cas*
[ NPY |-Gly-Lys-Arg D H S
| cPe CPE[] |
Gl Zn?t
— Y PHM PAL
| Pam PAM[] H
2+ 2+ 2+
[CNPY_-NH, cum cu Me
Granule lumen
Membrane

FIGURE 18-6 Sequential enzymatic steps lead from the peptide precursor to bioactive peptides. The neuropeptide Y (NPY) precursor shown at
the left is processed sequentially by the enzymes of the large dense-core vesicles (LD CV) shown at the right. CD, cytoplasmic domain; CPH, carboxy-
peptidase E; CPON, C-terminal flanking peptide of NPY; ER, endoplasmic reticulum; Me?*, divalent metal ion; PAL, peptidyl-ct-hydroxyglycine
ci-amidating lyase; PAM, peptidylglycine a-amidating mono-oxygenase; PC, prohormone convertase; PHM, peptidylglycine a-hydroxylating mono-
oxygenase.

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editors:Brady, Siegel, Albers, Price)



Neuropeptid bioszintézis X.
A POMC prekurzor processzalasa

Early,PC1 —— ®1 ®l ®l ®1
—  POMC(1-74) -JP——ACTH—|—— BLPH

vsMSH oMSH CLIP  yLPH

| | | [ | | L
50 77 98 117 139 179 208

| | | | | | | | B-endorphin

Late;PC2 — T® . T@ I T®

[-Gly p-endo(1-31) [T]
ACTH(1-13)NH,  [-NH, PB-endo(1-27) [
oMSH Ac{J-NH, Ac{T]

FIGURE 18-7 Processing of the pro-opiomelanocortin (POMC) precursor proceeds in an ordered, stepwise fashion. Cleavage of the POMC pre-
cursor occurs at seven sites, with some of the reactions being tissue-specific. The circled numbers indicate the temporal order of cleavage in tissues
where these proteolytic events occur. ACTH, adrenocorticotropic hormone; CLIP, corticotropin-like intermediate lobe peptide; JP, joining peptide;
LPH, lipotropin; MSH, melanocyte-stimulating hormone; PC, prohormone convertase.

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editors:Brady, Siegel, Albers, Price)
“*a POMC prekurzor 6sszesen 7 helyen hasithaté proteolitikusan
“+a korai hasitdsokat PC1 csindlja, az 1. és a 2. |épés 1 oradn beliil megtorténik
“az 1. és a 2. |épés a transz-Golgi-ban kezdédik és az LDCV-ben folytatédik, a 4. Iépés
madr csak az LDCV-ben megy végbe, ahogy az 5.-7. is
“az 1.-4. |épés az 6sszes POMC-expresszadlo sejtben lezajlik
“+a késéi hasitdsokat PC2 csindlja, a 6. és a 7. |épés csak tobb éra mdlva torténik meg



Poszt-transzlacios modositasok I.

N-termindlis ciklikus glutaminsav (pGlu) jelenléte
< TRH és GnRH esetében

 enzim: glutaminil ciklaz

tide
||:}E.=p | peptide peptide
| I
NH HN HN

HMN
o
Qj* Ci Qc Qc
N ®

HN —~ '

C(ko 8 o0 /L NH, v NH
NH NH;

0 o7 NH, 0o \o

H-N

TRH szekvencidja:
pGlu-His-Pro-NH2
GnRH szekvencia:

p6lu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH?2

FEBS Letters 563 (2004) 191-196



Poszt-transzlacios modositasok II.
Glikozilacio

N-glikozilacio
< az adenohipofizis glikoprotein hormonjaindl ali s

\/
0’0

(TSH, LH, FSH) és a rokon
choriogonadotropin hormonndl (HCG)

a bioldgiailag aktiv dimer forma (alfa és
béta alaegység) létrejottéhez kell a

glikozilacié
O-glikozildcio
<+ a POMC N-termindlisa O-glikozilalt
< kiilonboz6 mértékben glikozildlt izoformdk,

\/
000

eltéré bioldgiai vdlaszokat okoznak
a glikozildlt N-termindlis .néz" a DER
belseje felé, a folyamat a Golgi-ban
fejezddik be, ahol a kialakult szénhidrdtldanc o

g awing of human TSH, based nolecular homology mode lb lr n the
k.-l.. b.. P /d /1_ V4 k .k /1. template of a hCG model 14 . The ir' sho l ckered, a lrl B-s b nit a: 1dl
Tl /0 hairpin I i }br ldL1L5 ach subunit ha 1 alor l (L2 11
ulonbozo modositasoxkon esik a o s e o el 1)+
. 4 /’ . o) 2 7 domains are boxed. Important clonmns ofrhe p-subunit are marked d1 ecrl\ within the line drawing
m I ko r' 901.0 I Tak a 9 I I ko Z I IGC I 01. az nem (crossed line, beaded line and dashed line): For further details the reader is referred to Grossman et al.
’ 2. (Reproduced from Grossman at al. (2) , with permission).
4 / . . /, . Vé

befolydsolta az érett peptid szintézisét
. / /
| l IeTve f€|S Za bC(d u I as GT http://www.thyroidmanager.org/chapter/physiology-of - the-hypothalmic-pituitary-thyroidal -

system/



Poszt-transzlacios modositasok III.
Foszforilacio

* cCAMP-fliggo protein kinaz végzi
- patkdny adenohipofizis: az ACTH molekuldk 50 %-a, a
CLIP (corticotropin-like intermediate lobe peptide)
molekuldk 66 7%-a volt foszforildlt szerin31 helyen
(egérben viszont mindkét peptid 67 %-al kevesebb
esetben volt foszforildlt, mint patkdnyban)

- ember: 33 % foszforildlt

- marha: egydltalan nem volt foszforilacio
* DE!: nem tudni, mi a foszforildcié szerepe, mert nem
befolydsolta az ACTH bioldgiai aktivitdsat
* (egyeldre) nem ismert helyen foszforilalt peptidek:
gasztrin és proenkefalin prekurzorbdl szarmazé peptidek,
parathormon (PTH), GH, PRL, proANP, HCG



Poszt-transzlacios modositasok IV.
Alfa-N-acetilacio

» katalizalé enzim eddig nem ismert

* POMC processzdlds: az alfa-N-acetildcio miatt
az ACTH(1-13)NH2 (zalfa-MSH) sokkal
jobban sotétiti a bort, de mar nem serkenti a
glikokortikoidok szintézisét a mellékvesében

+ béta-endorfin hasonlé acetildldsa eltorli
annak dpidt aktivitdsat




Poszt-transzlacios modositasok V.
Szulfatalas

* a Tyr maradékok esetében a leggyakoribb poszt-transzldcids

mddositds

» dramai_hatassal van a peptid bioldgiai aktivitdsara

* CCK, gasztrin és caerulein (kétélt(ikben): kozos ..6s-peptidbdl”

szarmaznak, van egy egyezé C-termindlis pentapeptid résziik, ezen

térténik a szulfatdlds

» CCK processzdlds: egymdst kovetd hasitasok (CCK 33 - CCK 12 - CCK

8 - CCK 4)

» CCK 4 nem szulfatalt, a tobbiek igen

» a szulfatdlt CCK 33 hatékonysdga 260-szoros (!) a nem szulfatdlt
alakhoz képest

» CCK 8: szulfatdlt, epehdlyagot kiiiriti, szekréciéjat fokozza

» CCK 4: nem szulfatdlt, nem hat az epére, de cserébe panikrohamot
okoz, ha beadjdk az embernek i.v.

* t6bb mds neuropeptid (pl. enkefalinok) is Tyr-szulfatadlt, ez noveli a

féléletidét (.védi" az expondlt Tyr oldalldncokat az EC kérnyezet

veszélyeitdl — ektoenzimek)




Poszt-transzlacios modositasok VI.
N-terminalis brominacio

* neuropeptid B esetében, amely Trpl pozicidoban
bromindlt
+ egyeldre nem ismert, hogy ennek milyen jelentésége

van, mert a nem bromindlt forma is ugyandgy hat a
receptoran, mint a bromindlt

Prepro-Neuropeptide B {(Human)
1 253 475333435 125

[
6Br-\ ARR

1 NPB-23, 6Br-Trp, (H) 23

6Er-WYKPAAGHSSYSYGRAAGLLSGL

1 NMPB-29, 6Br-Trp, {(H) 29
6Br-WYKPAAGHSSYSY GRAAGLLSGLRRSPY A

http://www.phoenixpeptide.com/catalog/pnxfoget.php?id=pnxnews_0000002264&title=Compound&sum=Function



Poszt-transzlacios modositasok VII.

Acilcsoport kapcsolodasa

+ ghrelin esetében, szerin3 pozicioban n-oktanoildlt
*+ a mddositds alapvetden fontos a peptid aktivitdsdhoz

+ ghrelin-O-aciltranszferdz (6OAT) végzi a modositdst
- oktanodtot kapcsol a proghrelin-hez

- GOAT pH optimuma 7-7,5 — az acil médositds azelétt torténhet, hogy a
protedzok (savas pH-t igényelnek; pH 5-6) nekiesnének a ghrelinnek —
valdszinlleg mar maga a prekurzor acildlédik

n-Octanoyl CoA Des-acyl ghrelin (or pro-ghrelin)
'\/\révgibx,\?'COAi'N“rGSS FXLSPYEXHQ ALy
g S ExKR@Q

KB P A“K L QPR -<coon

l Ghrelin O-acyltransferase (GOAT]

T
¢ ‘0 )
. J
— g

NH- G 3 FILISYPIE H/Q Ry

Q
K 8 E K R:Q

KPPAKLQPFI-GOOH

n-Octanoyl ghrelin: active form
FIGURE 1 Des-acyl ghrelin (or proghrelin) 1s modified with an acyl
acid (mainly n-octanoic acid) by GOAT to produce active ghrelin.

Handbook of Biologically Active Peptides: Peptide Biosynthesis/Processing I:_l 731)



Alternativ splicing a substance P gén
példajan

Substance P Neurokinin A
[ [ i M M I [ 1
L L L L L L
1 2 3 4 5 l 6 7
Transcription;
(—— Alternate splicing of RNA —1
(— o-PPT mRNA B-PPT mRNA T-PPT mRNA j
|
Translation Translation Translation
| I | | [ I | | [ | |
Exons 2,3,4,5,7 (not 6) Exons 2,3,4,5,6,7 (all) Exons 2,3,5,6,7 (not 4)
| |
Post-translational Post-translational Post-translational
processing processing processing
Substance P[___|-NH, Substance P[___-NH» Substance P[___|-NH»
Neurokinin A EE-NH- Neurokinin A EE-NH-

Neurokinin A(3-10) Bl-NH>  Neurokinin A(3-10) Il-NH-

Neuropeptide K[ I-NH, Neuropeptide v [ [N-NH,

FIGURE 18-9 Several mechanisms through which the substance P gene gives rise to different bioactive peptides in different neurons. Alternative

splicing of mRNA leads to translation of distinct precursors, and subsequent processing leads to unique mature peptides. PPT, pre-protachykinin.
(Adapted from reference [16].)

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editors:Brady, Siegel, Albers, Price)



RNS editalas

» az mRNS-ben bizonyos nukleotidok kicserélédnek, igy a peptid
szekvencia mds lesz
» glutamadt és szerotonin receptorok esetében is leirtdk
> peptidek esetében ismert esete a kétéltieknél a bombezin-szerii
peptidek (phyllolitorin alcsaldd) RNS editdldsa
> phyllolitorin prekurzor:
90 aminosav
O szigndlpeptid - N-termindlis extenzids peptid - phyllolitorin
peptid (9 as) - C-termindlis extenzids peptid
O aktiv peptidek: Leu8 phyllolitorin és Phe8 phyllolitorin,
amelyek cDNS-e azonos volt, kivéve azt, hogy a 8-as helyzeti
aminosavmaradékot kodolo kodonban egyik esetben T volf,
mdsik esetben C




A neuropeptid expresszio szabdlyozasa
kiilonb6zo szinteken

Nucleus \
Transcription factor binding

Changes in mRNA synthesis or splicing

Additional precursors, enzymes expressed \
Ribosomes/ER
Translation rate changes
with pre-existing or new mRNA

\

Minutes-haours

Golgi/ TGN
Oligosaccharide maturation
Aggregation of propeptide with
(Degradation in cell) enzymes, other granule proteins
Processing
Storage

— Degradation?

FIGURE 18-11 Regulation of neuropeptide expression is exerted at several levels. ER, endoplasmic reticulum; LDCV, large dense-core vesicle;
TGN, trans-Golgi network,

Basic Neurochemistry, 7th Edition, 2006 (Editors:Brady, Siegel, Albers, Price)



Neuropeptid felszabadulas I.

» large, dense-core vesicles (LDCVs): 3-10 mmol/| a
peptid-koncentracié benniik

+ . klasszikus" transzmitterek vezikulai (small synaptic
vesicles - SSVs): 100-500 mmol/I (pl. ACh és NA)

* kalcium szerepe: klasszikus transzmitter 50-100 umol/I
koncentraciondl iriil, a peptid ennél joval alacsonyabb
szintnél is

- klasszikus transzmitter lokdlisan ott szabadul fel, ahol a

kalcium-bearamlas tortént (Ca-csatornak kozelében),
mig a peptid jellemzdéen attdl tavol

+ LDCV felszabaduldshoz a kalcium johet belsé raktarbdl
és az EC tér irdnydbdl is



Neuropeptid felszabadulas IT.

ingerlési frekvencia jelentésége

T
ﬂ Time
t‘ b= (=1

single low high Hz

Figure 4.1

Contribution of the classical transmitter (T) and coexisting peptide (P) to the functional response (R) of neuronal acuvauon in
duced by increasinge ['|'vu:|m-|1ry of electrical stimulation. A single nerve impulse preterentially induces a response due to the

classical transmitrer. With hicher frequencies, the slower, :.:!'.i\h‘l.J. and |l.1|!:-_:r_‘r--|.h11|:|;_'. |1t_'|:11|1!r.' effect iy evoked. (From Lundberg

and Hékfelt, 1985.)

Fleur L. Strand - Neuropeptides: Regulators of Physiological Processes (MIT, 1999)

>alapelv: ,klasszikus” transzmitter felszabaduldsa egyetlen elektromos
ingerrel is kivdlthato, illetve kisebb frekvencidju ingersorozattal

>a neuropeptid felszabadulashoz ellenben nagyobb frekvenciaju és
hosszabb idétartami ingersorozat kell



Neuropeptid felszabadulds IIT.

ingerlési frekvencia jelentdsége

izoldlt patkany neurohipofizis elektromos ingerlése —
vazopresszin és oxytocin szabadul fel a médiumba

15-30 Hz sokkal hatdkonyabb volt, mint 2-3 Hz
.burst” ingerlés hatékonyabb volt, mint a konstans ingerlés

ha néveljiik a frekvenciat, egy adott tartomdnyban ezzel
ardnyosan né a peptid felszabaduldsa, mig a vele
parhuzamosan felszabadulé .klasszikus” transzmitter
felszabaduldsa konstans marad

neuropeptidenként vdltozik, hogy mekkora frekvencidju
stimulus sziikséges a felszabadulashoz — TRH-ndl pl. 0,5-3
Hz is elegendo

alapmechanizmus: nagyobb ingerlési frekvencia — kalium
csatorndk inaktivaciéja — elnydlé akcios potencial — nagyobb
bemend Ca®*-dram — tobb LDCV exocitézisa



Neuropeptid felszabadulds IV.

ingerlési frekvencia jelentdsége

akupunktdra és elektro-akupunktira

(a)
Frequerjcy of electrical 5 15 100
stimulation (Hz)
Opioid peptides | Em, Enk, B-End ‘ ‘ Dyn |
Opioid receptors ‘ u | ‘ & | | K |
Interaction ‘ Synergism |
Physiological effects ‘ Analgesia |
(b) Enk Dyn Enk + Dyn
1%}
4
&)
£
Rl
b
@
Ly
2 f T 1 T ]
L] 2Hz 100 Hz 2Hz 100 Hz
'~a L I 1 1 L |
oo 3 5 9 12 15
Time (s)
TRENDS in Neurosciences

Fig. 3. Possible mechanisms for the analgesic effects of acupuncture. {a) Opioid
peptides and opioid receptors involved in analgesia elicited by electroacupuncture
of different frequencies. Opioids and receptors involved at 2 Hz are in red, those
involved at 100 Hz, in blue. At 15 Hz, there is a partial involvement of components
involved at both of the other two frequencies (purple). Abbreviations: Dyn, dynor-
phin A; B-End, B-endorphin; Em, endomorphin; Enk, enkephalins. Simultaneous
activation of all three types of opioid receptor elicits a synergistic analgesic effect.
Note that simultaneous receptor activation does not necessarily mean that the
opioids are released simultaneously - it could be that the residual presence of one
opioid overlaps with newly induced release of another. {b) Model for the synergis-
tic analgesic effect produced by alternating low and high frequency stimulation
({referred to as model A in the text). Stimulation at 2 Hz facilitates the release of
enkephalin (red); that at 100 Hz stimulates the release of dynorphin (blue). The
overlapping areas (purple) indicate the synergistic interaction between the two
peptides. Modified, with permission, from Ref. [32].

Elektromos stimuldcié a béron
vagy beszlrva (.akupontok”) -
elektroakupunktira

v'épioid peptidek
szabadithatdk igy fel —
analgézia

v'az afferens hatasokat AB és
Ad rostok kozvetitik

v'az ingerlési frekvenciatdl
fiiggben aktivalédhatnak a

leszdllé analgetikus rendszerel
(a nucleus arcuatus és a nucleus
parabrachialis kozvetitésével)

2 Hz

Arcuate nucleus of
hypothalamus

B-End

||

Medulla

nkl loyn

DHN

m

100 Hz

Y

PAG |-~

Parabrachial nucleus

TRENDS in Neurosciences

Fig. 2. Neural pathways mediating the analgesic effect elicited by low-frequency
{2Hz, red) or high-frequency (100 Hz, blue} electroacupuncture stimulation.
Abbreviations: DHN, dorsal horn neuron of the spinal cord; Dyn, Dynorphin A;
B-End, B-endorphin; Enk, enkephalin; PAG, periaqueductal grey matter. Modified,

with permission, from Ref. [23].

TRENDS in Neurosciences Vol.26 No.1 January 2003

TRENDS in Neurosciences Vol.26 No.1 January 2003



A vazopresszin-oxitocin rendszer a
hipotalamuszban

Nucleus supraopticus (SON)

‘Box 1 | The vasopressin and oxytocin systems in the brain magnocelll.lléf‘is neuroszekretoros
neuronjai

v oxitocint és vazopresszint termelnek, sokat

. v'projekcié a neurohipofizisre, nincsenek
axon-kollaterdlisok, igy tokéletesek a
dendritikus (ill. szomatikus) peptid-
felszabadulds vizsgdlatara

Nucleus paraventricularis (PVN)

» parvocelluldris oxitocin és vazopresszin
neuronok (kevesebb peptidet expresszidja)

> egyes vazopresszin neuronok CRF-et is
termelnek — projekcié az eminentia

& p mediana-ra — ACTH felszabadulds
: & Spiie e szabdlyozdsa (—stressz)
: > agytorzsi és gerincvel6i projekcié
Q agytorzsi: oxitocin projekcié a

SON

Vasopressin and oxytocin that circulate in the plasma are synthesized by a few thousand nucleus tractus SOI iTGr'ii"r'G (NTS), a
large (magnocellular) neurons whose cell bodies are located mainly in the supraoptic .

(SON; panel and inset) and paraventricular (PVN) nuclei of the hypothalamus. In the dOr'Sal IS mOTOl“OS VGQUS mdgr'a (DMV)
panel, vasopressin cells are immunostained with fluorescent green and oxytocin cells és az area pos-l-r-ema_r-a —

with fluorescent red.

gyomorizomzat relaxdcidja és
cs6kkent motilitdsa
Nat. Rev. Neurosci. 2006 vol.7. 126-136



Neuropeptid felszabadulds - hol?

az LDCV-k a neuron barmely részén felszabadulhatnak - legyen az axon,
szoma és kiilonosen a dendritek jelentdsek

mindenhol megfigyelhetéek LDCV-k, de ezek esélye az exocitdzisra
egyenesen ardnyos azzal, hogy aktudlisan milyen kozel vannak a membrdnhoz

bizonyiték a dendritikus exocitézisra: EM képen ,omega fusion profile”-ok a
membrdnon

Dendrites

A felszabadulo peptidek
‘g ®  eldiffunddlhatnak egészen
, ®..°" ® az agykamrdkig, ahol
% bekeriilhetnek a CSF-be
(vazopresszin és oxitocin
koncentrdcié a CSF-ben >
vérben)

-.” h = - N ‘.\. -
= . ¥ e i wdns®
Figure 1| Dendritic exocytosis. a| In the supraoptic nucleus the dendrites project

v .
towards the ventral surface of the brain, where they form a dense plexus. b | Large MGQNOC€| lu Iar‘|s neuro nOk' a
dense-core vesicles (LDCVs) in an electron microscopic section of a dendrite appear as dendr.|1-|kus pep.l.'d_

dark, round, membrane-bound organelles (black dots). ¢ | A dendrite in the supraoptic

V4 oo
nucleus fixed with tannic acid, capturing the instant that the contents of a LDCV are felszabadulas fugge"'len a

extruded into the extracellular space (arrow). d | An ‘omega’ fusion profile at the

/ / / - / / /
plasma membrane may show the pitin the dendritic membrane that remains after Ver'be VGIO SZ@kI"ZClOTO' es
exocytosis of an LDCV (arrow). Panel c adapted, with permission, from REF 19 @© (1989 Z1: 4 4
P o Ten oY R P P 199 az axondlis felszabaduldstél

Nat. Rev. Neurosci. 2006 vol.7. 126-136 1S



phogrin.EGFP

A
synapto.pHluorin
>

NPY.Venus

B
@ Q
?

c 4+—> i | 2

D [ Pure kiss-and-run (A)
3 Mixed kiss-and-run (B}
M Full kiss-and-run / fusicn (C)

Glucose KClI
Control Syt-IV Cantrol SytIv

DNND

Figure 4. Distinct Types of Regulated Exocytosis

(A) “Pure,” (B) “mixed,” and (C) “full” kiss-and-run/fusion.

(A) A synapto.pHlucrin-impermeable fusion pore allows the release
of protons and other small molecules, but synapto.pHIluorin remains
in the vesicle and darkens when the fusion pore closes.

(B) A synapto.pHIluorin-permeable but NPY.Venus-impermeable fu-
sion pore forms and allows synapto.pHIlucrin to leave the vesicle
and diffuse into the plasma membrane.

(C) Soluble vesicle proteins including NPY.Venus (yellow), and selected

membrane proteins (synapto.pHluorin, green, but not phogrin.EGFP,
red) escape from the vesicle. In all cases, fusion pore closure occurs,
possibly through the action of fission-mediating proteins.

Current Biology, Vol. 13, 563-567, April 1, 2003,

Neuropeptid felszabadulas
LDCV exocitozis modok

Kiss-and-run” exocitozis
> vezikula kozel megy a membrdnhoz, dtmeneti
porus, azon keresztiil riilés

> kisebb molekuldkra jol mikadik (amelyek akar
a peptidek mellett vannak az LDCV-ben, pl.
ATP)

> peptid viszont dlt. nagy a pérus méretéhez
képest és igy nem tud Grilni

> peptid lassabban is diffunddl, igy .lekésheti"
az dtmeneti pérus nyitdsat

gy peptidekre marad a klasszikus exocitézis

 teljes vezikula-fizié a membradnnal

*» nincs peptid-reuptake, igy nincs vezikula-
djratoltés sem peptidekkel




Neuropeptid felszabadulas - axonon és
a dendriten

-©= Plasma -0~ SON
40
— 500

w
=)
|

[
[=)
\
N
3
Vasopressin release
(pg per 30 min)

Vasopressin release
(pg per 30 min)

=30 0 30 60 90 120 150 180 210
Time (min)

Vasopressin

75 100 125 150
Time (min)

Antagonist

(spikes per second)

Vasopressin cell firing rate &

Time (min)

Figure 2 | Autoregulation by dendritic vasopressin release. a| Systemic osmotic
stimulation with intraperitoneal (ip) injection of hypertonic saline (HS) evokes
vasopressin secretion into the blood (green line; left axis), but vasopressin release into
the supraoptic nucleus (SON, blue line; right axis) occurs much later and is much longer-
lasting. b| The firing rate of vasopressin neurons in the SON in vivo. Mimicking dendritic
secretion by local administration of vasopressin by microdialysis into the SON inhibits
the electrical activity of these neurons. Conversely, local administration of a vasopressin
V1lareceptor antagonist increases their electrical activity, which indicates that
vasopressinreleased from dendrites has an auto-inhibitory action. Panel a medified, with
permission, from REF. 30 © (1994) Blackwell Science. Panel b modified, with permission,
from REF 46 © (1997) Blackwell Science.

Nat. Rev. Neurosci. 2006 vol.7. 126-136

v'a dendritek adjdk az .atlag"
neuron felszinének 80 %-at — az
agyszévetben EC mérheté peptid-
koncentrdcio legnagyobb részt a
dendritikus felszabaduldsbdl
szarmazhat

v'oxitocin és vazopresszin EC
koncentracio az SON-ben 100-
1000X akkora, mint a vérben

v'ugyanaz a stimulus kivdlthat
egyardnt axondlis és dendritikus
peptid-felszabaduldst is, de a
dendritikus késébb kezdddik
(akar 1 oraval) amde sokkal
tovabb tart

v'a dendritikus és az axondlis
felszabadulds teljesen fliggetlen
is lehet egymdstal



A dendritikus peptid-felszabadulas

mechanizmusa

P
Box 2 | Regulation of release of SSVs and LDCVs

Neurotransmitter release is regulated by the entry of Ca**
into nerve terminals through clusters of voltage-gated ion
channels at the ‘active zone', which open when an action
potential depolarizes the terminal. When Ca?* enters, the
concentration in the vicinity of the channels can be very
high. However, the high concentrations do not penetrate
far, because Ca*" is rapidly sequestered by high-capacity
buffers. Exocytosis of small synaptic vesicles (SSVs) involves
sensors with a low affinity for Ca®, which are sensitive only
to the high concentrations found close to the site of Ca®*
entry. Large dense-core vesicles (LDCVs) are located
ceeper inside the cell, and are not exposed to such high
concentrations. The machinery for exocytosis of LDCVs has
a high affinity for Ca?* and so might be activated by Ca?*

2 mechanizmus

1. aktivitasfiiggo
> AP hatdsara

> bemend Ca?*-daram
fesziiltségfiiggé Ca®*-
csatorndkon at

2. raktaros”:

<*agonistdak hatdasdra (pl.

entry when a high rate of entry is induced by intense
activation. In dendrites, LDCV release can be regulated not

. . ey 2
Dendrite SGJGT pepT'd kO"'eSe),
only by Ca’*entry but also by intracellular Ca* release.

?

Large amounts of Ca* are sequestered in the endoplasmic Rzz(l:“ly el afils ’:’ ER- b6l C02+ ki Iép IP3R

reticulum, and release from these stores is regulated by P ’ .
receptoron at (Milyen

second messenger pathways, including the inositol-1,4,5- Reserve ‘ﬁ
trisphosphate (Ins(1,4,5)P,) pathway. In oxytocin neurons, pool Ins(1.4.5)P ha'l'dsr'a'> Pr‘imin "
ns(1.4.5)P, 7 —,, g
activate this pathway. So, the dendrites have two Gf_,_{\' .T%' @\ kér.désg)
_i il

oxytocin itself binds to oxytocin receptors (OTRs) to
mechanisms for the regulated secretion of LDCVs: ‘activity- Qj_]
dependent’ release, whereby action potentials regulate L W Biclns(35) R ° 7] 4
= L 4

release from a readily releasable pool of LDCVs via Ca** g §> »*.rezerv LDCV kZSZIQT
entry, and ‘store-regulated’ release, triggered by agonists ~ - e B

g i ggered by ag O kozvetlendl irdl illetve

OTR

that induce intracellular Ca™ release. Activation of Endoplasmic reticulum

intracellular Ca?* release results in direct triggering of U ”rcezertvu készleT éTalakul

exocytosis, possibly from the reserve pool'®, and also

- ) ) ) ) ’ " z z
results in the recruitment of LDCVs from the reserve pool into the readily releasable pool. These pathways can be activated ”mene'r kesz kesz l ef'l'e
independently. Priming is the regulated augmentation of the activity-dependent readily releasable pool, and can be alate
and persistent consequence of the activation of store-regulated release. G, G protein; IPER, Ins( 1,4,5)|3'3 receptor; PLC,
phospholipase C; PtdIns(4,5)P,, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate.

Nat. Rev. Neurosci. 2006 vol.7. 126-136




Dendritikus peptid-felszabadulas - funkciok

<+autoreguldcio (oxytocin, vazopresszin)

“+szétszort sejtpopuldcid szinkronizdldsa (LHRH alias GnRH neuronok)
=kb. 1000 neuron termel LHRH-t a preoptikus/septalis teriileten, szétszortan
=legtébb axon a median eminence-ben végzédik, LHRH szekrécié a portalis
keringésbe
»de!: LHRH centrdlisan is felszabadul (LHRH koncentrdcié nagyobb a CSF-ben, mint a
portdlis vérbenl), jelentds viselkedési hatas 6sztrusz-ban Iévé néstényekben
»hosszU dendritek, benniik sok LDCV
=kozvetlen kapcsolat a sejtek kozott: csak dendro-dendritikus

=a szinkronizdciét mutatja, hogy noha a sejtek szétszortan lokalizaltak, az LHRH
felszabadulas pulzusos

CaR** PTH" CaR+- PTH

CaR-null mice have a reduced population of anterior hypothalamic GnRH neurons. Representative sections showing GnRH neurons from
the POA of the anterior hypothalamus of the brain of CaR+/+;PTH-/- (A) and CaR-/-;PTH-/- (B) mice stained with GnRH antibody as
described in materials and methods. Pooled data from 4 mice in each group showing that CaR-/-;PTH-/- mice had 27 + 4% fewer
GnRH neurons than did CaR+/+;PTH-/- mice. P < 0.05.

Am J Phvsiol Endocrinol Metab 292: ES23-E532, 2007.



A dendritikus felszabadulas egy dltalanos
mechanizmus a neuropeptideken kiviil a
klasszikus” transzmitterekre is

Vasopressin
Oxytocin
Dynorphin

Calcitonin-gene-
related peptide

CB

0OBg
Glutamate

GABA
Dopamine
ACh OBm

Adrenaline

Noradrenaline

00000000000

Serotonin

TRENDS in Neurosciences

Fig. 1. Identified sites of dendritic transmitter release. In addition to carbon monoxide, arachidonic acid, nitric oxide and ATP (not shown), dendritic signalling through ‘clas-
sical’ neurotransmitters and neuropeptides has been reported in several regions throughout the brain. It is apparent that this phenomenon is specific neither to a localized
part of the brain nor to a particular subtype of signalling molecule. Abbreviations and references: CB, cerebellar Purkinje-cell layer [13]; Csm, somatomotor cortex layer 2/3
pyramidal cells [12,63]; DG, dentate gyrus [30]; DR, dorsal raphe nucleus [64]; HI, hippocampus [14]; |0, inferior olivary complex [65]; LC, locus coeruleus [66]; LDT, latero-
dorsal tegmental nucleus [67]; MDV, ventrolateral medulla [68]; OBg, olfactory bulb granule cells [10]; OBm, olfactory bulb mitral cells [10]; PPT, pedunculopontine nucleus
[67]; PVN, paraventricular nucleus [17]; RM, raphe magnus [64]; SCN, suprachiasmatic nucleus [69]; SN, substantia nigra [5]; SON, supraoptic nucleus [17]; VTA, ventral
tegmental area [5].

TRENDS in Neurosciences Vol.26 No.5 May 2003




Dendritikus peptid-felszabadulas - priming I.

“minden olyan hatas kivadlthat ,priming”-ot, ami eléidézi a Ca?*

mobilizaciojat az IC raktarakbdl

.On-priming"
% a felszabadulé peptid tovabb

fokozza a sajat
felszabaduldasat

“ismert példa: ovuldacié (LHRH
— LH+FSH— tovdbbi LHRH —
.LH surge")

wkésleltetett, de hosszan tartd

“*kell hozza de novo protein
szintézis

“+Ca?*- és ATP-filiggé médon az
LDCV-k kozelebb keriilnek az
exocitdzis helyéhez

A Human Reproductive Menstrual Cycle

Owulation
)

LH

FsH

Estrogen
| m—

Progesterone

[ray 1-4 14 21 28

B Rat Reproductive Menstrual Cycle

LH

FSH

Progesterone

Estradiol

Dray Dray 1:Metesinis Dray 2: Diestrus Dy 3: Procstrus Dray 4: Estrus

http://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arh26-4/274-281 .htm



Dendritikus peptid-felszabadulas - priming II.

a

Posterior
pituitary

i e e

Blood-brain

barrier <
!

Il
A

&

@
Supraoptic I
nucleus @

Figure 4 | Conditional priming of peptide release. a | Under normal conditions,
dendritic peptide release is not activated by electrical (spike) activity. b—d | A conditional
(probably peptidergic) signal (arrow) triggers peptide release from dendrites
independently of electrical activity (b) and primes dendritic stores (c). Priming occurs
partially by relocation of dendritic large dense-core vesicles (LDCVs) from a reserve pool
into readily releasable pools, where (d) they are available for activity-dependent release
for a prolonged period.

0 QM

® &
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oxytocin neuronok folyamatosan
aktivak himekben és néstényekben is
(alapdllapot - 0,1-2,6 Hz)
szoptatd néstény: a szopds hatdsara
folyamatos tiizelés (16-50 Hz), rovid,
frekvens burst-ok
burst-6k tovdbbi nagy mennyiség(
oxitocint juttatnak a keringésbe (—
tejiiriilés, méh-kontrakcid)
= a dendritikus oxitocin-felszabadulas
upreguldlt szoptatas alatt és
alapveté a burst-6khoz
= miutdn kialakult, a dendritikus
felszabadulds onfenntartd: a szopds
kivdltja a burst-cket — djabb
felszabadulas — pozitiv visszacsatolas
= Miért nem vdlik ,kdros mérték(iivé" az
oxitocin felszabadulds?
v'az oxitocin felszabadulds —
endokannabinoid felszabadulds —
afferenseken preszinaptikusan gdtolja
a glutamdt-felszabaduldst
(.diszfacilitacia")
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