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2-AG 2-arachidonoyl-glycerol
ARC nucleus arcuatus hypothalami

CBI1, CB2 1. s 2. tipusu kannabinoid receptor

cDNS komplementer dezoxiribonukleinsav
CRH corticotropin-releasing hormone
cRNS komplementer ribonukleinsav
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DBH dopamin-fB-hidroxildz
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ER-a “a” Osztrogén receptor

ER-B “B” osztrogén receptor

E2 17B-6sztradiol

FSH follikulus stimuldlé hormon

GABA gamma-amino vajsav

GFP z0ld fluoreszcens protein

GHRH growth hormone-releasing hormone
GnRH gonadotropin-releasing hormone
GPR54 G-protein kapcsolt receptor 54

IR immunreaktiv

LH luteinizalé hormon

MPOA medidlis preoptikus area

mRNS messenger ribonukleinsav

Ni-DAB nikkel-diaminobenzidin

NK3 neurokinin-3 receptor

NPY neuropeptide Y

OoT oxitocin

OVLT organum vasculosum laminae terminalis
PCR polimeraz lancreakcid

PVN nucleus paraventricularis hypothalami
RP3V A 1II. agykamra rosztrélis periventrikuldris teriilete
RT-gPCR Val6s-idejli kvantitativ PCR

SON nucleus supraopticus hypothalami
SSC »standard saline citrate solution” (1XSSC=0,15 M NaCl/15 mM Na-citrét; pH 7,0)
THC A9-tetrahidrokannabinol

TRH thyrotropin-releasing hormone

VGLUTI1-3 1-3. tipusu vezikuldris glutamat transzporterek
VP vazopresszin
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I. BEVEZETES

I/1. A gonadmiikodés szabalyozasa emlosokben

Valamennyi emlds faj szaporoddsdban meghatdroz szerepet jatszik a reproduktiv tengely
hierarchikusan egymadsra épiilé hiarom {6 szintje, a hipotalamusz, az adenohipofizis és a
gonddok kozt mikodd Osszetett kolcsonhatds. A hipotalamusz kimeneti jelét az
adenohipofizis szdmdra a gonadotropin-releasing hormone (GnRH) - mésik elfogadott nevén:
luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) - neuroszekretoros rendszer biztositja, mely
neurohormon tartalmét 30-90 percenként jelentkezd szekrécids pulzusok formdjaban iiriti a
hipofizis portalis keringési rendszerébe (Krsmanovic et al., ; Knobil, 1980; Krsmanovic et
al., 1996; Terasawa, 1998; Moenter et al., 2003). A GnRH hatdsira az adenohipofizisbdl
elvalasztott két gonadotrop hormon, a follikulus stimuldlé hormon (FSH) és a luteinizal6
hormon (LH) a gonddok gametogenezisét illetve szteroid hormon termelését irdnyitja. A
reproduktiv tengely mikodésének egy 1ényeges vondsa, hogy a gonadokban folyé szteroid
hormon termelés és gametogenezis szabalyozottsdgat a hipotalamusz és a hipofizis szintjén
haté visszacsatoldsi mechanizmusok biztositjdk (Karsch & Foster, 1975; Knobil, 1980;
Herbison, 1998). A gonddokban termelt szteroid hormonok - specifikus hormon receptoraik
kozvetitésével — egyuttal szamos fontos élettani hatdst gyakorolnak csaknem valamennyi
szerv, koztiik a kozponti idegrendszer miikodésére.

I/2. A gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neuronrendszer anatémiai felépitése

A GnRH idegsejtek az orrplakodbdl fejlddnek. Egérben a prenatilis 11. napon kezdik meg
vandorldsukat az orrsovény mentén a bazilis eldagy felé (Wray et al., 1989; Schwanzel-
Fukuda & Pfaff, 1990). A fejl6dd szaglérendszerrel alkotott szoros kapcsolat miatt, a
migricios folyamat zavarai anozmidval jaré hipogonadotrop hipogonadizmust okozhatnak,
melyet a hipotalamikus GnRH idegsejtek hidnya jellemez. A kiilonb6zd genetikai hatter
human kérképek gylijténeve Kallmann szindréma (Seminara et al., 2000).

Sziiletés idejére a GnRH idegsejtek perikaryonjai megérkeznek a preoptikus/hipotalamikus
teriiletekre. A rendkiviil kisszdmud (1000-1500) GnRH neuron egérben és patkdnyban laza
csoportokban, f0képp a Broca-féle diagondlis koteg, a mediélis septum, a medidlis preoptikus
area (MPOA), az organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) és a medidn preoptikus
mag teriiletén helyezkedik el (Merchenthaler er al., 1980). Emberben megoszlasuk még
kevésbé kompakt. Jelentdés szamu sejttest taldlhaté a hatsé hipotalamusz, igy a nucleus
infundibularis (=arcuatus; ARC) teriiletén is (Rance et al., 1994). A meglehetdsen difftiz
megoszlds miatt, a GnRH perikaryonok topografiai viszonyaira torténd hivatkozaskor
egyszerlsitett anatomiai némenklattirat hasznalunk.

A GnRH neuronok {6 projekciés helyeit az OVLT, tovabba az eminentia mediana (EM)
kiilsé zénajanak vér-agy gat-mentes teriiletei jelentik (Wray et al., 1989; Schwanzel-Fukuda
& Pfaff, 1990). Az EM egyaittal a hipofizis portalis keringési rendszerébe torténé6 GnRH
neuroszekrécié fo helye. A kevésbé tanulmanyozott, extrahipotalamikus axonvetiiletek
ugyanakkor elérik a kozépagyi periakveduktdlis sziirkedllomanyt és a medidlis amygdalat
(Liposits & Setalo, 1980; Merchenthaler ef al., 1989).

Az alaktanilag bipoldris, emberben kisebb részben multipoléris (Rance et al., 1994) GnRH
idegsejtek anatomiai és funkciondlis hdlézatot alkotnak. Koztiik kommunikacié johet 1étre
valddi szinaptikus kapcsolatok dtjan (Witkin & Silverman, 1985). A GnRH-t szekretdlo,
immortalizalt GT1-7 sejtek szinaptoid valamint tight junction tipust kapcsolatokat 1étesitenek
egymadssal (Liposits et al., 1991), egyuttal termelnek gap junction fehérjéket is (Matesic et
al., 1993). A GnRH idegsejtek kozt megfigyelt egyik érdekes kapcsolati tipust olyan
folytonos citoplazma hidak jelentik, melyekbdl a GnRH idegsejteket elvalaszté sejtmembran
hidnyzik (Witkin, 1999). Végiil a GnRH neuronok axonjai az OVLT és az EM teriiletén
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szinaptikus specializdcié nélkiili kotegeket hoznak 1étre, ezdltal a termindlisok kozotti
parakrin kommunikacié anatémiai alapjait teremtve meg (Lehman & Silverman, 1988).

A GnRH idegsejtek egymadssal alkotott kapcsolatai mellett, a szinkronizélt szekrécids
miikddés szabdlyozdsdban kulcsfontossdgi szerepet jatszanak a szdmos forrdsbdl érkezd
szinaptikus bemenetek is (Herbison, 1998), melyeket az 1/7. fejezetben, kiilon targyalunk.

173. A GnRH ,,pulzus generator’ és szabalyozasa

A fent vazolt kapcsolatrendszer ,,GnRH pulzus generatorként” miikodik (Knobil, 1990),
mely az EM vér-agy git-mentes kiilsé zondjdban végz6d6 GnRH axonvetiiletek 30-90
percenként jelentkezd, koordindlt szekrécids aktivitdsit eredményezi. A szinkronizélt
neuroszekrécié hatterében az egyedi GnRH idegsejtek kdlcium tranzienseinek egyideji
megjelenése all (Terasawa, 1998). A pulzatilis GnRH elvdlasztids a hipofizis gonadotrop
sejtjeinek pulzatilis aktivalasat és ezaltal, pulzusokban tortén6é LH és FSH termelését illetve
szekrécigjat hozza létre. Egyidttal meggatolja a hipofizis GnRH receptorainak
deszenzitizacigjat, mely ligandum folyamatos jelenlétében kovetkezne be (Belchetz et al.,
1978; Catt et al., 1985; Limonta et al., 2001). A GnRH szekrécids pulzusok mintazata fontos
kédot hordoz az adenohipofizis gonadotrop sejtjei szdmara. A ciklus follikularis fazisara
jellemzo, alacsony frekvencidju GnRH elvalasztas elsésorban az FSH alegység atirdsat és az
FSH szekrécidjat stimuldlja. A preovulatorikus GnRH hiperszekrécié (,,surge”) idején
jellemzo, frekvensebb pulzusok ezzel szemben az LHp alegység atirdsat fokozzdk és
eléidézik az ovulaciét kozvetleniil kivalté LH hiperszekréciot (,,LH surge”) (Wildt et al.,
1981; Dalkin et al., 1989; Marshall & Griffin, 1993; Burger et al., 2002; Counis et al., 2005).

A GnRH pulzatilis szekrécidja mar olyan egyszerii modellrendszerben is megfigyelhetd,
mint a GnRH-t szekretdl6, immortalizalt GT1-7 sejtvonal (Wetsel et al., 1992). In vivo
azonban a pulzus generdtor miikddése joval bonyolultabb, és a végsd szekrécids mintdzat
kialakitdsdhoz szdmos tényezd hozzdjarul. A szervezetnek a kornyezetével alkotott
kapcsolatiat és belsé dallapotat tiikr6z0 endokrin-, metabolikus-, cirkadidn-, szezondlis-,
stressz- €s egyéb szignilok a pulzatilis GnRH szekrécié megviltoztatdsaval befolydsoljdk a
fertilitdst. Ezért a GnRH pulzus generdtor szabdlyozdsdnak megértése a reproduktiv
neuroendokrinoldgia egyik fontos feladata.

1/4. Negativ és pozitiv 0sztrogén visszacsatolas hatasa a GnRH pulzus generator
miikodésére

Him allatokban a herében termelt tesztoszteron €s az abbdl aromatizacioval keletkezd 173-
osztradiol (E2), androgén ill. 6sztrogén receptorokon hatva, folyamatos gatlé hatast gyakorol
a GnRH pulzus generator mitkodésére. Nostényekben a petefészekbol szarmazd 6sztrogének
(els6sorban az E2) negativ visszacsatoldsa szintén fékezi a GnRH pulzus generatort és az LH
szekréciot az ovaridlis ciklus nagy részében. Ezt spontan ovuldlé fajokban a ciklus kdzepén
(laboratériumi ragcsalékban a proosztrusz délutinjan) jelentkezd, pozitiv Osztrogén
visszacsatolds szakitja meg (Moenter et al., 2009), mikor a GnRH szekrécidés pulzusok
frekvencidja és az idOegység alatt iiriil6 GnRH mennyisége egyarant megnd (,,GnRH surge”)
(Sarkar et al., 1976; Moenter et al., 1990; Pau et al., 1993). Ezzel parhuzamosan, az
adenohipofizis gonadotrop sejtjeinek vélaszkészsége GnRH-ra szintén fokozodik (Aiyer et
al., 1974; Adams et al., 1981). A magas E2 szint hatdsdra bekdvetkez0 GnRH surge - a
portélis keringési rendszer kozvetitésével - a hipofizisben LH surge-6t okoz, ami a
petefészekben kivaltja az ovulacid.

Az E2 kozponti idegrendszeri hatdsainak kozvetitésében fontos szerepet tolt be a két
Osztrogén receptor tipus (ER-a és ER-B), melyek ligand-fiiggd transzkripcids faktorokként,
promoter régiok Osztrogén-valasz eleméhez kotve befolydsoljak az Osztrogén-fiiggd gének
atirasat. A fenti, klasszikus genomidlis hatdason kiviil, djabban az érdeklédés homlokterébe
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keriiltek az Osztrogének nem-genomidlis, gyors hatdsai is (Genazzani et al., 2005). Az
Osztrogén hormonok a GnRH idegsejt mitkddésének szamos aspektusit befolydsoljdk. Ilyen a
GnRH bioszintézise és lebontdasa, a GnRH neuronok galanin termelése, elektromos aktivitidsa
vagy pulzatilis GnRH szekrécidja (Herbison, 1998; Christian et al., 2008; Moenter et al.,
2009).

Miéta Shivers és mtsai 1983-ban publikdltik, hogy a GnRH idegsejtek a triciummal
megjelolt E2-t nem képesek felvenni (Shivers et al., 1983), széles korben elfogadott az a
nézet, miszerint az Osztrogén visszacsatolds GnRH idegsejtek felé kizardlag E2-érzékeny
interneuronok kozvetitésével johet 1étre. Hairom évtizedes kutatdmunka eredményeképp mara
korvonalazodott (Herbison, 2008), hogy a pozitiv Osztrogén visszacsatolds szempontjabdl
ragesalokban kitlintetett jelentdséggel bir a III. agykamra rosztralis periventrikuléris teriilete
(RP3V). Az RP3V kisspeptint termeld sejtcsoportja tartalmazza az ER-a-t (Franceschini et
al., 2006), beidegzi a GnRH idegsejteket (Clarkson & Herbison, 2006), aktivalédik az LH
surge idején (Irwig et al., 2004) és kisspeptin termelése E2 hatdsira nd (Oakley et al., 2009).
A negativ Osztrogén visszacsatolds egyik régdta feltételezett helye ragcsdlokban az ARC
(Herbison, 1998). Egy ARC-ban taldlhato, és kisspeptint termel6 sejtcsoport szintén tartalmaz
ER-a-t (Franceschini et al., 2006). Az RP3V kisspeptin sejtjeitol eltéréen, az ARC kisspeptin
expresszidja negativ Osztrogén szabdlyozas alatt all (Oakley et al., 2009). Féemldsokben az
RP3V-vel anal6g magot még nem sikeriilt megfigyelni. A jelenleg elfogadott nézet szerint,
mind a pozitiv, mind a negativ 6sztrogén visszacsatoldsban a nucleus infundibularis (=ARC)
jatssza a 6 szerepet (Knobil, 1980).

I/5. A pulzatilis GnRH szekréciot befolyasolé egyéb tényezok

Az Osztrogén-fiiggdség mellett, a GnRH szekrécidt a cirkadidn ritmus (Christian et al.,
2005) is jellemzi. Ennek kovetkezménye, hogy patkdnyban és egérben a preovulatérikus LH
surge mindig a prodsztrusz délutdnjan, a nappali fény megsziinése el6tti érakban jelentkezik.
A cirkadidn hatds kozvetitésében szerepet jatszd, egyik tobb-neuronos pdlya magédban
foglalja a retino-hipotalamikus koteget, a nucleus suprachiasmaticus vazopresszin (VP)
idegsejtjeit, valamint az RP3V GnRH idegsejteket beidegzo kisspeptin neuronjait (Vida et al.,
2010).

A napszakok hosszanak eltoldddsa a melatonin termelésén keresztiil képes szabalyozni a
reprodukcid éves ciklusat szezondlis szaporoddst mutaté fajokban (Revel et al., 2009).

Elégtelen taplalékfelvétel (Sullivan et al., 2003) vagy tilhajtott sport (De Cree, 1998) miatt
bekovetkez6 leptin hidny a pulzatilis GnRH és LH szekréciot megsziinteti. A metabolikus
eredetli anovulacidé jellemzd klinikai példdja az anorexia nervosa (Miller & Golden). A
metabolikus hatdsok kozvetitésében fontos szerepe lehet az ARC leptin receptort tartalmazé
idegsejtjeinek. A neuropeptide Y (NPY)-t és agouti-related protein (AGRP)-t termeld, ARC-
bol eredd, leptin-érzékeny palya hozzdjarulasit a GnRH idegsejtek gatlo szabdlyozasdhoz
egyik tanulméanyunk vizsgalja (5).

Az endokrin rendszer és az anyagcsere egyéb rendellenességeivel, mint a stresszel (Berga
& Loucks, 2005)-, a pajzsmirigymiikodés zavaraival (Koutras, 1997)- vagy a diabetes
mellitussal (Livshits & Seidman, 2009) kapcsolatos infertilitds a pulzus generator
sériilékenységét jelzi. A korképek részletezése az értekezés témakorét meghaladna.

1/6. Osztrogén receptor-p szerepe a hipotalamikus miikodésekben

Kuiper €s mtsai 1996-ban klénoztdk az ER- receptor tipust prosztatabdl (Kuiper et al.,
1996). Az ER-f topografiai megoszldsa ragcsalok agyaban a klasszikus ER-a receptorétdl
felttinden eltért (Shughrue et al., 1996; Shughrue et al., 1997). A masodik dsztrogén receptor
tipus felfedezésével részben mar megmagyardzhatéva vélt a nucleus paraventricularis (PVN)
és a nucleus supraopticus (SON) magnocelluldris neuroszekretoros idegsejtjeinek E2 altali
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szabdlyozdsa is. Ezek a neuronok patkdnyban ER-o-t nem tartalmaznak (Simerly e al.,
1990), mikdzben a hipotalamikus oxitocin (OT) és VP messenger ribonukleinsav (mRNS)
expresszid (Van Tol et al., 1988) és peptid szint (Jirikowski et al., 1988), a szérum (Skowsky
et al., 1979) és a hipofizis (Van Tol et al., 1988) OT és VP tartalma, a dendritikus OT iirités
(Wang et al., 1995), vagy az OT idegsejtek elektromos aktivitdsa (Negoro et al., 1973) ismert
Osztrogén-fiiggést mutatnak. Immuncitokémiit és in situ hibridizaciét ©6tvozd kordbbi
munkankban valdban sikeriilt is igazolni az ER-f eléfordulasat az OT-t és VP-t termeld
hipotalamikus neuronok egyes populdcidiban (Hrabovszky et al., 1998). Mivel a receptor
expresszid egyenetleniil oszlott meg az anatomiailag és funkciondlisan is heterogén
sejtcsoportok  kozott, az értekezésben szerepld egyik munkiank az ER-B tartalmd
hipotalamikus OT és VP idegsejtek finomabb topogréfiai analizisét tzte ki célul (6).
Ugyanezen tanulmanyban vizsgaltuk a kolokalizacids jelenséget a human hipotalamusz OT
és VP sejtjeinek vonatkozasaban is (6).

A GnRH idegsejtekre gyakorolt pozitiv és negativ Osztrogén visszacsatoldas (Herbison,
1998) lényegének megértése kezdettdl fogva a reproduktiv neuroendokrinolégia kdzponti
kérdése. Midta Shivers és munkatidrsai megfigyelték a triciummal megjelolt E2 in vivo
felvételének hianyat patkiny GnRH neuronjaiban (Shivers et al., 1983), majd ezt kovetden
masok az ER-a hidnyat immuncitokémidval is aldtimasztottdk (Herbison & Theodosis, 1992;
Lehman & Karsch, 1993), a kutatdsok kozéppontjaba az E2 hatédsait kozvetitd, Osztrogén-
érzékeny interneuronok azonositdsa keriilt. Ertekezésem egy része az ilyen indirekt 6sztrogén
hatdsokban szerepet jitszé rendszerekkel (hisztamin, kisspeptin, neurokinin B) foglalkozik
(1, 21). Az ER-p felfedezését és hipotalamikus megoszldsdnak leirdsat kovetéen azonban
ismét felmeriilt a GnRH idegsejtek direkt E2 érzékenységének kérdése. Osztrogén
visszacsatoldssal kapcsolatos, értekezésben szerepld vizsgdlataink az ER-B-n keresztiil
gyakorolt, kozvetlen Osztrogén visszacsatolds lehetdségét is vizsgaljdk ragcsdlokban és
emberben (2, 3, 15, 18).

I/77. Neurotranszmitterek/meuromodulatorok jelentésége a GnRH neuronmiikodés
afferens szabalyozasaban

A GnRH pulzus generator mitkodését modositd hatasok (I/4. és I/5. fejezetek) jelentds
része idegi afferensek utjan éri a GnRH idegsejteket (Herbison, 1998). Alabb ezek
jelentésebb atvivoanyagait targyaljuk roviden.

A gamma-amino vajsav.(GABA) a GnRH idegsejtek afferenseinek legfontosabb
atvivoanyaga. A GnRH idegsejteken kimutathaté szinaptikus végzodések jelentOs része
GABAerg (Leranth et al., 1985). A GnRH idegsejtek mind GABA, (Petersen & McCrone,
1994), mind GABAgp (Zhang et al., 2009) receptorokkal rendelkeznek. A GnRH neuronok
sajatos klorid homeosztazisdnak tudhaté be, hogy a GABA a GnRH idegsejteket GABA,
receptorokon keresztiil depolarizalja (DeFazio et al., 2002). Elektrofizioldgiai munkakbdl
ismert, hogy a GABAerg afferens szabalyozas egyarant fontos a metabolikus (Sullivan et al.,
2003)-, osztrogén (Christian et al., 2005)-, és cirkadidn (Christian et al., 2005) szigndlok
kozvetitésében. Mivel a GnRH neuronokat a glutamaton kiviil a GABA is serkenti (DeFazio
et al., 2002), a serkentd6 GABAerg bemenetek endokannabinoid érzékenységének kiilonos
jelent6sége lehet a GnRH neuronhdlézat gitld szabalyozdasdban. Ezt az értekezés keretein
beliil vizsgéljuk (23).

A {6 serkentd neurotranszmitter, az_L-glutamdt is megtaldlhaté a GnRH idegsejteket
beidegz6 axonokban (Kiss et al., 2003). Mivel a szinapszisok tobbsége nagy valdszintiséggel
a GnRH dendritfa szématdl tavoli eldgazdddsaira érkezik, a glutamaterg bemenet jelentdségét
az afferens szabdlyozdsban whole-cell patch-clamp elektrofizioldgiai vizsgdlatokkal nehéz
megitélni. Mig GABA, receptor-medidlt miniatir posztszinaptikus dramokat valamennyi
GnRH idegsejtben ki lehet mutatni, excitatérikus poszt-szinaptikus dramok a neuronok 25-
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30%-aban nem mérhetéek (Christian et al., 2009). A reproduktiv tengely alsébb szintjein
hat6, nem-szinaptikus glutamiterg hatdsok vizsgédlata az értekezés célkitlizései kozott
szerepel (7-12, 14, 17, 20). Ezeket a bevezetés kiilon pontjdban (1.8) vessziik sorra.

Az agytdrzsi noradrenalin is fontos szerepet tolt be a GnRH neuronok fizioldgids
szabdlyozdsaban. Ennek megfeleléen, patkdnyokban az LH surge létrejotte a-adrenerg
antagonistdkkal vagy a felszall6 katekolaminerg palydk dtmetszésével meggatolhat6 (Clifton
& Sawyer, 1979; Coen & Coombs, 1983). Kozvetleniil a surge-6t megel6zden, az agytorzsi
A2 noradrenerg sejtcsoportban megjelenik az aktivitdst jelzé c-Fos (Jennes et al., 1992). Nem
ismert ugyanakkor, hogy a GnRH idegsejtek direkt noradrenerg beidegzése milyen mértéki.
Az értekezés egy részében a neuropeptide Y (NPY)-t is tartalmazo, felszallo
noradrenerg/adrenerg palydk GnRH neuronokkal képzett direkt kapcsolatat vizsgaljuk (5).

A GnRH pulzus generator miikodésére hat6é tovabbi klasszikus idegi atvivOanyag és
neuropeptidek koziil (dopamin, opioid peptidek, neurotenzin, P anyag, dinorfin, stb.)
(Herbison, 1998) a tovabbiakban csak az értekezésben szereploket targyaljuk.

Hisztamin (1)

A reproduktiv neuroendokrinoldgia egyik legizgalmasabb kérdését az E2 pozitiv és negativ
visszacsatoldsanak mechanizmusai jelentik. Az E2 indirekt hatdsait kozvetitdé idegsejtek
Osztrogén receptorral rendelkeznek, GnRH neuronokkal idegi kapcsolatban allnak és
szelektiv transzmitter receptorokon keresztiill kommunikédlnak (Herbison, 1998; Petersen et
al., 2003). A hisztamin 0Osztrogén visszacsatoldsban jdtszott szerepe szdmos kordbbi
tanulmdany alapjan felvethetd. Igy, az E2 hisztamin elvalasztdst képes kivaltani hipotalamikus
szoveti blokkbdl in vitro (Ohtsuka et al., 1989), hisztaminerg axonok bdségesen beidegzik a
GnRH idegsejteket is tartalmazo proptikus areat (Panula et al., 1989), az agykamrdba juttatott
hisztamin nyulakban ovuléciot vélt ki (Sawyer, 1955), és a GnRH-t szekretdlé6 GT1 sejtvonal
H1 hisztamin receptort expresszal (Noris et al., 1995). Tobb nyitott kérdés maradt azonban a
hisztamin szerepével kapcsolatban. Tisztdzatlan, hogy a tuberomammilldris mag hisztaminerg
neuronjai rendelkeznek-e Osztrogén receptorral, innerviljdk-e kozvetlenil a GnRH
idegsejteket, tovdbbd részt vesznek-e, és mely hisztamin receptor kozvetitésével, a pozitiv
Osztrogén visszacsatoldsban.

NPY (5)

A 36 aminosavbdl 4ll6 NPY a hipofizis €s a kozponti idegrendszer teriiletén hatva egyarant
fontos szerepet jatszik a gonaddlis tengely befolydsoldsdban (Kalra & Crowley, 1992). Az
NPY egyik kozponti idegrendszeri tdimadaspontja az OVLT és az MPOA. Az itt taldlhato,
GnRH-t termel6 idegsejtek perikaryonja expresszalja az Y5 receptor tipust (Campbell et al.,
2001), és boséges NPY-immunreaktiv (IR) beidegzést nyer (Tsuruo et al., 1990). Az
innervacidban résztvevd, NPY tartalmi axonok egyik valészinii forrdsa az ARC. Ennek
megfeleléen, az ARC 1ézigja az MPOA NPY-IR rostjainak jelentds szambeli csokkenését
okozza (Broberger et al., 1998). Anterogrdd jeloléanyag bejuttatisa az ARC teriiletére
valéban igazolja is egy ARC-bdl eredd, GnRH neuronokat beidegz6 NPY tartalmi palya
1étezését (Li et al., 1999). Ennek Osztrogén visszacsatoldsban jatszott szerepére utalhat, hogy
az ARC NPY neuronjainak 10%-a tartalmaz 6sztrogén receptort (Kalra & Crowley, 1992), és
a mag NPY mRNS tartalma a prodsztrusz délutdnjdn bekovetkezd LH surge idején megnd
(Bauer-Dantoin et al., 1992). Az ARC NPY idegsejtjei leptin receptort is tartalmaznak
(Baskin et al., 1999), és fontos metabolikus hatdsokat kozvetithetnek a reproduktiv tengely
felé. Az ARC NPY neuronjainak kozel 100%-a tartalmaz egy madsik peptidet, AGRP-t is
(Broberger et al., 1998). Az NPY-hoz hasonldan, tapldlékfelvételt fokozd hatisi AGRP
kizarélag az ARC-ban szintetizalédik. Igy, immunfluoreszcens megjelenitése NPY-IR
idegrostokban azok ARC-beli eredetét is jelzi. A GnRH idegsejtek beidegzésében résztvevo
NPY idegrostok egy tovdbbi valdszinii forrdsa az agytorzs, ahol az NPY noradrenerg és
adrenerg idegsejtekben fordul el6 (Everitt et al., 1984; Sawchenko et al., 1985). A felszallo
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agytorzsi NPY vetiiletek igy a noradrenerg marker enzim, a dopamin-f-hidroxildz (DBH)
jelenlétével jellemezhetoek. A fenti két f6 NPY rendszeren kiviil, NPY tartalmu idegsejtek
szamos egyéb anatémiai lokalizdcioban, igy a hipotalamusz dorzomedidlis magjaban, a stria
terminalis magjaban, a laterdlis preoptikus area-ban, a dorzélis hipotalamikus area-ban, a
kozépagy kozponti sziirkedllomanyaban és a commissura anterior koriil is megfigyelhetoek
(Chronwall et al., 1985). Nem tudott, hogy az anatémiailag és funkciondlisan heterogén NPY
idegsejtek milyen mértékben jarulnak hozza a GnRH neuronrendszer beidegzéséhez.

Acetilkolin (16)

Mig az acetilkolin 6nmagaban az adenohipofizis szintjén nem hat a gonadotrop hormon
szekrécidra (Simonovic et al., 1974), a kdzponti idegrendszer teriiletén a reprodukci6 szamos
aspektusit képes befolyasolni (Everett, 1964). Igy, a muszkarinerg receptor antagonista
atropin gatolja mind a spontan, mind a reflexes ovulaciét (Everett, 1964). A patkany lateralis
hipotalamuszaba iiltetett atropin implantitum megnytjtja az ovaridlis ciklus di0sztrusz fazisat
(Benedetti et al., 1969). Ezentil, a mediobazilis hipotalamuszbdl acetilkolinnal GnRH
szekréci6 vélthaté ki in vitro, mely géatolhatdé a nikotinerg receptor antagonista
hexamethoniummal (Richardson et al., 1982). Irodalmi adat a GnRH idegsejtek kozvetlen
kolinerg beidegzésére vonatkozé nem 4ll rendelkezésre.

Kisspeptin (21)

Reproduktiv neuroendokrinoldgia teriiletén az utébbi évtizedek kétségteleniil legnagyobb
jelentdséghi felismerése a kisspeptin/G-protein kapcsolt receptor 54 (GPR54) szignalizicids
rendszer szerepére vonatkozott. A GPR54 gén inaktivdlé muticiéi emberben hipogonadotrop
hipogonadizmust (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003; Semple et al., 2005), mig
aktivdld muticiéi centrdlis eredetli pubertas praecoxot okoznak (Teles et al, 2008). A
receptor természetes liganduma az (emberben) 54 aminosavas kisspeptin-54 (masik nevén
metastin), mely a KISSI gén terméke. Kiilonb6z6 emlds fajokban a kisspeptinek — a
kisspeptin-54 és rovidebb, bioldgiailag ugyancsak aktiv C-termindlis fragmentumai -
erOteljesen serkentik az LH szekrécidjat in vivo. A kisspeptin tdmadaspontja centralis, €s
hatdsa GnRH antagonista elokezeléssel kivédhetd (Gottsch et al., 2004; Shahab et al., 2005).
A kisspeptint termel6 neuronok GnRH idegsejtekre gyakorolt kozvetlen hatdsiat mutatja
kisspeptin-IR kontaktusok jelenléte GnRH-IR sejttesteken és dendriteken (Kinoshita et al.,
2005; Clarkson & Herbison, 2006), a GPR54 mRNS expresszi6ja GnRH neuronokban (Irwig
et al, 2004; Han et al, 2005), c-Fos immunreaktivitds megjelenése kisspeptin adasat
kovetéen GnRH idegsejtek magjaban (Irwig ef al., 2004), valamint a GnRH-GFP idegsejtek
kisspeptin okozta depolariziciéja akut szelet-prepardtumban (Dumalska et al., 2008;
Pielecka-Fortuna et al., 2008). A kisspeptin rendszer neuroanatémiai viszonyaira vonatkozd
ismereteink fOképp rigcsdlokon tett megfigyeléseken alapulnak. Rdagcsdlé fajokban a
kisspeptint két jol elkiiloniild sejtcsoport termeli, a III. agykamra rosztralis periventrikuldris
teriiletén (RP3V), valamint az ARC-ban (Clarkson & Herbison, 2006). Az el6bbi teriilet
kisspeptin neuronjainak szdma ndstény egérben és patkdnyban jelentdsen meghaladja a
himekben megfigyelhetd sejtszdmot (Clarkson & Herbison, 2006; Kauffman et al., 2007).
Egyre elfogadottabb, hogy rigcsdlé fajokban az RP3V szexudlisan dimorf és Osztrogén
érzékeny kisspeptin idegsejtcsoportja lényegesen hozzdjarul a GnRH idegsejtek
beidegzéséhez és ndstényekben a pozitiv Osztrogén visszacsatolds kivéltdsahoz (Herbison,
2008). Féemldsokben viszont analdg, szexudlisan dimorf idegmag ezen az agyteriileten nem
ismert, és kisspeptin termel6 neuront nagyobb szdmban csupdn a nucleus infundibularisban
(ARC) figyeltek meg (Rometo et al., 2007; Ramaswamy et al., 2008). A ma is elfogadott
nézet szerint (Knobil, 1980), a nucleus infundibularis mind a negativ, mind a pozitiv
Osztrogén visszacsatoldsi mechanizmusokért felelos lehet. Tovabbi érdekes faji kiilonbségre
utalhat, hogy mig ragcsdlok kisspeptin idegsejtjei axo-szomatikus és axo-dendritikus
kapcsolatok utjan kommunikalnak GnRH idegsejtekkel (Kinoshita et al., 2005; Clarkson &
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Herbison, 2006), Ramaswamy és mtsai majomban elsdsorban axo-axondlis kapcsolatokat
figyeltek meg az EM teriiletén (Ramaswamy et al., 2008).

Emberben nem ismert a hipotalamikus kisspeptin neuronrendszer felépitése. Nem all
rendelkezésre nemi dimorfizmusara és GnRH idegsejtekkel alkotott kapcsolatainak tipuséra
vonatkoz6 irodalmi adat sem.

Neurokinin B (21)

A tachykinin peptidek szerepe meglehetdsen sokrétii és a reprodukcié vonatkozdséban a
kisspeptinénél kevésbé specifikus. A csoportba tartozé neurokinin B és receptora, a
neurokinin-3 receptor (NK3) csupin az elmult évben keriilt az érdekl6dés homlokterébe,
miéta kideriilt, hogy a neurokinin B-t vagy az NK3-t kédolé gének mutaciéi emberben
hipogonadotrop hipogonadizmust okoznak (Guran et al, 2009; Topaloglu et al., 2009).
Ragcséldkban a neurokinin B a hipotalamusz szintjén, GnRH idegsejtek kozvetitésével hat, a
kisspeptinhez hasonlé médon. Ugy tiinik azonban, timaddspontja nem a GnRH idegsejtek
perikaryonjait és dendritjeit tartalmazé preoptikus area, hanem az EM. A GnRH idegsejtek
EM-re vetiild6 axonjai NK3 immunreaktivitist mutatnak (Krajewski et al., 2005) és axo-
axonalis kontaktusokat Iétesitenek neurokinin B-IR axonokkal (Ciofi er al., 2006). A
neurokinin B-IR axonok forrdsa az ARC egy olyan sejtcsoportja, mely birkdban és egérben
kisspeptint, neurokinin B-t, NK3-t és dinorfint egyarant termel (Goodman et al., 2007;
Navarro et al., 2009). Egy udjonnan kibontakoz6 koncepcié szerint, ezek a neuronok
kiemelkedd jelentdséggel birnak mind a pulzatilitdis GnRH szekrécié (Navarro et al., 2009)
mind a negativ Osztrogén visszacsatolds (Smith er al., 2006) szabdlyozdsdban. Ezzel
szemben, az RP3V kisspeptin idegsejtjei nem tartalmaznak neurokinin B-t. Ugyanakkor
fontos szerepet jatszanak a pozitiv dsztrogén visszacsatoldsban (Herbison, 2008).

Emberi hipotalamuszban a neurokinin B-t termeld idegsejtek megoszldsa, valamint a
neurokinin B és kisspeptin kolokalizacidja nem ismert.

Endokannabinoidok (23)

Az endokannabinoid szignalizacids rendszer bioaktiv lipid medidtorokat hasznal, melyek
két legismertebb képviseldje az anandamid (Devane et al, 1992) és a 2-arachidonoyl-
glycerol (2-AG) (Mechoulam et al, 1995). Az anandamid és a 2-AG kannabinoid
receptorokhoz (CB1, CB2) koétve fejti ki hatdsat. A receptorok koziill a kozponti
idegrendszerben a CB1 izoforma domindl (Pagotto et al., 2006). A pretermindlis axonokban
miikod6 CB1 a kozponti idegrendszer legbdvebb G-protein kapcsolt receptora (Herkenham et
al., 1991; Katona et al., 1999; Katona er al, 2001). Aktivdldsa gitolja szadmos
neurotranszmitter, koztilk a GABA, a glutamat, a noradrenalin és az acetilkolin {iiriilését a
CBI1 receptort tartalmazé axonvégzddésekbdl (Hoffman & Lupica, 2000; Gerdeman &
Lovinger, 2001; Vizi et al., 2001; Degroot et al., 2006). Az endogén kannabinoidok mellett,
ugyancsak kannabinoid receptorokon hat az indiai kender (cannabis sativa) f6 hatéanyaga, a
A9-tetrahidrokannabinol (THC).

A THC endokrin funkcidk egész sordt, igy a reprodukciét is befolydsolja, gatolva az LH
szekrécidjat (Smith er al., 1978; Asch et al, 1981). A gitlist GnRH neuronok kozvetitik,
mivelhogy in vitro a THC nem csokkenti az adenohipofizis LH elvalasztasat (Dalterio et al., 1987,
Wenger et al., 1987), GnRH-val a szisztémasan adott kannabinoidok ovuldciét gatld hatdsa kivédhetd
(Ayalon et al., 1977; Smith et al., 1978; Wenger et al., 1987), és az agykamraba injektalt THC - az
LH szekréci6 fokozdsa mellett - megnoveli a mediobazdlis hipotalamusz GnRH tartalmat is (Wenger
etal., 1987).

A GnRH idegsejtek f6 bemenetét GABAerg idegrostok jelentik. A mds neuronrendszereken
megfigyelhetd gatld hatdssal ellentétben, a GABA a GnRH idegsejteket GABA, receptorokon &t
serkenti (DeFazio et al., 2002). Ezért feltételezhetd, hogy a reproduktiv tengely THC okozta
gatlasdban kulcs szerepe lehet a serkentd GABAerg bemenetek CB1 receptor altal kozvetitett
kannabinoid érzékenységének. A CB1 receptorok hipotalamikus megoszlasira és GnRH idegsejtekkel
alkotott kapcsolatdra vonatkozéan morfolégiai adatok jelenleg még nem &llnak rendelkezésre. Nem
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ismert tovabbd, hogy a kannabinoid rendszer farmakoldgiai befolydsoldsa miképp hat a GnRH
idegsejtek és GABAerg afferenseik elektromos aktivitasara.

I/8. Glutamaterg hatasok a reproduktiv tengely Kiilonb6z6 szintjein

A hipotalamusz f6 serkentd neurotranszmittere az L-glutamét (van den Pol et al., 1990).
Ionotrop és metabotrop receptorain hatva, szerepet jatszik valamennyi endokrin tengely, igy a
reproduktiv folyamatok szabdlyozasdban is (Brann, 1995). Ismert, hogy a glutamdt receptor
agonista N-metil-DL-aszpartat iv. infuzidjaval patkdnyban pubertas praecox valthatd ki
(Urbanski & Ojeda, 1987). lonotrop glutamét receptorok aktivicidja egyarant szerepet jatszik
a GnRH szekrécié pulzatilis (Bourguignon et al., 1989) valamint surge (Ping et al., 1997)
mintazatdnak kialakitdsdban is. A glutamat hatdsai a reproduktiv tengely kiillonb6z6
szabalyozasi szintjein érvényesiilnek.

A centralis tdimaddspontok egyike a preoptikus area, ahol a GnRH surge idején a glutamat
tritése fokozodik (Ping et al., 1994; Jarry et al., 1995). A terilet GnRH neuronjai
glutamaterg szinaptikus beidegzést nyernek (Kiss et al, 2003) és ionotrop glutamat
receptorokat tartalmaznak (Eyigor & Jennes, 2000).

A GnRH idegsejtek neuroendokrin végzddéseit tartalmazd mediobazalis hipotalamusz a
GnRH rendszert érd, centrdlis glutamat hatdsok egy tovdbbi megjelenési helye. In vitro
kisérletekben a teriiletbdl készitett explantdtumok GnRH szekrécidjat az N-metil-D-aszpartat
fokozza (Bourguignon et al., 1989; Arias et al., 1993; Kawakami et al., 1998a). A hatdsok
val6szinl keletkezési helye az EM kiils6 zéndja, ahol a perikapillaris térségben végzddo
GnRH axonok tobb ionotrop glutamét receptor alegységet is tartalmaznak (Kawakami et al.,
1998b). Az EM GnRH axonvégzddéseire fiziologids viszonyok kozt haté glutamat eredete
azonban nem ismert. A harom vezikuldris glutamat transzporter izoforma (VGLUTI1-3)
felfedezésével és immuncitokémiai markerként torténd alkalmazdsaval, csupan az utébbi
években nyilt lehetdség a glutamdtot &atvivoanyagként hasznal6, valddi excitatorikus
idegsejtek megkiilonboztetésére a glutamatot csupdn metabolikus folyamatokban hasznalo,
egyéb sejtektol. A hipotalamusz serkentd neuronjai a glutamat szinaptikus vezikuldba
csomagolasaért felelds enzimek koziil a VGLUT?2 izoformét termelik (Herzog ef al., 2001;
Lin et al., 2003). Az EM kiils6 zondjanak gazdag VGLUT2-IR beidegzése (Lin et al., 2003)
felveti, hogy a GnRH termindlisokra haté glutamat egy eddig ismeretlen neuroszekretoros
idegsejt populdciobol szarmazhat. Masrészt, mivel a hipofizis szabdlyozdsidban ismert
szerepll hipotalamikus régidk koziil tobb is (OVLT, MPOA, PVN, nucleus periventricularis)
expresszdl VGLUT2 mRNS-t (Herzog et al., 2001; Lin et al., 2003), felmeriil az a lehet6ség
is, hogy a glutamaterg aminosav fenotipus (VGLUT2 immunreaktivitds) az ismert, klasszikus
neuroendokrin rendszerek, igy a GnRH neuronok egy endogén sajitossidga. Kordbbi
munkdkbdl tudjuk, hogy a hipotalamusz neuroszekretoros rendszerei koziil a growth
hormone-releasing hormone (GHRH) termelé neuronok (Meister & Hokfelt, 1988), a
tuberoinfundibularis dopaminerg idegsejtek (Meister & Hokfelt, 1988), valamint a
corticotropin-releasing hormone (CRH) termel6 idegsejtek egy kis csoportja (Meister et al.,
1988) y-amino vajsavat (GABA-t) tartalmaz. A tovabbi neuroendokrin rendszerek, koztiik a
GnRH idegsejtek aminosav neurotranszmitter fenotipusa azonban nem ismert. Glutamaterg
jellegiik felvetné, hogy a neuroendokrin termindlisokat szabélyoz6 glutamat (Bourguignon et
al., 1989; Arias et al., 1993; Kawakami et al, 1998a) forrdsa endogén. A GnRH és a
glutamat feltételezett ko-szekrécidja 1j tipusu autokrin/parakrin szabdlyozasi mechanizmusok
alapjat jelentheti. A GnRH idegsejtek és tovabbi neuroendokrin sejttipusok glutamaterg
aminosav fenotipusat tobb, értekezésben foglalt munkankban is vizsgaljuk (7-10, 12, 14, 17).

Az adenohipofizis szintjén miikddo, tovabbi glutaméterg mechanizmusokra utal ionotrop
és metabotrop glutamat receptorok eléforduldsa kiilonb6zd hormontermeld sejttipusokon
(Kiyama et al., 1993; Bhat et al., 1995). A receptorokon haté glutamat eredete azonban
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kérdéses. Szarmazhat egyrészt a portdlis keringésbdl, ahova az EM-t innervdlé VGLUT2-IR
termindlisokbdl iiriilhet. Ennél valdszinlibb a glutamét adenohipofizisben torténd, helyi
képzédése és részvétele olyan lokdlis autokrin/parakrin glutaméterg szabdlyozdasi
mechanizmusokban, melyekhez hasonlét a hasnydlmirigy Langerhans szigeteiben mar
megfigyeltek (Hayashi er al., 2003). Az adenohipofizis feltételezett ,,glutaméterg” sejttipusait
a VGLUT1 és VGLUT2 marker enzimek immunhisztokémiai vizsgélatdval kiséreltik meg
azonositani (11, 14, 17, 20).

A VGLUTI és VGLUT?2 enzim izoformdk termelése a kozponti idegrendszerben regullt.
Ahol az enzimek a szinaptikus jeldtvitelben jitszanak szerepet, vdltozd bioszintézisiik a
kvantdlis méret és az excitatérikus poszt-szinaptikus dramok szabdlyozasanak fontos eszkoze
(Wojcik et al., 2004; Erickson et al., 2006). Az EM-ben a VGLUT2-IR terminéalisokbdl iiriild
glutamat feltételezett autokrin/parakrin szerepe Uj szabalyozasi mechanizmust jelent a GnRH
és tovabbi neuroszekretoros rendszerek nem-szinaptikus, lokdlis szabdlyozdsiban. Az a
kérdés, hogy neuroszekrécid/szekrécié helyén miikodo VGLUT2 enzim expresszidja
endokrin  allapotok fiiggvényében szabdlyozott-e, a VGLUT2-t termel6 sejtek
elhelyezkedésének ismeretében, kvantitativ in situ hibridizdcidval vizsgalhatéva valik. Az
értekezésben foglalt munkdink harom kiilonb6z6 endokrin modellben vetik fel a VGLUT?2
expresszid szabdlyozottsagat (10, 11).

1/9. Agyi 6sztrogén szignalizacio élettana és valtozasai menopauzaban

Fentiekben az 0Osztrogén visszacsatoldsnak a reprodukcidé szabdlyozdsaban jétszott
szerepével foglalkoztunk. A gonaddlis Osztrogének azonban joval 4ltaldnosabb élettani hatdst
is gyakorolnak a kozponti idegrendszer, igy az agykéreg milkodésére, melyek egy része
genomidlis, mds része gyors, nem-genomidlis mechanizmusui (Genazzani et al., 2005).

Emberben az életkor elérehaladtiaval csokken a petefészek tiiszdinek szdma. A menopauza
bealltaval - mikodOképes tiiszOk hijan - az E2 termelése megsziinik. Az E2 célszerveiben,
igy a kozponti idegrendszerben szamos miikddési zavar jelentkezik (Morrison et al., 2006). A
héhulldmok, verejtékezés, elhizds, magas vérnyomds, szorongds, depresszid, fejfdjis és
dlmatlansdg olyan gyakori panaszok, melyek 0Osszefiiggésbe hozhatok a hipotalamusz,
hippokampusz és limbikus struktirdk megvaltozott mitkodésével (Keenan et al, 2001;
Adams & Morrison, 2003; Genazzani et al., 2005). A prefrontdlis agykéreg Kkitiintetett
szerepet jatszik tobb olyan kognitiv, érzelmi, figyelmi, motivacids és tanuldsi folyamatban,
melyek a menopauzat kovetd Osztrogén hianyos allapotban karosodhatnak (Keenan et al.,
2001; Adams & Morrison, 2003; Genazzani et al., 2005). A kell6 idoben elkezdett
hormonp6tlas a funkcidk romlasat mérsékelni vagy megeldzni képes (Bohacek & Daniel,
2010; Sherwin, 2003). Menopauzdban mélyrehaté véltozasok érintik a noradrenerg-,
dopaminerg-, szerotoninerg-, kolinerg- és peptiderg neurotranszmissziét (Genazzani et al.,
2005). Nem ismert azonban, hogy az alacsony E2 szint milyen transzkripciés valtozasokat
idéz eld, és melyek jatszhatnak szerepet a fenti funkciok hanyatlasaban.

Az értekezésben szerepldé egyik tanulmdnyunk az aggyal mint a gonadilis tengely
célszervével foglalkozik. Az E2 frontdlis agykéregre gyakorolt genomidlis hatdsait vizsgéljuk
a teljes transzkriptom szintjén, ovariektomizdlt ndstény patkdnyokon, microarray
megkozelitéssel (19).

Oregedd ragcesdlokban a reproduktiv funkcidk fokozatos megsziinését nem a tiiszék
eltiinése, hanem a tengely megvéltozott mitkddése okozza, mely igen hosszan tarté folyamat.
Ezt a 8-18. hénap kozotti életkort sokkal inkdbb az E2 szintek vdltozatossiga, mintsem
alacsony szintje jellemzi. Az emberi menopauza hormondlis viszonyait is hiien tiikr6z6
rdgesalé modellek elddllitdsa ezért nehézségbe iitkozik (Acosta er al., 2010). Egyik
tanulmanyunk a humdn menopauza modelljeként kézépkori ovariektomizdlt patkdnyokat
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alkalmaz. A krénikus hormonp6tlas frontdlis agykérgi génexpresszidra gyakorolt hatdsait egy
négyhetes E2 inftizi6t kdvetden, microarray megkozelitésel vizsgaljuk (22).

IL. CELKITUZESEK
Az értekezésben targyalt munkdk a reproduktiv tengely miikddésének kozponti
idegrendszeri mechanizmusait vizsgaltdk. A GnRH neuronrendszerre vonatkozd egyes
megfigyelések szélesebb Osszefiiggéseit tovdbbi neuroszekretoros rendszereken is
tanulmanyoztuk. Az alabbi konkrét kérdéskorok megértését céloztuk meg:

II/1. GnRH neuronok afferens szabalyozasat végz6 neurotranszmitter rendszerek
azonositasa

e Hisztaminerg afferentdcio szerepének vizsgalata a pozitiv Osztrogén
visszacsatoldsban (1)

Az NPY tartalmu afferensek eredetének feltarasa (5)

Kolinerg afferensek azonositisa (16)

A humadn hipotalamikus kisspeptin rendszer anatdmiai viszonyainak tisztdzasa (21)
Neurokinin B és kisspeptin idegsejtek kapcsolatdnak vizsgdlata emberben (21)

Endokannabinoid szignalizicié tanulmidnyozdsa GnRH idegsejtek GABAerg afferens
kapcsolataiban (13, 23)

I1/2. Direkt osztrogén visszacsatolas igazolasa GnRH neuronokban: A “p” tipusi

0sztrogén receptor szerepe

e [n situ hibridizaciés eljards kidolgozdsa alacsony kopiaszdmd mRNS-ek hisztokémiai

kimutatasara (4)

ER-B mRNS expresszid igazolasa patkany GnRH neuronjaiban (2)

Osztrogén receptor ligandum kotésének megjelenitése patkdany GnRH neuronjaiban (2)

Nukledris ER- fehérje detektaldsa immuncitokémidval patkany GnRH neuronjaiban (3)

Az ER-B immuncitokémiai kimutatdsa emberi hipotalamusz mintdk GnRH idegsejtjeiben

15)

e E2-reguldlt gének és szignalizdcids tutvonalak azonositisa a GnRH-t termelé GT1-7
sejtvonalban microarray modszerrel (18)

e ER-B megoszlasanak leirasa OT-t és VP-t termeld hipotalamikus neuronok csoportjaiban
patkdnyban és emberben (6)

11/3. Glutamaterg (VGLUT2) fenotipus megjelenitése GnRH neuronokban és tovabbi

neuroszekretoros rendszerekben

¢ Glutaméterg (VGLUT?2 fenotipust) neuroszekretoros idegsejtek lokalizdldsa (12)

e VGLUT2 termelés in situ hibridiziciés és immuncitokémiai kimutatdsa GnRH
neuronokban (7)

¢ Egyéb neuroszekretoros rendszerek aminosav fenotipusdnak azonositdsa (8-10)

¢ Glutamiterg markerek vizsgilata az adenohipofizis egyes hormon termeld sejttipusaiban
(11, 20)

e Szabdlyozott VGLUT2 expresszié bemutatdsa endokrin dllatmodelleken (10, 116)

11/4. 17g-6sztradiol E2 kotését kovetoé transzkripcids valaszok azonositasa a frontalis

agykéregben

e A frontdlis agykéreg E2-reguldlt génjeinek és szignalizacids tutvonalainak azonositdsa
ovariektomizdlt patkdnymodellben (19)
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e Krénikus 0sztrogén poétlas génexpresszidra gyakorolt hatdsainak kimutatisa Osztrogén-
hidnyos kozépkord ndstény patkdny frontélis agykérgében (22)

III. MODSZEREK
Az alabbiakban rovid attekintést adunk a felhasznalt modszerekrdl, a rovid (tézises)
értekezés formai sajatossagainak megfeleloen. A modszerek részletes leirdsa az eredeti
kozleményekben taldlhaté meg (értekezés VI/2. fejezete), melyekre a zardjelbe tett
sorszdmokkal utalunk.

II/1. KISERLETI ALLATOK

Allatkisérleteinket az MTA Kisérleti Orvostudomédnyi Kutatéintézet Allatkisérleti Etikai
Bizottsdga és a Budapest FOvérosi Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellendrzd Allomds
engedélyével végeztiik (A5769-01), dsszhangban az ,,Allatok védelmérél és kiméletérél”
sz616, 1998. évi XXVIIL. tv. 32. § (3) rendelkezéseivel. Az allatokat standard allathazi
koriilmények kozott tartottuk (vildgitds 06:00-18:00 h kozott, hOmérséklet 22+1°C,
rdgcsalotip és viz folyamatosan rendelkezésre éllt). Az eredmények reprodukalhatésdga
érdekében, a morfoldgiai tanulmanyokat dllandé hormonszintek mellett, intakt him vagy
ovariektomizdlt ndstény rdgcsdlé modellekben végeztiik el. Féképp 200-500g sulyt, felndtt
Wistar és Sprague-Dawley patkdnyok (1-4, 6-12, 14, 17, 19, 20), az id6skori E2-hidnyos agyi
allapot modellezésére (22), tenyészetbdl kivont 1-1,5 éves Harlan-Wistar anyadllatok
keriiltek felhasznéldsra. Egyes vizsgalatokban CD1 és C57/Bl6 torzsekbdl szarmazo, vad-
tipusu egerek (13), CB1-génkiiitott (13, 23) és VGLUT1-génkiiitott (20) egerek, valamint a
GnRH promoter irdnyitdsa alatt zold fluoreszcens proteint expresszdld, GnRH-GFP
transzgenikus egerek (8§, 23) szerepeltek.

I11/2. MUTETEK, KEZELESEK

Ovariektomia, osztrogén kezelések (1, 2, 3, 6, 11, 19, 22)

Osztrogén-hidnyos dllapot el8idézésére felnétt ndstény patkdnyok és egerek kétoldali
ovariektomidjat végeztiik el, dltalanos érzéstelenitésben (25 mg/kg ketamine, 5 mg/kg xylavet
és 2,5 mg/kg pipolphen, ip.). Exogén hormonpoétlasra 7-14 nappal a miitétet kovetden keriilt
sor, a kovetkezo kezelési eljarasok egyikével: E2 egyszeri olajos injekcidja sc. (1, 11, 19), E2
olajos oldatat tartalmazé szilikon kapszula sc. beiiltetése 1-7 napra (2, 3), vagy propilén
glikolban feloldott E2 folyamatos sc. infiziéja Alzet ozmotikus minipumpaval 4 héten
keresztiil (22). Az E2 hidnyos kontroll csoport kezelése valamennyi esetben vivanyaggal
tortént.

Neonatdlis ndtrium glutamdt kezelés (5)

A mediobazilis hipotalamusz NPY/AGRP fenotipusi neuronjainak elpusztitisira hasznélt
kezelés sordn, az 1. és 3. posztnatdlis napokon natrium glutamat 8%-os vizes oldatit 4 mg/g
dézisban, majd az 5., 7. és 9. napon 8 mg/g dézisban injektaltuk djsziilétt egerek bore ald.
Feln6tt allatokbdl nyert, krezilibolydval megfestett, hipotalamikus metszeteken az ARC
neurondlis elemeinek hidnya jelezte a kezelés eredményességét. Immuncitokémiai
vizsgdlatokban jellemz6 volt az AGRP immunreaktivitist mutatd idegrostok szadmdnak
nagyfoku csokkenése is, melyek kizardlagos forrdsa az ARC (Broberger ef al., 1998).

Hypo- és hyperthyreoid patkdnymodellek elédllitdsa (11)

Felné6tt, him, Wistar patkanyokat hypothyreoidda 0,02%-0s methimazole oldat 3 hétig tarté
itatdsdval tettiink. Hyperthyreoid allapotot 10ug/diem tyroxin 10 napon keresztiill végzett, ip.
injekcidjaval hoztunk 1étre.

. Soterhelés” magnocelluldris vazopresszin neuronok krénikus stimuldciojdra (10)

A soterhelt allatok ivoviz helyett 7 napig 2%-os konyhaséoldatot kaptak.

Kolhicin kezelés perikaryonok immuncitokémiai ldthatovd tételére (1)
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A hisztaminerg perikaryonok immuncitokémiai megjelolése kolhicin elSkezelést (50-150
mg/100g, icv.) igényelt. A kolhicint sztereotaxids késziilék és Hamilton fecskendd
segitségével juttattuk a patkdnyok oldalsé agykamrijidba a szovetgyiijtést 24-48 Odrdaval
megeldzden.

Invivo "I [5sztrogén] kotési vizsgdlat (2)

Osztrogén in vivo kotésének bemutatdsdhoz 200ul vivéanyagban (50% DMSO/50% foszfat
puffer) 2ug/kg 1700 iodovinyl-11B-methoxyestradiolt (lzsl—észtrogén) injektaltunk
ovariektomizalt patkdnyok bére ala. Az allatok agyat 4-6 draval késébb, transzkardialis
perfuzidval (4%-os paraformaldehid oldat) rogzitettiik.

I11/3. SZOVETTANI METSZETEK

Hisztologiai vizsgalatokban (immuncitokémia és in sifu hibridizacio) tobbféle szovettani
rogzitési és metszetkészitési eljarast alkalmaztunk.
In situ hibridizdciés mRNS kimutatdst dltaldban targylemezre szdritott, 12um vastag, frontalis
siki metszeteken végeztiink. A metszeteket kriosztdt berendezéssel készitettiik eldzdleg
poritott szdrazjégen lefagyasztott agyszoveti blokkokbdl, és zselatinnal vagy 3-amino-propil-
trietoxi-szildnnal eldkezelt lemezekre rogzitettikk. A rovid szoveti fixdlast (5-30 perc) a
prehibridizaciés munkafolyamat elsd 1épéseként, 4%-os paraformaldehid oldattal végeztiik el
(2-4, 6-10).
Fénymikroszképos immuncitokémia (S, 7-13, 16, 19, 20, 23) végzésére, tovdbba in situ
hibridizaciés és immuncitokémiai eljarasok egyiittes alkalmazdsira (12) 4%-os
paraformaldehid oldattal transzkardidlisan perfundalt dllatok szoveteit haszndltuk, melyekbdl
fagyaszté6 mikrotémmal készitettiink 20-30 pum vastagsagu, frontalis sikd, ,,dsztatva kezelt”
metszeteket. Egyes antigének immuncitokémiai kimutatisira 4% akroleint és 2%
paraformaldehidet tartalmazd rogzitOkeveréket alkalmaztunk (3, 6). Az immuncitokémiat
megeldzben, az akrolein feleslegét a metszetek natrium borohidrid (0,5-1%; 30 perc)
elokezelésével semlegesitettiik. A hisztaminerg idegelemek immuncitokémiai megjelenitése
4%-0s  1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide  oldattal  elvégzett, egyedi
szovetrogzitési eljarast igényelt (1).
Humén szovettani vizsgdlatokhoz (1, 6, 15, 21) boncoldsbdl szarmazd hipotalamikus
mintdkat hasznaltunk, melyeket a Budapesti Regiondlis Tudoméanyos FEtikai Tanacs
engedélye (TUKEB 49/1999) alapjan, a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Orvostani
Intézetével kollaboraciéban gytjtottiink. A hipotalamikus blokkokat immerziés moddszerrel
fixaltuk 4%-os paraformaldehid oldatban vagy 4% akroleint és 2% paraformaldehidet
tartalmazd rogzitészer keverékben (1-3 hét), majd 20-30%-os szaharéz oldattal infiltraltuk
(24-168 h). Végiil fagyasztdé mikrotommal 20-30 pm vastag, dsztatva kezelt szdvettani
metszeteket készitettiink. Az akrolein feleslegét 1%-os natrium borohidrid oldattal
semlegesitettiik (30 perc).
Elektronmikroszképos  vizsgdlatok céljdra glutdraldehid- vagy akrolein tartalmd
rogzitdszerrel perfunddlt rdgcsdld szoveteket haszndltunk, melyekbdl vibratom
metszOberendezéssel, fagyasztids nélkiil készitettiink 30-40 pum vastagsigi, frontdlis sikd
metszeteket (§, 6, 12, 13, 16, 23). Az immuncitokémiai lépéseket megel6zden a fixdldszerek
maradékat 1%-os natrium borohidrid oldattal semlegesitettiik (30 perc).

III/4. FENY- ES ELEKTRONMIKROSZKOPOS IMMUNCITOKEMIA

Immuncitokémiai médszerek alkalmazasa el6tt a metszeteket 20 percig 0,2%-o0s Triton X-
100 oldattal eldkezeltiik a reagensek penetracidjanak eldsegitésére. Elektronmikroszkdpia
végzésekor a szovetek atjarhatosagat folyékony nitrogénnel végzett, fagyasztisos feltarassal
biztositottuk (5, 6, 12, 13, 16, 23). A szoveti peroxidaz aktivitast 0,5%-os H,O, oldat
hasznélataval (30 perc) csokkentettiik.

15



dc_27 10

A fénymikroszkdpos vizsgilatok tobbségében immunperoxiddz kimutatdsi mddszert
alkalmaztunk, primér antitest (48 h, 4°C), biotinnel jelolt mdsodlagos antitest (1 h, szobahdn),
majd avidin peroxiddz-komplex (ABC Elite kit, Vector; 1 h, szobah6n) egymds utani
alkalmazdsat kovetéen. A peroxiddz reakcié megjelenitését diaminobenzidin (DAB) vagy
nikkel-diaminobenzidin (Ni-DAB) kromogént tartalmazé hivooldattal végeztiik.

Kettés-immunperoxiddz alapi vizsgdlatokban, melyek célja egy nukledris és egy
citoplazmatikus antigén egy neuronon beliili kolokaliz4cidja (1, 3, 6, 15) vagy két kiilonboz6
neuron fenotipus kozti afferens kapcsolat fénymikroszképos kimutatdsa (1, 5, 16, 21, 23)
volt, a fekete szinfi, eziist-amplifikalt (Liposits ef al., 1984) Ni-DAB kromogént a barna szinti
DAB kromogénnel kombinélva alkalmaztuk.

Immunfluoreszcens modszert kettds- €és harmas-jeloléshez hasznaltunk. Kiilonb6zo
fajokban termelt, specifikus elsddleges antitestek alkalmazdsa utdn, az antigéneket
fluorokrémhoz konjugélt masodlagos antitestekkel mutattuk ki. Egyes antigének esetében
biotinhez ko&tott masodlagos antitestet, majd fluoreszcein izotiociandttal —vagy
indokarbocianinnal konjugalt avidint alkalmaztunk. Tobb esetben hasznéltuk a biotin-tyramid
jeler6sitési rendszert is. A humdan hipotalamikus mintdkon végzett immunfluoreszcens
vizsgélatokat megel6zoen a metszeteket acetonnal delipidaltuk és szudan fekete lipidfestovel
kezeltik (19, 21, 22), a lipofuszcin depozitumokbdl eredd autofluoreszcencia csokkentésére.
A fluorokrémokkal megjelolt prepardtumokat végiil Zeiss epifluoreszcens mikroszképpal (5)
és Bio-Rad Radiance 2000 konfokalis mikroszképpal (7-12, 20, 21, 23) vizsgéltuk.

Ultrastrukturdlis vizsgalatokra preembedding immuncitokémiat alkalmaztunk (5, 6, 12, 13,
16, 23). Az antigének kimutatisdhoz immunarannyal jelolt mdsodlagos antitesteket,
peroxiddz enzimreakcidt, vagy e kettd kombinicidjat hasznaltuk. Az egyes- és kettOs-
immunjelolésen dtesett metszeteket Durcupan epoxy migyantdba dgyaztuk. Az
ultramikrotommal készitett, ultravékony metszeteket Formvar hértydval boritott rézgridekre
vettiilk fel, o6lom citrittal kontrasztoztuk, végiil Hitachi 7100 -elektronmikroszképpal
vizsgéltuk.

III/5. IN SITU HIBRIDIZACIO

Komplementer ribonukleinsav (cRNS) probdk gydrtdsa

Az ,antiszensz” (komplementer ribonukleinsav; cRNS) prébak in vitro eldallitisahoz
komplementer dezoxiribonukleinsav (cDNS) templatokat hasznaltunk. Ezek tobbségét -
kereskedelmi forgalomban kaphaté - klénozé kitek (,,PGEM T”, Promega; ,,TOPO TA”,
Invitrogen) alkalmazasaval magunk készitettiik (2-4, 6, 7, 9, 19). Elsoként a kimutatni kivant
mRNS-t bdven tartalmazo agyteriiletekbdl teljes RNS-t izolaltunk. Ebbdl oligo-dezoxitimidin
»primer” és reverz transzkripcié hasznalataval cDNS konyvtarat készitettiink. Ezutdn mar a
vizsgdlandé mRNS-re specifikus primer parokat alkalmazva, polimerdz lancreakciéban
(PCR) a cDNS konyvtarbol egy 250-1500 bazispar hosszisagu szakaszt sokszorositottunk,
melyet klénoz6 vektorba ligaltunk. A transzformaciéval E. coli baktériumba (DHSa torzs)
bejuttatott plazmidot LB tdptalajban 100pg/ml ampicillin jelenlétében szaporitottuk, majd a
Qiagen Maxi Prep Kkittel izoldltuk. Az inszertumok béazis sorrendjét valamennyi esetben
szekvendltatassal ellendriztiik. A detektdland6 mRNS-re nézve komplementer bazissorrendd,
antiszensz RNS szekvencidk in vitro étirdsit megel6zOen, a cirkuldris plazmid vektort
restrikciés endonukledzzal felnyitottuk, majd fenol-kloroform-izoamil alkohol extrakcié és
NaCl/ethanol kicsapds segitségével tisztitottuk. Az RNS datirdsdt - az inszertum
irdnyultsagétdl fiiggden - T7 vagy SP6 RNS polimerdzzal végeztiik el. Izotopos hibridizacid
céljéra a reakciot #S-UTP (2-4, 6-12, 19), nem-izotépos moédszer haszndlatdhoz digoxigenin-
11-UTP (2, 3, 6-10) vagy fluoreszcein-12-UTP (6, 10) jelenlétében hajtottuk végre.
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Hibridizdcios oldat készitése

A hibridizaciés oldatot kdzvetleniil haszndlat eldtt kevertiik 6ssze ,,hibridizaciés puffer’-
bdl (50% formamid, 2X citrit /,,SSC”/ puffer, 20% dextrén szulfat, 1X ,,Denhardt oldat”, 500
pg/ml élesztd transzfer ribonukleinsav, 500 pg/ml Na-heparin), 50-1000 mM ditiotreitolbdl,
valamint a cRNS hibridizaciés proba(k)bdl. Alacsony kdpiaszdmi mRNS-ek kimutatdsakor
(2-4, 6-12) az anatémiai munkdk sikere a hibridizdcids oldat ditiotreitol, préba és dextran
szulfat tartalmdnak novelésén alapult, mely mddszertani eredményként az értekezés IV/2.
fejezetének részét képezi (4).

In situ hibridizdcio targylemezre felhiizott metszeteken

A targylemezekre rogzitett metszeteket targylemeztarté dobozokban -80 °C-on taroltuk
felhaszndlasig. Felmelegitést kovetden, az irodalomban elterjedt prehibridizaciés 1épéseket
alkalmaztuk, ribonukledz-mentes oldatokat €s laboratériumi eszkdzoket haszndlva: 5-30 perc
szoveti rogzités 4%-os paraformaldehid oldattal, acetildlas 0,25%-o0s ecetsav anhidriddel (10
perc), dehidralds alkoholsorban (2-2 perc), delipiddlas kloroformmal (5 perc) és részleges
rehidralds 100%-o0s, majd 96%-os etanollal (2-2 perc). Ezt kovetden, a metszetekre
hibridizaciés oldatot pipettaztunk €s csipesszel iiveg fedélemezt helyeztiink. A hibridizaciét
52 °C-on, 12-40 o6raig, nedves kamraban hajtottuk végre. Az aspecifikus prébakotést
poszthibridizacids kezelésekkel csokkentettiik (20pg/ml ribonukledz A oldat, 30 perc, 37 °C;
0,1X citrat /“SSC”/ puffer, 62°C, 60 perc). Izotppal jeldlt probak haszndlatdt kovetden, a
targylemezeket 70%-os etanol oldatban részlegesen dehidriltuk, majd megszaritottuk. Nem-
izotopos probédkat haszndlva, szdritds eldtt végeztiikk el a digoxigenin (vagy fluoreszcein)
immuncitokémiai kimutatdsit. Kettds- vagy harmas-in sifu hibridizdcié végzésekor ezt
kovette az izotoppal jeldlt proba autoradiografids megjelenitése (2, 3, 6-10).

In situ hibridizdcio usztatva kezelt metszeteken
anhidrid; 10 perc) és részleges delipidalasabdl (50%-os, 70%-os és 50%-o0s aceton haszndlata;
5-5 perc) élltak. A hibridizaciét PCR csovekben végeztiikk el. Ezt a felhizott metszetek
kezelésénél mar részetezett poszthibridizdcids lépések kovették, majd a nem-izotdpos
prébaba épitett markerek (digoxigenin, fluoreszcein) vagy endogén szoveti antigének
immuncitokémiai kimutatdsat hajtottuk végre. A metszeteket végiil targylemezre rogzitettiik,
megszaritottuk, majd a radioizotéppal jelolt probdk autoradiografias detektalasat végeztiik el.
Egyes antigének kimutathatésdga a hibridizaciés kezelések soran sériilt. [lyen esetben eldszor
az immuncitokémiai jelet detektdltuk oly mddon, hogy a szoveti mRNS-ek lebomlésat az
antitest oldatokhoz és egyéb reagensekhez hozzdadott Na-heparinnal (1000U/ml) gatoltuk
12)

Nemv-izotopos hibridizdcios jelek kimutatdsa

A nem-izotépos hibridizacié jel kimutatidsara tobbféle megkozelitést alkalmaztunk. A
cRNS probdba beépitett digoxigeninhez el6szor tobbnyire tormagyokér peroxidazzal
konjugalt anti-digoxigenin antitestet kotottiink, majd a peroxiddz reakcié erdsitésére biotin-
tyramid szigndl amplifikdciot alkalmaztunk. A lerakddott biotin detektdldsdra ezt kovetden
peroxiddz alapu vagy fluoreszcens médszert valasztottunk (2, 3, 6-10). Hasonl6 érzékenységi
megkozelitésnek bizonyult az alkalikus foszfatizzal konjugdlt anti-digoxigenin antitest
haszndlata, a jel végs® kimutatdsat az 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue
tetrazolium kromogén rendszerrel végezve el (6, 10).

Autoradiogrdfia

A PS-UTP-vel megjelolt probakbdl szdrmazé autoradiogrifids jelet regiondlis analizis
céljara rontgen filmen, egy-sejt elemzés céljara Kodak fotoemulzion rogzitettiik, 1-6 hetes
expoziciés id6t haszndlva (4°C). Alacsony jel expresszid esetén, egyedi neuronok lathatéva
tételéhez tovabbi mdédszer optimalizélast is végeztiink (4).
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Kvantitativ képelemzés

A rontgen filmen megjelenitett, kiilonb6zd kezelési csoportokbdl szdrmazd hibridizéacids
képek 0Osszehasonlité elemzésére (11) a digitalizdlt autoradiogrammok denzitometrids
elemzését végeztiik el, az analizdlt teriiletek atlag sziirkeség értékének (,,mean grey value”)
meghatarozasdval (Image J programcsomag; http://rsb.info.nih.gov/ij/download/src/). Egyedi
idegsejtek autoradiogrifids képeit digitdlis felvételeken elemeztiik, a jel intenzitdsit az
eziistszemcsék altal boritott pixelek szdmdval jellemezve (10). Csoportok 6sszehasonlitdsara
egy- vagy tobbutas varianciaanalizist alkalmaztunk.

I11/6. MICROARRAY VIZSGALATOK

A microarray vizsgalatok egy részében a GnRH-t termeld és szekretdl, GT1-7 neurondlis
sejtvonal (Mellon et al., 1990) transzkriptomjanak E2-fiiggd reguldciéjat tanulméanyoztuk
(18). Az E2-t 10 M koncentracioban, 0,5h, 2h, 8h, 24h és 48h kezelési id6vel alkalmaztuk
az 6sztrogén-mentes tapoldatban. A tenyészetekbdl izoldlt RNS mintdk (RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit, Qiagen) feldolgozasat az Affymetrix cég technikai utmutatdsai alapjan végeztiik el.
A megjelolt cRNS-eket az “Affymetrix murine MG-U74Av2” chipen hibridizaltuk. A
Hewlett-Packard G2500A Gene Array Scanner-rel rogzitett képek elemzését az ArrayAssist
programcsomaggal (Stratagene, ArrayAssist® Expression Software) végeztiik el.

Az E2 frontalis agykérgi transzkriptomjara gyakorolt hatdsait is microarray metodikaval
vizsgéltuk (19, 22). E2-kezelt és ovariektomizélt kontroll dllatok agyait 10%-os RNAlater
oldat transzkardidlis perfizidjaval rogzitettiik. Az azonos médon kimetszett, prefrontilis,
motoros és szenzoros kérgi teriileteket magukban foglald, frontélis lebeny blokkokbdl teljes
RNS-t izoldltunk (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen), melynek mindségét Bioanalyzer
berendezéssel (Agilent, Santa Clara, CA) ellendriztik. A mintdk tovabbi feldolgozasat
Affymetrix protokollok alapjan, a teljes transzkriptom analizisét biztosité Affymetrix Rat 230
2.0 Array haszndlatdaval végeztiik el. A phycoerythrinnel megfestett array-ek fluoreszcens
képét GCS 3000 confocal laser scanner-rel (Affymetrix) digitalizaltuk. Ezt kdvetden, a
fluoreszcens intenzitdsokat a GCOS program (Affymetrix) alkalmazéasdval hatdroztuk meg.

III/7. RT-gPCR ES TAQMAN ARRAY MODSZEREK

A microarray vizsgilatok eredményeit valogatott esetekben valds-idejii kvantitativ PCR
(RT-gPCR) médszerrel is megerdsitettilk. Az egyedi RNS mintdkbdl eldszor cDNS-eket
készitettiink, melyeket egyedi PCR reakcidkban (18) vagy az Applied Biosystems (Santa
Clara, CA) ,,TLDA microfluidic card” megkozelitésével vizsgaltuk. Az utébbi modszer 96
c¢DNS mintapar parhuzamos kvantitativ elemzését biztositotta (19, 22). A metodika tovabbi
technikai részletei az eredeti kozleményekben megtaldlhatok (18, 19, 22).

III/8. IN VITRO SZELET ELEKTROFIZIOLOGIA

Elektrofiziologiai vizsgalatok céljara GnRH-GFP transzgenikus egerek medidlis
szeptumdbdl és preoptikus teriiletérél 250um vastagsdgd, akut szeleteket készitettiink
vibratome metszOberendezéssel. Az elektrofizioldgiai kisérletek részletes technikai leirdsa az
eredeti kozleményben olvashat6 (23).

A CB1 agonista WIN55,212 (1 uM) GnRH idegsejtek tiizelésére gyakorolt hatdsat loose-
patch-clamp vizsgélatokkal tanulmanyoztuk. A neuron aktivitisra gyakorolt hatds kivédését
ionotrop glutamét receptor antagonista (2 mM kinurénsav) vagy GAB A4 receptor antagonista
(20 uM bikukullin-methiodide) szerekkel kiséreltiik meg.

Whole-cell patch-clamp kisérletekben CB1 receptoron haté szerek GABA, receptor
medidlta hatdsait vizsgéltuk. Az akcids potencidl-fiiggd dramokat 750nM tetrodotoxinnal
gatoltuk. A kiilonb6z6 vizsgdlatokban CB1/CB2 agonista WINS55,212 (1uM) és CB1
antagonista AM251 (1uM) GABAerg miniatiir posztszinaptikus dramokra gyakorolt hatdsait
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elemeztiik. A GnRH neuronok 2-AG termelésének gatldsira hasznalt tetrahydrolipstatin (10
puM) az intracelluldris oldatban keriilt alkalmazasra.

IV. EREDMENYEK
Az eredmények részletesebb leirdsa és megbeszélése a VI/2. fejezetben felsorolt, eredeti
kozleményekben taldlhatd, melyekre a zardjelbe tett sorszamokkal utalunk.

IV/1. GnRH neuronok afferens szabalyozasat végzo neurotranszmitterek rendszerek
azonositasa

Hisztaminerg afferenticié szerepének vizsgdlata a pozitiv 0sztrogén visszacsatolasban (1

A hisztaminerg idegelemek immuncitokémiai megjelenitése igényelte, hogy az
antigéngyartaskor a hisztamin konjugéicidjara hasznélt specidlis rogzitészer jelen legyen a
szoveti fixdloban is (Panula er al., 1984). Kolhicinnel kezelt, ovariektomizalt ndstény
patkanyokon elvégzett kettOs-immuncitokémiai vizsgalataink kimutattdk, hogy a
tuberomammilldris mag valamennyi alegységében (E1-ES5) a hisztamin-IR idegsejtek
tobbségének (66-81%) magja tartalmazza az ER-a-t (1/1. abra).

Patkanybdl szdrmazé és human hipotalamikus szoveteken egyarant megvizsgaltuk, hogy a
hisztaminerg neuronrendszer beidegzi-e a GnRH neuronokat. A hisztaminerg axonok
mindkét fajban szdmos axo-szomatikus és axo-dendritikus kapcsolatot 1étesitettek GnRH
idegsejtekkel. Patkdnyban a GnRH-IR idegsejtek 40+2.3%-4n, humdnban 51+3.0%-4n
figyeltiikk meg hisztamin-IR axonok kontaktusait (1/3. abra).

Dr. Clive Coen londoni munkacsoportjival kollabordcidoban megvizsgaltuk, hogy az
altalunk feltart, Osztrogén-érzékeny hisztaminerg pdlya részt vesz-e a pozitiv Osztrogén
visszacsatoldsban, és ha igen, melyik hisztamin receptoron keresztiil. A kisérletek sordn
ovariektomizdlt patkdnyok Osztradiol benzoat kezelésével (50ug/0,2 ml olajos sc. injekcid)
LH surge-6t véltottunk ki az injekcié mdsnapjan, melynek bekdvetkeztét a szérum LH szintek
radioimmunoassay vizsgdlatdval igazoltuk, fél ordnként gyiijtott mintdkbol. Az oldalsé
agykamrdba infizidéval bejuttatott H2 receptor antagonista, ranitidin (0,5 ml/min) nem
befolyasolta az LH surge normadl lefolyasat. Ezzel szemben, a H1 receptor antagonista
mepyramin infliziéja meggatolta az Osztrogénnel kivédlthato LH surge jelentkezését (1/4.
abra).

Az NPY tartalmu afferensek eredetének feltdrdsa (5)

A him GnRH-GFP transzgenikus egereken elvégzett vizsgalataink megmutattik, hogy az
ARC neuronjainak pusztuldsat okoz6, Ujsziilottkori natrium glutamat kezelés kovetkeztében
felndttkorban a preoptikus area-t beidegzé6 NPY idegrostok szdma jol lathaté mértékben
lecsokken (5/1C-D abrak). A csokkenést az ARC NPY-t és AGRP-t egyarant termeld
neuronjainak pusztuldsa okozta, mint azt a hipotalamikus AGRP immunreaktivitds csaknem
teljes eltiinése jelezte (S/1E-F abrak). A kezelés hatdsdra a GnRH neuronok perikaryonjan és
proximdlis dendritjén észlelt NPY-IR kontaktusok szdma 63.7+5.0%-os csokkenést mutatott,
igazolva, hogy az ARC a GnRH idegsejtek NPY bemenetének legjelentdsebb forrdsa. A
kvantitativ elemzés finomitdsara harmas-fluoreszcens vizsgalatokat végeztiink. A GnRH-GFP
neuronok kimutatdsira a GFP fluoreszcencidjat haszndltuk, kombindlva azt kettds
immunfluoreszcens mddszerrel. Megallapitottuk, hogy a GnRH idegsejtekkel kapcsolatban
allé NPY-IR axon varikozitasok fele (49.1 £7.3%) tartalmaz ARC-beli eredetre utal6 AGRP
immunreaktivitist is (5/4D-F abrak). A rostok tovdbbi egynegyede (25.4 +3.3%) az
agytorzsi katekolaminerg rendszer marker enzimjét, a DBH-t tartalmazta (5/4J-L abrak),
mig a rostok maradék egynegyede egyik topogrifiai marker antigént sem hordozta. Az
AGRP/NPY rendszer GnRH neuronokkal alkotott kapcsolatat ultrastrukturdlis szinten is
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tanulmanyoztuk, immunarany és DAB jelol6anyagok kombindcidjadval. Az AGRP-IR axonok
valdédi axo-szomatikus és axo-dendritikus szinapszist képeztek GnRH neuronokkal. A
szinaptikus specializiciok karaktere minden esetben — GABAerg kapcsolatokra jellemzden -
szimmetrikus volt (5/3B abra).

Kolinerg afferensek azonositdsa (16)

A GnRH neuronrendszer kolinerg beidegzését him patkdnyokon, fény- és
elektronmikroszképos immuncitokémiai vizsgélatokkal vetettiik fel. A kolinerg idegelemek
megjelenitését két marker enzim, a vezikuldris acetilkolin transzporter és a kolin-
acetiltranszferaz immuncitokémiai kimutatasaval végeztiik el.

A GnRH idegsejtek f6 megoszlasi teriiletein (OVLT és MPOA) nagy szamban figyeltiink
meg kolin-acetiltranszferaz- és vezikuldris acetilkolin transzporter-IR idegrostokat. Jelolt
kolinerg sejttestek laterdlisabb elhelyezkedésben, a Broca-féle diagondlis koteg horizontdlis
magjaban tintek el6 (16/1A és B abrak). A GnRH idegsejtek megoszlasi teriiletén vastag és
vékony kolinerg idegrostok egyarant eldfordultak. Az utébbiak gyakorta axo-szomatikus €s
axo-dendritikus kontaktust képeztek GnRH idegsejtekkel (16/1C-E). Elektronmikroszképpal
vizsgalva a kolinerg rostokat (16/2. abra), azok szamos, asztroglia kozbeékelddéstdl mentes
appoziciét képeztek GnRH neuronokkal. Valédi szinapszis viszonylag ritkdan volt
megfigyelhetd a preoptikus teriileten és specifikusan, GnRH idegsejteken. Ezen ritka
szinapszisok aszimmetrikus specializaciét mutattak (16/2E és F abrak).

A humdn hipotalamikus kisspeptin rendszer anatémiai viszonyainak tisztdzdsa (21)

Magénforrdsbdl szdirmazo6 anti-mouse kisspeptin-10 €s anti-humén kisspeptin-54 antitestek
haszndlata immuncitokémidra hasonlé kisspeptin-IR axon megoszldsi mintdzatot tért fel a
post mortem n6i agyakbol szdrmaz6 mintdkban. Mig a hipotalamusz III. agykamrihoz kozeli,
medidlis teriiletei bdségesen tartalmaztak kisspeptin-IR axon varikozitdsokat, jelolt rostok
csak elvétve jelentek meg a laterdlisabb hipotalamusz régidkban. Kiilondsen gazdag rostozat
volt megfigyelhetd a periventrikuldris, paraventrikuldris és infundibuldris magokban (21/1-3.
abrak). A ragcsildagy viszonyaitdl eltérden, gazdag perikapilldris rostfonat jelent meg az
EM portdlis kapillarisai koriil is (21/1F abra), felvetve a Kkisspeptin neuroszekrécid
lehetéségét a human hipofizis portalis keringésébe. A kisspeptint termel6 neuronok
perikaryonja az anti-human kisspeptin-54 antitest haszndlataval valt lathatéva (21/3. abra). A
neuronok zome a nucleus infundibularisban jelent meg (21/3D abra). Egy kevésbé intenziv
festodésii, am szambelileg jelentds tovabbi sejtcsoport a rosztralis periventrikularis teriileten
is megfigyelhetd volt, a kis- és nagysejtes paraventrikularis idegmagvakkal atfed6 anatomiai
megoszlasban (21/3A és B abrak). Topografiai helyzete alapjan, ez a neuron populacié
megfelelhet a ragcsdlokban azonositott RP3V porzitiv Osztrogén visszacsatolasért felelds
(Herbison, 2008) kisspeptin sejtcsoportjanak.

A human hipotalamikus kisspeptin neuronrendszer - ragcsalokbdl nyert adatok alapjan
megjosolt - szexudlis dimorfizmusat férfiakbol és ndokbdl szidrmazd szovetmintdk
parhuzamos immuncitokémiai vizsgalataval vetettiik fel (21/4. abra). A férfiakbdl szarmazé
mintdk tobbsége igen kevés kisspeptin-IR idegrostot tartalmazott. A ndi és férfi mintdk kozti
kiillonbség kvantitativ elemzése (0,0625 mm’ teriiletre vonatkoztatott rtost szdmok
Osszehasonlitdsa) igazolta, hogy azonos teriileten a néi mintdk 4-7-szer tobb idegrostot
tartalmaznak, mint a férfiakb6l szdrmazé hipotalamusz metszetek (nucleus infundibularis:
F1,7 = 9,42, P = 0,018; nucleus periventricularis: F1,8 = 14,87, P = 0,005; ANOVA).
Hasonléan robusztus volt a nemek kiilonbsége, amikor a nucleus infundibularis 0,25 mm’—
nyi teriiletein a kisspeptin-IR perikaryonok szdmét vetettiik 0ssze, ami a néi mintdkban 6-7-
szer volt nagyobb (F1,7 = 35,72, P = 0,0006; ANOVA). A megfigyelés érdekessége, hogy a
nucleus infundibularissal analég ARC kisspeptin rendszerének ragcsdlokban nincs jol lathaté
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nemi dimorfizmusa (Clarkson & Herbison, 2006). Az RP3V teriiletén kisspeptin-IR sejttestek
kizarélag ndkbdl szdrmazé mintdkban voltak lathatéak. A megfigyelés ramutat, hogy
emberben is létezik egy rdgcsdlok RP3V-beli kisspeptin neuronjaival analdg sejtcsoport, ami
a ragcsalokéval azonos irdnyu, jelentds mérvii nemi dimorfizmust mutat.

Immuncitokémiai kettds-festésen alapuld vizsgdlataink a kisspeptin és GnRH
neuronrendszerek kozti kontaktusok helyeit és szamat vizsgéltdk (21/4. abra). A GnRH-IR
sejttesteken ndéi mintdkban 0,7 + 0,5 (atlag+SEM), férfiakb6l szdrmazé mintdkban 0,12 +
0,05 kontaktus volt lathat6. N6i mintdkban a GnRH idegsejtek 25,8 + 15,0%-dnak, férfi
mintdkban 8,3 + 3,6%-4dnak felszinén volt kisspeptin-IR axon kontaktus megfigyelhetd.
Hasonléan, axo-dendritikus kapcsolatok is jelen voltak mindkét nemben, és az EM teriiletén
vékony kaliberii kisspeptin-IR axonok gyakori axo-axondlis kontaktust is képeztek GnRH-IR
axonokkal (21/41 abra).

Neurokinin B és kisspeptin idegsejtek kapcsolatanak vizsgilata human hipotalamuszban (21

N6i hipotalamikus szovetmintdkon elvégzett immunfluoreszcens vizsgélataink a kisspeptin
és neurokinin B feltételezett kolokalizacigjat vizsgaltak egy 1j, anti-human preproneurokinin
B antitest haszndlatival. FElészor egyes-jelolés és peroxiddz-alapiu immuncitokémia
alkalmazasaval feltérképeztiilk a human hipotalamikus neurokinin B rendszert (21/5. abra),
mely kiterjedtebb rost és sejttest megoszlast mutatott, mint a kisspeptin neuronrendszer.
Nagyszamu perikaryon volt 14that6 a stria terminalis magjaban, a Broca-féle diagonélis koteg
mentén és a nucleus infundibularisban, de elszort immunpozitiv sejtek a nucleus
periventricularisban is megjelentek. A kettds-immunfluoreszcens vizsgédlatok megmutattdk,
hogy a nucleus infundibularis kisspeptin- és neurokinin B-IR perikaryonjai tobbségiikben
azonosak (21/6A-C abrak). A Kkisspeptin-IR axonoknak egy régié fiiggvényében valtozo
hidnyaddban szintén megjelenithetd volt a neurokinin B immunjel (21/6D-1 abrak). Ez az
ardny a nucleus infundibularisban 56,5 + 7,8%, a nucleus periventricularisban 13,6 + 7,9%
volt, mig neurokinin B nem volt jelen kisspeptin neuronok extrahipotalamikus
rostvetiileteiben a laterélis szeptumban. Az eltéré kolokalizdcds ardnyok arra utalnak, hogy a
kiilonboz6d kisspeptin sejtpopuldcidk nem azonos mértékben jarulnak hozzd a vizsgilt
teriiletek  beidegzéséhez. Az RP3V-vel analdg teriilet kisspeptin sejttestjeinek
immunfluoreszcens vizsgalata technikai okokb6l nem volt lehetséges. Ragcsdlokban és
birkdban tett észleletek (Goodman et al., 2007; Navarro et al, 2009) azonban azt
valészinlisitik, hogy emberben is ezek a neuronok jelenthetik a neurokinin B-t nem
tartalmazd kisspeptin idegrostok forrasat.

Endokannabinoid szignalizécid tanulmanyozdsa GnRH idegsejtek GABAerg afferenseiben
13,23)

Vizsgalataink egyik célja a hipotalamusz CB1-IR beidegzésének tanulminyozdsa volt,
fény- €s elektronmikroszk6pos immuncitokémia alkalmazasaval. Egy tovabbi morfolégiai és
elektrofizioldgiai kisérletsorozatban a GnRH neuronrendszer GABAerg afferenseit
befolydsolé endokannabinoid szignalizaciot vizsgaltuk.

Immuncitokémiai eredményeinket egy uj CBI1 antiszérum haszndlatdval nyertiik
(Fukudome et al., 2004). Fénymikroszképos megfigyeléseink alapjan (13/1. és 2. abrak), a
hipotalamikus magok tobbsége meglepden b6 CBI-IR beidegzést nyert, melyet kordbbi
tanulmdnyok nem tudtak megjeleniteni. Kiilonosen dis innervaciét kapott az eliilsd
hipotalamikus area, az MPOA, a PVN, a nucleus dorsomedialis, a nucleus ventromedialis és
a nucleus supramammillaris. A CBI-IR rostok ugyanakkor alacsony szdmban jelentek csak
meg az SON, a nucleus suprachiasmaticus és a nucleus mammillaris lateralis teriiletén. Az
immuncitokémiai jel specificitdsat CB1-génkiiitott egér agyszovet - mint negativ kontroll -
hasznalatdval igazoltuk (13/2K dabra). Ultrastrukturdlis szinten a legintenzivebb CBI1
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immunjelet a jelolt axonok pretermindlis/termindlis szegmentumdban figyeltiikk meg (13/3 és
13/4 abrak). A CB1-IR termindlisok PVN teriiletén elvégzett elemzése 50 szinapszis koziil
28 esetében a glutamdterg fenotipusra jellemzd aszimmetrikus, mig 22 esetében a GABAerg
fenotipusra jellemz6 szimmetrikus morfoldgiat igazolt. Hasonl6 szdmardnyokat taldltunk az
ARC teriiletén is.

GnRH-GFP idegsejtek elektrofiziol6giai vizsgdlata sordn a CB1 agonista WINS55,212
csokkentette a GnRH idegsejtek spontdn tiizelési frekvencidjat (23/1A abra). Ez a hatds
ionotrop glutamat receptorok gitldsa (2 mM kinurénsav) mellett is kimutathaté volt, de a
GABA, receptorokat blokkold bikukullin (20uM) szelethez adasat kovetden megszint (23/1C
abra), a GABA kozvetitd szerepét igazolva. Morfoldgiai vizsgdlatokkal valoban sikeriilt is
kimutatni GnRH idegsejtekkel szinapszist képezé6 CBI1-IR axon végzddéseket, melyek egy
része - a GABAerg transzmisszidra jellemz6 - szimmetrikus morfolégiat mutatott (23/3.
abra). Whole-cell patch-clamp vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a GnRH idegsejtekre
érkez6 GABAerg miniatlir posztszinaptikus dramok frekvencidjat a CB1 agonista WINS55,212
lecsokkenti (23/4 B, D abrak). A CB1 antagonista AM251 (1uM) 6nmagdban alkalmazva
novelte a frekvenciat, mely egy GABAerg bemeneteket gitldé endokannabinoid ténus
fenndllasara utalt (23/5 abra). A 2-AG szintézist gatlé tetrahydrolipstatin jelenléte az
intracelluldris oldatban a gatlé ténust megsziintette, jelezve, hogy a preszinaptikus CB1-en
hat6 ligandum forrasa maga a GnRH idegsejt (23/5 abra).

MegbeszElés
A reprodukcié szabdlyozdsiaban a kdzponti idegrendszer kimeneti jelét a hipofizis felé a

GnRH pulzatilis szekrécidja jelenti. A keringd Osztrogén és androgén hormonok szintje,
metabolikus-, cirkadidn- és stressz szigndlok, szezondlis szaporoddsu fajokndl a napszakok
hosszdnak véltozdsa mind a pulzatilis GnRH szekrécié mintdzatit mddositva hat az
adenohipofizis és a gonddok miikddésére. A GnRH idegsejtek Osszehangolt szekrécids
aktivitdsdn alapuld pulzatilitdst afferens bemenetek szabédlyozzdk. Az afferensekben mitkodd
atvivéanyagok némelyike obligdt a GnRH pulzus generdtor pubertds kori beinditdsdhoz vagy
a fertilitas fenntartdsahoz. Igy a kisspeptin/GPR54 (Seminara et al., 2003) vagy a neurokinin
B/NK3 (Topaloglu et al., 2009) jelatvitel hidnya nem kompenzilhatd, hipogonadotrop
hipogonadizmussal jar. Patolégias koriilmények kozt hasonléan hatékonynak mutatkozhat az
NPY altal kozvetitett gatld szabalyzds is. A leptin-deficiens ob/ob egerek infertilisek
(Mounzih et al., 1997), am reproduktiv fenotipusuk jelentdsen javithat6 az NPY-génkiiitott
egerekkel valé keresztezéssel (Erickson et al, 1996), ramutatva, hogy ob/ob egérben a
reproduktiv tengely gatldsaban a megnovekedett NPY ténusnak kitiintetett szerepe van. A
felszall6 noradrenerg palyarendszerek atmetszésével patkdnyban ugyancsak megel6zhetd az
LH surge jelentkezése, am ez esetben 3 hét elteltével az ép funkcid noradrenerg szabalyozas
hidnyaban is visszatér (Clifton & Sawyer, 1979), a kiesést kompenzal6 plaszticitast jelezve.
A GnRH idegsejtekkel kommunikal6 afferens rendszerek feltidrdsa elengedhetetlen a GnRH
pulzus generdtor szabdlyozdsianak megértéséhez. E fejezetben szerepld munkdinkban
morfoldgiai és farmakoldgiai megkozelitésekkel igazoltuk a hisztaminerg rendszer részvételét
a pozitiv dsztrogén visszacsatoldsban (1). Bizonyitottuk, hogy a GnRH idegsejteket beidegzd
NPY-IR afferensek fele az ARC-b6l ered, AGRP-t tartalmaz, és szimmetrikus szinapszisokat
képez. Noradrenerg marker enzimet tartalmaz6 NPY tartalmu afferensek is jelentds ardnyban
(25%) jérulnak hozza a GnRH idegsejteken megfigyelhetdé NPY-IR kontaktusok képzéséhez
(5). Szamos kolinerg appoziciét is megfigyeltiink GnRH idegsejteken (16), melyekben a
szinaptikus specializdci6é gyakori hidnya a nem-szinaptikus jeldtviteli mechanizmusra (Vizi &
Kiss, 1998) utalt. A humdn kisspeptin neuronrendszer tanulmanyozdsa sordn elsOként
figyeltiink meg egy ragcsdlok RP3V teriiletével analdg, szexudlisan dimorf idegmagot és
kisspeptin sejtcsoportot. Az észlelet alapjan felvethetd, hogy a jelenleg elfogadott nézettel
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szemben (Knobil, 1980), a pozitiv dsztrogén visszacsatolds emberben nem teljes egészében
az infundibuldris magban jatszodik. A humén nucleus infundibularis (ARC) kisspeptin
idegsejtjeinek altalunk megfigyelt, igen nagyfoku szexudlis dimorfizmusa ragcsalokban nem
volt ismert. Ugyancsak rdgcsdloktdl eltéréen, humanban a portdlis erek koriil is
megfigyeltiink kisspeptin-IR rostokat, tovabba a kisspeptin rostok axo-axondlis kontaktusokat
létesitettek GnRH termindlisokkal az EM-ben (21). Az utébbi kapcsolat tipus
megmagyarazza a kisspeptinek LH szekréciét fokoz6 hatdsat iv. injekcidt kovetden (Shahab
et al., 2005). Egyuttal elorejelzi, hogy GPR54-en hatd, 0j terdpids készitmények a GnRH
szekréciot a vér-agy gaton kiviil hatva is képesek lesznek befolydsolni. A neurokinin B
kimutatdsa a human nucleus infundibularis kisspeptin neuronjaiban (21) a ragcsaléban és
juhban tett korabbi megfigyelésekkel (Goodman et al., 2007; Navarro et al., 2009) anal6g
jelenséget takar. Mivel a GnRH idegsejteket a glutamaton kiviil a GABA is serkenti (DeFazio
et al, 2002), a GABAerg termindlisokon - részben tonusosan haté - retrograd
endokannabinoid szignalizici6, melyet kombindlt morfoldgiai, farmakoldgiai és
elektrofizioldgiai megkozelitésekkel tartunk fel, kiillondsen fontos élettani mechanizmust
képviselhet a GnRH idegsejt miikodésének gitld szabalyozasaban (23). A gitlé mechanizmus
jelentoségét a metabolikus-, szteroid hormone-, és cirkadian jelek 4tvitelében tovabbi vizsgdlatok
hivatottak feltdrni. Az értekezés keretein beliil vizsgalt afferens rendszereket az 1. Abra
foglalja Ossze.

IV/2. Direkt 6sztrogén visszacsatolas igazolasa GnRH neuronokban: A “p” tipusia
0sztrogén receptor szerepe

A GnRH idegsejtekre gyakorolt pozitiv és negativ Osztrogén visszacsatolds (Herbison,
1998) mechanizmusa kezdetektdl fogva a reproduktiv neuroendokrinolégia kdzponti kérdése
volt. Midta Shivers és munkatdrsai leirtdk a triciummal megjelolt E2 in vivo kotésének
hidnyat patkdny GnRH neuronjaiban (Shivers et al., 1983), a kutatdsok kdzéppontjdban az E2
hatast kozvetitd interneuronok keresése allt. Az ER-B felfedezésével (Kuiper et al., 1996)
izgalmas lehetdségként ismét felmeriilt a GnRH idegsejtek direkt, ER-B kozvetitette E2
érzékenysége. ER-B antitestek hidnydban, els¢ kolokalizaciés vizsgdlatainkat in situ
hibridizacids kettds-jeloléssel végeztiik.

Az alacsony koépiaszamu ER-f mRNS egy-sejt szintli kimutatdsa metodikai kihivast is
jelentett. Alabbiakban ezért egy érzékenyitett izotépos hibridizdciés médszertan kidolgozasat
is lefrjuk, melyet kettos-jeloléshez adaptilva, sikerrel vizsgaltuk ER- megjelenését GnRH
idegsejtekben.

A GnRH idegsejtek direkt Osztrogén-érzékenységét ligandum kotési vizsgalatokkal is
elemeztiik, majd a kozben kifejlesztett ER-} antitestek hasznalatdval, immuncitokémiaval is
felvetettiik, mind patkdnyban mind emberben.

A tovabbiakban az E2 genomikus hatdsainak kimutatisira microarray vizsgalatokat
végeztiink a - GnRH neuronok
egy in vitro modelljét jelentd -

GT1-7 sejtvonalon.

Egy kordbbi munkankban NPY/AGRP
kimutattuk az ER-
eléforduldsat a PVN és az SON
OT és VP  neuronjaiban
(Hrabovszky et al., 1998). A
megfigyelés igazolta, hogy a Hisztamin
magnocelluldris neuronok direkt
moédon is Osztrogén-érzékenyek.
A receptor expresszio I. Abra. GnRH neuronok Ujonnan feltért afferensei

CABAGES |
NPY/DBH Acetilkolin

Kisspeptin/neurokinin B

Kisspeptin
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ugyanakkor egyenetleniil oszlott meg az OT és VP neuronok anatémiailag és funkciondlisan
is igen heterogén csoportjai kozott. Ezért az értekezésben szereplé egyik munkdnk az ER-f3
tartalmd hipotalamikus OT és VP idegsejtek finomabb topogréfiai analizisét tiizte ki célul (6).
E tanulmédnyunkban megvizsgéltuk a kolokalizdcids jelenséget a humdn hipotalamusz OT és
VP sejtjeire vonatkozoéan is (6).

Uj in situ hibridizacids eljdras kidolgozasa alacsony képiaszami mRNS-ek hisztokémiai
kimutatdsdra (4)

A kénizotdppal *s) jelolt hibridizécids probdk eredményes alkalmazdsanak egy gyakori
korlatja a magas aspecifikus hattér képzodése, mely ditiotreitol (DTT; 10-100 mM)
hibridizaciés pufferhez addsdval mérsékelhetd. A hibridizaciés moddszertan javitasat célzé
teszt vizsgalatainkban a szokdsosndl egy nagysagrenddel magasabb koncentracidju (750-1000
mM) DTT jelenléte tovabbi hattércsokkenést €s javuld jel/hattér ardanyt eredményezett (4/1.
abra). Ilyen pufferben a megszokottnal joval tobb izotoppal jelolt proba hozzdaddsa sem
okoz hattér képzddést (4/2. abra). A préba koncentracié tobbszorosére emelésekor (4/3.
abra) a jel meglepd mértékii er6sodést mutatott. Az észlelettel bizonyitottuk, hogy a hattér
megfeleld kontrollja mellett (1000 mM DTT haszndlata) a hibridizacids jel erdssége a proba
mennyiség emelésével javithatd. A tovabbiakban igazoltuk, hogy magas probakoncentracio,
ennek alternativdjaként, a hibridizacids pufferben megemelt dextran szulfat koncentracié (20-
30%, szemben a rutin mdédszertanokban haszndlt 10%-kal), vagy e ketté kombindcidja,
jelentésen javitja a hibridizacios jel er6sségét (4/3. abra). A jelolt neuronok egy-sejt szint
kimutathatésdga ennek eredményeképp autoradiografids emulzidén oly mértékben javulhat,
hogy lehetdvé teszi alacsony képiaszami mRNS-ek megjelenitését is (4/4. abra). Igazoltuk,
hogy tovabbi jelnovekedés érhetd el a hibridizécids id6 megnovelésével is (40 h, a rutin 12-
16 h hibridizaciés id6vel szemben; 4/7. abra). A magas DTT, dextran szulfit és proba
koncentrécid, tovibbd a megnyujtott hibridizicids id6 a kovetkezdkben targyalt kettOs-in situ
hibridizacids vizsgalatokban a sikeres kolokalizacié kulcsa volt (2, 3, 6-11).

ER-B mRNS expresszid igazoldsa patkdny GnRH neuronjaiban (2, 3)

Kettés-in situ hibridizdcioval mRNS szinten is meger6sitettiik masok immuncitokémiai
eredményeit, melyek szerint a patkdny GnRH neuronjai jelentés mennyiségii ER-a-t nem
termelnek (Herbison & Theodosis, 1992) (2/a-¢ abrak). Laflamme és mtsai kordbban
publikalt megfigyelésével szemben, mely az ER-B mRNS expresszié hidnyat mutatta GnRH
neuronokban (Laflamme et al., 1998), javitott hibridizaciés moddszertanunkkal a GnRH
idegsejtek tobbségében sikeriilt megjeleniteni az ER-B mRNS termelddését (2/d-i abrak). A
kolokalizdcié ardnya ovariektomizalt (67,2+1,8%) és ovariektomizalt majd E2-vel
szubsztitudlt (73,8+4,2%) patkanyokban, tovabba him és ndstény patkdnyokban (3/1. abra)
nem mutatott szignifikans eltérést.

Osztrogén receptor ligandum kotésének megjelenitése patkdny GnRH neuronjaiban (2)

Az ER-f altipust kddolé6 mRNS szelektiv jelenlétének kimutatdsa utdn célunk funkciondlis
Osztrogén receptor fehérje termelddésének igazoldsa volt a GnRH idegsejtekben. Shivers és
mtsai 1983-ban triciummal jelolt E2-t hasznaltak az 0Osztrogén felvétel hidnydnak
kimutatdsdra (Shivers et al., 1983). Ennél érzékenyebb megkozelitésre torekedve, az in vivo
ligandum kotés megjelenitésére mi rovidebb féléletidejii radioizotépot alkalmaztunk. A
felvett izotop autoradiogrifids megjelenitését a GnRH immuncitokémiai kimutatisdval
otvoztik. A preoptikus teriilet GnRH idegsejtjeinek 8,8%-dban sikeriilt kimutatni 17a-
iodovinil-11p-metoxidsztradiol ('*I-sztrogén) in vivo felvételét (2/1. abra). A kotés
specificitdsat igazolta, hogy jeloletlen E2 eldzetes injekcidjdval a 125I—bsztrogén felvétele
teljesen kikiiszobolhetd volt.
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Nukledris ER-B fehérje megjelenitése immuncitokémidval patkdny GnRH neuronjaiban (3)

Az ER- megbizhat6 immuncitokémiai kimutatdsait GnRH idegsejtekben sokdig késleltette
a j6 mindségli, specifikus antitestek hidnya. A Zymed cég nyulban termelt poliklondlis
antiszéruma (Z8P) az ER-f immunreaktivitds megoszlasat az in situ hibridizacids
kisérletekbdl is ismert teriilleteken mutatta, a nukledris receptorokra jelemzd sejtmagi
lokalizécidban (Shughrue & Merchenthaler, 2001).

Fekete szinii, eziist-amplifikdlt Ni-DAB és barna szini DAB kromogén kombinaciot
haszndlva kettds-immuncitokémiai vizsgdlatainkban, a nukledris ER-B immunreaktivitast
ovariektomizalt patkdnyok GnRH idegsejtjeinek 87,8+2,3%-dban sikeriilt kimutatnunk.
Hasonléan magas kolokalizdcids ardnyt figyeltiink meg E2-szubsztitudlt ovariektomizalt
nostény (74,943,2%) €s intakt him (85,0+4,7 %) patkanyokban (3/1. abra).

immuncitokémiai kimutatdsa emberi hipotalamusz mintdk GnRH idegsejtjeiben

as)

Egy maganforrasb6l szarmazo, kordbban karakterizalt poliklondlis anti-human ER-
antitest (Saunders et al., 2000) hasznélata lehetové tette, hogy immuncitokémidval felvessiik
a patkdnyokon tett megfigyelések emberi relevancigjat. A Semmelweis Egyetem [gazsagiigyi
Orvostani Intézetével kollaboraciéban elvégzett, kettds-immuncitokémiai vizsgédlatok férfi
kaddverekbdl szdrmazd hipotalamusz mintdk GnRH neuronjainak 10,8-28,0%-4ban
kimutattdk a nukledris ER-f jelenlétét. Az ER-a hidnyat mutatd kordbbi vizsgdlatokkal egyiitt
(Rance et al., 1990), eredményeink megmutattik, hogy ridgcsdlokhoz hasonléan, a humén
GnRH idegsejtek is szelektiven expressziljadk az ER-P receptor izoformat. gy az ER-B
emberi GnRH idegsejteken is egy kozvetlen Osztrogén visszacsatoldsi mechanizmus
molekuldris alapjat jelentheti.

E2-regulalt gének és szignalizdcids dtvonalak azonositdsa a GnRH-t termeld GT1-7
sejtvonalban microarray médszerrel (18)

Microarray vizsgélatainkban a GT1-7 sejtek mintegy 1000 génje mutatott az E2 kezelés
hatdsara megvaltozott expresszidt. A valtozasokat kiillonboz6 idébeli lefutés jellemezte (18/3.
abra). A legkorabban jelentkezd valaszok mar 0,5-2 draval a kezelést kovetden latszottak,
mig a késOi vélaszok a 24-48 oOras kezelési csoportokban mutatkoztak. Az E2 kezelés
kovetkezményeképp aktivalt gének kozt szamos transzkripcids faktort, neurotranszmittert,
neuromoduldtort, azok receptorait, ion csatorndt és transzportert azonositottunk (18/36.
tablazatok). A valtozasok egy részét RT-qPCR-rel erdsitettiik meg.

ER-B megoszldsdnak leirdsa OT-t és VP-t termeld hipotalamikus neuronok csoportjaiban
patkdnyban és emberben (6)

Egy kordbbi, immuncitokémidt és in situ hibridizaciét 6tv6z6 tanulmdnyunkban mar
kimutattuk, hogy az ER- mRNS megjelenik a patkdny - ER-o-t nem tartalmazé - OT és VP
idegsejtjeinek egyes csoportjaiban (Hrabovszky et al., 1998). A jelenség finomabb anatémiai
analizisét patkdny és humdn hipotalamuszban immuncitokémidval folytattuk. A patkdnyra
vonatkozé megfigyeléseket harmas-in situ hibridizacids vizsgalatokkal is kiegészitettiik.

Az ER-B immuncitokémiai kimutatdsat kovetd topografiai elemzés a legintenzivebb ER-3
festddést a PVN egyes vegetativ almagjaiban mutatta ki. Ezek a medidlis parvicelluléris
almag ventrélis és dorzdlis alegységei, tovabba a laterdlis parvicelluldris almag voltak (6/1.
abra), melyekben az intenziv magfestédés OT-IR neuronokban jelent meg (6/2)J és K
abrak). A masodik leger6sebb ER-B jelet az SON magnocellulris vazopresszin
idegsejtjeiben, valamint a PVN hatsé magnocelluléris almagjdnak vazopresszin idegsejtjeiben
észleltik (6/1. és 6/2F, L és O abrak). Mivel az OT és VP neuronok szinte valamennyi
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csoportja magas szazalékban tartalmazta az ER-B-t, a jel-intenzitast a szdzalékos megjelenési
ardnynal jellemz6bb paraméternek {téltikk, és négyes-skdldn, tabldzatos forméban,
almagonként értékeltiik. Kiemelendd a magnocelluldris OT neuronok jellemzbéen gyenge
vagy kozepes szintli ER-B immunfestédése, szemben a magnocellularis VP neuronok intenziv
jelolodésével (6/1. tablazat; 6/2E abra).

A Z8P antitesttel tett fenti megfigyeléseket kiegészitettiikk és megerdsitettiik egy éaltalunk
kidolgozott, harmas-in situ hibridizdciés mddszerrel. Digoxigeninnel, fluoreszceinnel és
kénizotéppal (*°S) jelslt cRNS prébak egyiittes kimutatasat alkalmazva, magas kolokalizacs
szazalékot és differencidlt ER-B expressziot tartunk fel a hipotalamusz OT és VP
idegsejtjeinek kiilonb6z6 funkciondlis alcsoportjaiban (6/4. abra).

A humin kolokalizcids viszonyok tisztizdsdra a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi
Orvostani Intézetével kollaboraciéban végeztiink immuncitokémiai vizsgdlatokat. Mind OT,
mind VP neuronok csoportjaiban sikerrel mutattuk ki az ER- immunreaktivitist az SON és a
PVN teriiletén (6/5. abra).

Megbeszélés
Megfelel6 jel/hattér arany esetén, rontgen filmen az alacsony expresszi6ji mRNS-ek is

vizsgdlhatéak hosszd autoradiografids expoziciés id0 megvalasztasaval. Gyakori tapasztalat
azonban az, hogy ugyanezekben a metszetekben az adott mRNS-t expresszdlé egyedi
idegsejtek megjelenitése fotdemulzion sikertelen marad. Ez a probléma az autoradiogréfids
eziist szemcsék tilsdgosan gyenge, jelként nem értékelhetd csoportosuldsaként, vagy
alacsony jel/hdttér ardnyként jelentkezik. Technikai megoldds keresésekor azt a nézetet
vizsgéltuk feliil, miszerint a rutin izotépos hibridizaciés mddszerek biztositjdk a maximalis
hibridiz4cids jelerdsséget és a szoveti mRNS molekuldk ,telitéséhez” sziikséges feltételeket.
Az éltalunk javasolt gyakorlati megolddsok, mint a megemelt DTT, dextrdn szulfat és préba
koncentréci6, tovabbd a megnyujtott hibridizéciés id6 alkalmazdsa, az értekezésben targyalt
kettds-in situ hibridizacids vizsgalatokban az eredményes kolokalizacié kulcsa volt (2, 3, 6-
11). Elvi szempontbol is fontos volt cdfolni azt az elterjedt hiedelmet, hogy rutin
hibridizaciés modszerekkel teliteni lehet a szoveti mRNS molekuldkat. Egyik elméleti
kovetkeztetésiink, hogy az in situ hibridizdcié sebessége nem csupdn a detektilt mRNS
molekuldk szoveti mennyiségétdl, hanem a préba koncentraciétol is fiigg. Ennek
megfeleléen, a reakco kinetikdja nem elsOrenddi, mint azt in vitro hibridizacids reakcidk
vizsgélata alapjan kordbban feltételezték. Fixalt szovetben a proba difftizié lasstusiga és az
mRNS korlatozott hozzaférhetdsége magyarazhatja megfigyeléseinket (4).

Az ER-Bp mRNS és immunreaktivitas valamint az in vivo 'I-8sztrogén kotés kimutatdsa
GnRH idegsejtekben cafolt egy régi dogmat, mely szerint a GnRH idegsejtek kozvetleniil
nem képesek az E2 szintek érzékelésére (Shivers er al., 1983). A vizsgdlataink oOta
azonositott, valészinlileg ER-B kozvetitette, direkt (részben gyors, részben magreceptorok

altal medialt) Ssztrogén hatdsok 2. Interneuron kdzvetitette
kozt szerepel a cAMP response indirekt E2 hatasok
element-binding protein

\\
foszforildcidja (Abraham et al.,
2003), intracelluldris kélcium

oszcillaciok stimulacidja A

(Temple et al., 2004), galanin 1. E2 direkt hatasai / R

génexpresszio indukcidja GnRH neuronokra

(Merchenthaler, 2005) és a

GnRH-GFP neuronok

ingerlékenységének  fokozdsa Il. Abra. Osztrogén visszacsatolas direkt és
(DeFazio & Moenter, 2002). A indirekt utja
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GnRH neuronok in vitro modelljét jelentd GT1-7 sejteken elvégzett microarray kisérletek
eredményei részleges betekintést nydjthatnak azon genomikus véltozdsokba is, melyeket az
E2 GnRH neuronokban in vivo indukdlhat. A direkt hatdsok mellett azonban az ER-a
tartalmd interneuronok altal kozvetitett indirekt hatdsok is fontos szerepet jdtszanak a
reprodukcié szabdlyozdsdban. Ezt tdmasztja ald az ER-a-génkiiitott egerek infertilitdsa
(Korach et al., 1996). Az 6sztrogén visszacsatolds ER-f dltal kozvetitett direkt, és nagyrészt
ER-a éltal kozvetitett, indirekt dtjait a IL. Abra vazolja sémasan. Az ER-P receptor altipus
szelektiv el6forduldsa GnRH idegsejtekben felveti annak jovObeli lehetdségét, hogy a GnRH
pulzus generatort ER-B-szelektiv ligandumokkal is befolydsolni lehet. A leirt jelenség human
relevancidjanak megerdsitése egyik munkankban (15) ezért kiilonos jelentoségii.

Sajat korabbi, immuncitokémiat és in situ hibridizaciot 6tvoz6 munkank igazolta az ER-a-t
nem expresszald (Simerly et al., 1990) hipotalamikus OT és VP idegsejtek ER-f tartalmat
(Hrabovszky et al., 1998), magyardzatot kindlva a két rendszer miikodésének régdta ismert
Osztrogén érzékenységére (Van Tol et al., 1988; Jirikowski et al., 1988; Skowsky et al., 1979;
Van Tol et al., 1988; Wang et al., 1995; Negoro et al., 1973). Az OT és VP fenotipusi
hipotalamikus neuronok szerepe azonban rendkiviil szertedgazé. ER-P tartalmuk részletes
elemzésével (6) pontos képet adtunk arr6l, hogy mely funkcionélis alcsoportok, és milyen
mértékben osztrogén érzékenyek. Erdekes médon, a magnocelluldris neuronok koziil a VP-t
termelok mutattak 1ényegesen erésebb ER-P jelet. A legintenzivebb receptor festddés a PVN
vegetativ almagjainak OT neuronjait jellemezte. A vizsgélat egy tovdbbi fontos eredménye
volt a kolokalizacios jelenség humén relevancijanak igazoldsa (6).

1V/3. Glutamaterg (VGLUT?2) fenotipus megjelenitése GnRH neuronokban és tovabbi
neuroszekretoros rendszerekben
Glutaméterg (VGLUT?) fenotipusi neuroszekretoros idegsejtek lokalizaldsa (12)

Az els6 vizsgilatok célja az EM kiils6, vér-agy géit mentes zondjat és a neurohipofizist
beidegz6 VGLUT2-IR idegrostok (Lin et al., 2003) forrdsdnak azonositisa volt. Him
patkdnyokon elvégzett kisérleteinkben FluoroGoldot juttattunk a szisztémds vérkeringésbe
(ip. injekcid), a vér-agy git mentes teriiletekre vetitd neuronok, koztikk a hipotalamusz
neuroendokrin sejtjeinek szelektiv megjelolésére. Ezt kovetden, a perikaryonokban
felhalmoz6d6 FluoroGold immunfluoreszcens kimutatdsat otvoztik a VGLUT2 mRNS in
situ hibridizaciéos megjelenitésével. Tovabbi immuncitokémiai kisérletek a VGLUT2
immunreaktivitds axonokon beliili, szubcelluldris megoszlasat vizsgaltdk az EM kiils6
zoéndjaban és a - magnocelluldris neuroszekretoros idegvégzdodéseket tartalmazd - hatsé
hipofizislebeny teriiletén.

Eredményeink FluoroGold immunreaktivitds és VGLUT2 mRNS expresszio egyiittes
elofordulasat az OVLT, a PVN (kis- €s nagysejtes alegységek), a nucleus periventricularis és
az SON teriiletén mutattdk. Ezzel szemben, az ARC FluoroGold-pozitiv neuronjai VGLUT2
hibridizacids jelet nem tartalmaztak (12/1A-K abrak).

A neuroendokrin axonok mindkét végzddési teriiletén, az EM kiilsé zéndjdban és a hatsé
hipofizislebenyben, a mikrovezikula marker, SV2 és a VGLUT2 immunreaktivitds egyarant
kimutathat6 volt, egymadssal atfedd megoszlasban. Az SV2 és a VGLUT2 immunfluoreszcens
jelek a perikapilldris térség kozvetlen kornyezetében voltak leger6sebbek (12/1L-W abrak).
Az immunarany moédszerrel kimutatott VGLUT2 immunreaktivitds elektronmikroszképos
vizsgélata igazolta, hogy a VGLUT2 mindig szinaptikus vezikuldk kornyezetében jelenik
meg a kis- és nagysejtes neuroszekretoros rendszerekben. A jelolt mikrovezikula csoportok
legjellemzObben a perikapilldris térség szomszédsdgiban fordultak eld, mig peptideket
tartalmazd ,,dense-core” granulumok folytonos eloszldst mutattak a neuroendokrin
axonvetiiletek mentén (12/2. és 3. abrak).
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VGLUT? termelésének in situ hibridizdciés és immuncitokémiai kimutatdsa GnRH
neuronokban (7)

Az orrplakodban sziiletd GnRH idegsejtek vandorldsuk sordn - tranziens moédon -
GABAerg fenotipusdak. Sziiletéskor az eldagyba megérkezett GnRH neuronokbdl a GABA
mar nem mutathaté ki (Tobet et al., 1996). A VGLUT2 mRNS GnRH neuronokéval atfedd
megoszldsa, a VGLUT?2 és a GnRH immunreaktivitds egylittes megjelenése az EM kiils
zoéndjadban (Lin et al., 2003), és neuroendokrin karaktert mutaté (vérkeringésbe juttatott
FluoroGold-dal megjel6lhetd; 12) VGLUT?2 idegsejtek el6forduldsa az OVLT és az MPOA
teriiletén felvetették, hogy a felnétt patkdnyok GnRH neuronjai glutamdterg fenotipusidak
lehetnek.

In situ hibridizacios kettés-jelolés alkalmazdsaval feln6tt, him patkdnyok GnRH
neuronjainak kozel 100%-aban igazolni tudtuk a VGLUT2 mRNS expresszidjat (7/1A és B
abrak).

Konfokalis mikroszkoppal vizsgidlva az EM Kkiilsd, paliszdd zénajat és az OVLT-t, a
GnRH-IR axonokban sikeriilt a VGLUT2 immunreaktivitdst is kimutatni (7/1D-G abrak). A
VGLUT2 szubcelluldris megoszldsa az EM-ben (12/2. abra) valdszinisitette, hogy a
VGLUT2 a GnRH axonokban is mikrovezikuldihoz asszociélt, melyek legnagyob szdmban a
valédi axonvégzodésekben fordultak eld.

Egyéb neuroszekretoros rendszerek aminosav fenotipusdnak azonositdsa (8-10)

A fenti tanulmdnyban haszndlthoz hasonld, kett6s- és hdrmas-in situ hibridizacids
megkozelitést haszndltunk a tobbi klasszikus neuroendokrin rendszer aminosav
neurotranszmitter fenotipusdnak vizsgalatara is.

Ezen tanulmédnyokban bebizonyitottuk, hogy VGLUT2 mRNS termelddik a PVN kissejtes
CRH és TRH neuronjaiban (8/2A-L abrak), a PVN és a nucleus periventricularis kissejtes
szomatosztatin termel6 idegsejtjeiben (9/1B abra), tovabbd az SON és a PVN nagysejtes OT
€s VP neuronjaiban (10/2. abra). Ezzel ellentétben, VGLUT?2 hibridizaciés jel nem volt
lathatd az ARC GHRH idegsejtjeiben (9/1A abra). Az EM metszetein elvégzett kettOs-
immunfluoreszcens vizsgdlatok megerdsitették, hogy a CRH-t, TRH-t és szomatosztatint
tartalmazé neuroendokrin terminalisok tartalmazzak a VGLUT2 fehérjét (8/2M és N, 9/1E
abrak). A glutamaterg markert nem expresszalé GHRH idegsejtek axonjaiban ugyanakkor
kimutattuk a GABAerg marker, vezikularis GABA transzporter jelenlétét (9/1B abra),
igazolva Meister és mtsai hasonld, korabbi kovetkeztetéseinek helyességét (Meister &
Hokfelt, 1988).

Glutamdterg markerek vizsgélata az adenohipofizis egyes hormontermeld sejttipusaiban (11,
20)

A neurohipofizis VGLUT2 immunreaktivitasat vizsgalva (10), a mells6 lebenyi endokrin
sejtek egy csoportja is mutatta a glutamaterg idegsejtekre jellemzo VGLUT2
immunreaktivitist. Az immuncitokémiai jel tobb antitesttel is megfigyelheté volt (11/1A-C
abrak). A VGLUT2 mRNS in situ hibridizdciés kimutatdsdval igazoltuk, hogy az
adenohipofizis valéban VGLUT2 molekuldat termel (11/1D és E abrak). Késobbi
vizsgalataink a VGLUT1 immunreaktivitdst is megjelenitették az adenohipofizisben (20/1A-
C abrak). VGLUT1-génkititott egerek haszndlataval €s tovabbi kontroll megkozelitésekkel a
VGLUT]1 jel specificitdsat is alatdmasztottuk (20/2-4 abrak).

A  két VGLUT izoformédt expresszild, nem-neurondlis adenohipofizis sejtek
hormontermeld fenotipusit kettds-immunfluoreszcens vizsgdlatsorozatban azonositottuk. A
VGLUT?2 szelektiven fordult el az LH-t termeld sejtek kézel 93%-aban, az FSH-t termeld
sejtek 45%-aban és a thyreoidea-stimuldlé hormont termeld sejtek 70%-aban (11/2 G-I és
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11/3 abrak). A VGLUT!1 az adrenokortikotrop hormont termeld sejtek 46%-aban és az LH-t
termeld sejtek 8%-aban jelent meg (20/5A-C, 51, és 6. abrak).

Szabdlyozott VGLUT?2 expresszié bemutatdsa endokrin dllatmodelleken (10, 11)

Kvantitativ  in  situ  hibridizdciéval megvizsgdltuk azt a kérdést, hogy a
neuroendokrin/endokrin  sejttipusokban megjelend VGLUT2 expressziéja az endokrin
allapotoktdl fiiggden szabélyozott-e.

Az SON magnocelluléris vazopresszin neuronjainak krénikus stimuldcidjira séterhelést
alkalmaztunk, 2% konyhasé 7 napig tarté itatdsdval. A Kkettds-in situ hibridizacids
vizsgélatokat egy Uj megkozelitéssel végeztiik el. Ennek sordn a digoxigeninnel jelolt VP
préba immunfluoreszcens kimutatdsat az izotdppal jelolt VGLUT2 préba autoradiografids
megjelenitésével 6tvoztiik. A két interferencia-mentes jel mikroszképos képét digitalizaltuk
és Adobe Photoshop (PSD) file-ok kiilon rétegeiben, egymasra vetitve kezeltilk. A mddszer
lehetévé tette a VGLUT2 hibridizacios jel kvantitativ elemzését (eziist szemcsével fedett
pixelek szamdnak meghatdrozdsa) az egyedi vazopresszin sejtek felett (10/2E abra). A
VGLUT2 immunreaktivitds séterhelést kovetdé megvéltozasat szintén megvizsgaltuk a
neurohipofizisben, a DAB kromogén denzitometrids elemzésével (atlagos sziirkeség érték
meghatdrozasa).

Az elvégzett kvantitativ képelemzés eredményei alapjan megallapitottuk, hogy séterhelés
hatdsdra az SON vazopresszin sejtjeiben a VGLUT?2 expresszié jelentds novekedést mutat
(10/3. abra). Evvel egyidében, a neurohipofizis VGLUT2 immunreaktivitdsa is
megnovekszik (10/3. abra).

Az adenohipofizisben a VGLUT2 mRNS féképp a gonadotrop hormonokat termeld
sejtekben jelent meg (11), melyek Osztrogén-érzékenyek (Mitchner et al., 1998). Ezért
felvetettiik, hogy ovariektomizdlt patkdnyok E2 kezelése hat-e, és miként, a VGLUT2
expressziora.

A rontgen filmen rogzitett hibridizacios jelek denzitometrids elemzésével megallapitottuk,
hogy E2 egyszeri sc. injekcidja szignifikdnsan megnoveli az adenohipofizisben a VGLUT2
mRNS expresszidjat (11/4. abra).

A VGLUT2 mRNS az adenohipofizis thyreoidea-stimuldlé hormont termeld sejtjeiben is
jelen volt (11), melyek hypothyreoidismusban aktivdlédnak. Kisérleteinkben a VGLUT2
expresszidjat euthyreoid kontroll, methimazole oldat itatdsaval hypothyreoidda tett, valamint
napi tyroxin injekcidkkal hyperthyreoidda tett patkdnyok adenohipofizisében vizsgiltuk meg.
A rontgen filmen rogzitett hibridizaciés jelek Osszehasonlité elemzését az el6zo kisérletben
leirtakhoz hasonldan végeztiik el.

Euthyreoid és hyperthyreoid allatok VGLUT2 expresszidja az adenohipofizisben nem
kiilonbozott. Ezzel szemben, hypothyreoidismusban a hibridizaciés jel szignifikdns
novekedését figyeltik meg (11/5. abra), melyet az immuncitokémidval kimutathatd
VGLUT?2 és thyreoidea-stimuldlé hormon (B alegység) immunjelek - fokozott szekréciora
utal6 - csokkenése kisért (11/6. abra).

MegbeszElés (14, 17)

A periférids vérbdl felvett FluoroGold és a VGLUT2 mRNS egyiittes megjelenitésével
feltérképeztiik a vér-agy gat-mentes teriileteket beidegzd, glutaméterg neuronok megoszlasat
(12). Mivel az igy nyert kép tobb klasszikus peptiderg neuroszekretoros rendszer
perikaryonjainak ismert elhelyezkedésével atfedett, a tovdbbiakban a GnRH idegsejtekben és
tovabbi klasszikus neuroendokrin sejttipusokban vizsgiltuk meg - az endogén glutamat
hasznélatédra utalé - VGLUT?2 el6fordulését.

A VGLUT?2 sikeres kimutatdsa GnRH neuronokban az endogén glutaméat és a GnRH ko-
szekrécidjara utal az EM kiils6 zondjaban. Mivel glutamaterg agonista szerek serkentik a
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GnRH iiriilését az EM axontermindlisaib6l (Bourguignon et al., 1989; Arias et al., 1993;
Kawakami et al., 1998a), feltételezhetd, hogy élettani koriilmények kozott az endogén
forrasbdl szarmazé glutamat is hasonléan képes fokozni a GnRH szekrécidjat.

A glutamét receptort hordozd, helyi célsejtek egyrészt lehetnek maguk a neuroendokrin
GnRH termindlisok, ami az EM szintjén miik6dé autokrin/parakrin hatdsmechanizmusok
alapjit teremtheti meg. Valdéban, a GnRH-IR axonok tartalmaznak is glutamat receptor
alegységeket (N-metil-D-aszpartit R1 és a kaindt 2)(Kawakami et al, 1998a; Yin et al.,
2007). A III. agykamrét hatdrolé tanycytdk ugyancsak expresszdlnak tobbféle AMPA és
kaindt receptor alegységet (Diano et al., 1998; Eyigor & Jennes, 1998; Kawakami, 2000). Igy
szintén a neuroendokrin termindlisokbdl iiriilé glutamat célsejtjei lehetnek. Végiil, a GnRH
neuronokbdl iiriild glutamat hathat a portélis érrendszer falat alkot6 sejtekre is. Ismert, hogy
agyl mikroerek mind ionotrop, mind metabotrop glutamat receptorokat expresszdlhatnak
(Krizbai et al., 1998; Gillard et al., 2003).

Funkci6 tekintetében tudott, hogy a glutamat vagy ionotrop glutaméat receptor agonista
szerek kélcium-fiiggd GnRH szekrécidt valtanak ki az EM in vitro preparatumabdl
(Kawakami et al., 1998a). Az EM szintjén haté glutamaterg mechanizmusok szerepet
jatszanak a pulzatilis GnRH szekrécié kialakitdsaban (Bourguignon et al., 1989; Matagne et
al., 2005). Eredményeink arra utalnak, hogy az EM-ben a GnRH szekréciét fokozé glutamat
legalabb részben endogén forrasbol, magukb6l a GnRH termindlisokbdl szarmazik. Ez
autokrin/parakrin mechanizmus révén lehetséget nydjthat az egyedi GnRH axonok
szinkronizalt szekrécidjdnak megteremtésére. A részleteiben még nem értett, glutamat
kivaltotta folyamatok egyéb hirvivé molekuldkat is haszndlhatnak (Bhat et al., 1998; Prevot
et al., 2000). Ilyen lehet a nitrogén-oxid, mely az EM-ben f6képp endothelidlis eredetii és
kulcs szerepet jatszik a pulzatilitds GnRH szekréci6 kialakitdsaban (Prevot et al., 2000).

Noha tobb idegi atvivéanyag el6forduldsa egyazon neuronban mint kivételes érdekesség
keriilt el0szor leirdsra (Hokfelt et al, 1977), mara a klasszikus neurotranszmitterek és
neuromoduldtor peptidek egyiittes jelenléte idegsejtekben 4ltaldnosnak tekintett jelenség
(Hokfelt et al., 2000). Eredményeink alapjdn, a szabdly aldl egyik klasszikus peptiderg
neuroszekretoros rendszer sem kivétel. Sajat megfigyeléseink (7-10, 12) és masok korédbbi
észleletei (Meister & Hokfelt, 1988) nyomén kirajzolodott a teljes kép a klasszikus
neuroendokrin rendszerek aminosav neurotranszmitter fenotipusat illetéen (IIL. Abra). Az
endogén glutamat tobb rendszerben (GnRH, CRH, TRH, szomatosztatin, OT) hasonl6, de
részleteiben még nem ismert mechanizmussal jarulhat hozza a pulzatilis szekrécids
mintazatok kialakitdsdhoz. A glutamat tovabbi hatdsai befolyadsolhatjak glia sejtek (tanycytak,
pituicytdk)  morfologiai  és Neurcendokrin
kémiai plaszticitdsat, tovabba rendszerek GABAerg Neuroendokrin rendszerek
szabalyozhatjdk a portdlis erek fenotipussal glutamaterg fenotipussal

atmér6jét a  neuroszekréci6 t

helyén (14, 17). A jovébeli

vizsgélatok egyik tovéabbi irdnya

a VGLUT2 termelés

szabdlyozottsdga (10, 11) lesz. - GHRH

Az endogén glutamét - dopamin - GnRH
jelentoségének megértéséhez a .?::
laboratériumunkban  eléallitott - szomatosztatin
GnRH sejttipus-fiiggd -0T
VGLUT2-génkiiitott dllatmodell -VP

nydjthat  segitséget, melynek Ill. Abra. Aminosav transzmitterek
jellemzését megkezdtiik. neuroszekretoros idegsejtekben
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IV/4. 17B-6sztradiol kotését koveto transzkripcios valaszok azonositasa a frontalis
agykéregben

A frontalis agykéreg, mint 6sztrogén célszerv teljes transzkriptomra kiterjedé microarray
vizsgélataval az E2 4ltal kivaltott génexpresszids valaszokat tanulmédnyoztuk. Eldszor az
egyszeri E2 injekcid hatdsait elemeztiik ovariektomizalt fiatal ndstény patkdnyokban (19). A
human menopauzat tobb szempontbdl is jobban kozelitd allatmodellként, ezutan bevezettiik a
kozépkoru ovariektomizalt patkdnyok haszndlatit. A kisérletben a kronikus hormonpotlasi
terapiat modellez6, négyhetes infuzids E2 kezelés genomikus hatdsait azonositottuk (22).

Immuncitokémiai eredményeink szerint, mindkét nukledris Osztrogén receptor altipus
kimutathaté a prefrontdlis agykéreg III-V. rétegeiben (19/1. abra), jelezve, hogy az
Osztrogének részben direkt médon hatnak a teriilet funkcidira.

Fiatal, ovariektomizalt ndstény patkanyok egyszeri E2 kezelését 24 oraval kovetden,
microarray vizsgalatainkban a frontélis kérgi szovetblokk 136 génje mutatott a vivéanyaggal
megkezelt édllatokétdl eltérd expresszidt (sziirési feltételek: P<0,05; fold-change>1,5). 46
transzkriptum mennyisége nott a kezelés hatdsara. A megvaltozott expresszidju gének kozt
(19/1. és 2. tablazatok) tobb neuropeptidet kodold is el6fordult (neurotenzin, cocaine- and
amphetamine-regulated transcript, preproenkephalin). Az expresszios kiilonbségeket
vélogatott esetekben RT-qPCR-rel is megerdsitettiik (19/3. tablazat). Tobb génvilasz
érintette a dopaminerg jeldtvitelt (dopamin la receptor; adenozin A,a receptor, ,,Regulator of
G-protein signaling-9”), valamint a Ca™" szignalizdci6 elemeit (19/3. 4bra). A valtozé gének
koziil a cocaine- and amphetamine-regulated transcript kérgi megoszldsat in situ
hibridizdcidval is megvizsgéltuk. A legintenzivebb hibridiziciés jel a szomatoszenzoros
kéreg IV. rétegében volt lathat6 (19/3. abra).

Az ovariektomizalt, kozépkord nostény patkdnymodell bevezetésével a tartésan alacsony
Osztrogén szintnek kitett posztmenopauzélis agy allapotat kivantuk pontosabban modellezni.
A pétlasra hasznalt E2 4-hetes ip. inflzidja egyuttal a krénikus hormon pétlasi terdpia
pontosabb modellezését is szolgalta. A kronikus kezelésre valtozast mutatd transzkriptumok
kozott ismét megjelentek neuropeptideket kdédoldk (neurotenzin, cocaine- and amphetamine-
regulated transcript), valamint a dopaminerg jelatvitel molekuldris elemei (dopamin la és
dopamin 2 receptorok, adenozin A2A receptor, ,,Regulator of G-protein signaling-9”; 22/2.
tablazat). Szembetiing expresszids valtozdst mutatott szamos immunvélasszal Gsszefiiggd
gén, koztiik a klasszikus komplement aktivalodasi it egyes komponenseit (C3 and C4b), Fc
receptorokat (Fcgr2a és Fcgr2b), és MHC class I és class II antigéneket kédolok (22/2.
tablazat).

MegbeszElés
A menopauzit kovetd E2 szint csokkenés agykérgi és limbikus funkcidk zavardhoz vezet

(Keenan et al., 2001; Adams & Morrison, 2003; Genazzani et al., 2005; Morrison et al.,
2006). Szamos kognitiv, emociondlis, figyelmi, motivacids és tanuldsi folyamat hanyatldsat
azon genomikus valtozdsok okozzdk, melyek az agyszovet Osztrogén hidnyos allapotdban
jelentkeznek. A fiatal, ovariektomizalt ndéstény patkdnyok egyszeri E2 kezelését haszndld
génexpresszids tanulmanyunk a frontalis agykéreg E2-fiiggd génjeit azonositotta. A vizsgalat
altalaban kismérvii, de igen nagyszamu Osztrogén-fiiggd génvélaszt mutatott ki (19). A
microarray médszerrel azonositott transzkriptumok finomabb molekuléris és neuroanatomiai
vizsgélata laboratériumunkban folyamatban van.

A posztmenopauzilis E2-hidnyos agyi allapot pontosabb modellezésére a kozépkord
ovariektomizalt patkanymodellt hasznaltuk, melyben a 4-hetes sc. E2 infuzi6 transzkriptomra
gyakorolt hatdsait elemeztiik. Remélhetd, hogy a vizsgilatban azonositott génvalaszok
kozelebb visznek az Osztrogén-hidnyos agyi dallapottal tarsulé funkciézavarok jobb
megértéséhez, eldsegitik egyes koros éllapotokat jelzd biomarkerek azonositdsit valamint
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sikeres hormonpétldsi stratégidk (Bohacek & Daniel, Sherwin, 2003) kidolgozasat.
Régcsdlokban az agykéregre gyakorolt genomidlis hatdsokért a domindns ER-B magreceptor
tipus lehet a felelés (Shughrue et al., 1996; Shughrue er al, 1997), felvetve annak
lehetdségét, hogy a jotékony kérgi sztrogén hatdsok ER-f szelektiv agonista ligandumokkal
is kivalthatéak. Téavlatilag ilyen ER-B szelektiv szerek haszndlata hormonp6tlasra
kikiiszobolheti az 6sztrogének - ER-a receptor altal kozvetitett - proliferativ hatdsait a méh és
az emld szoveteire, mely a hagyomdnyos hormonpdtldsi stratégidk elterjedésének gitja
(Nelson et al., 2002; Beral, 2003).

V. OSSZEFOGLALAS
Legfontosabb eredményeink 6sszefoglalva:

A GnRH neuronok afferens szabalyozasara vonatkozoan, a kivetkezé uj észleleteket

tettiik:

e [eirtuk Osztrogén receptor-o. jelenlétét a tuberoinfundibularis magkomplexum
hisztaminerg sejtcsoportjaiban patkdnyban. Patkdny és ember GnRH neuronjainak
sejttestjén és dendritjein hisztaminerg idegvégzddéseket azonositottunk. Megmutattuk,
hogy patkdnyban HI1 receptor antagonistival kivédhetd az exogén 0Osztrogén addssal
kivéaltott LH surge. A vizsgalatsorozattal igazoltuk a centrdlis hisztaminerg rendszer
részvételét a pozitiv dsztrogén visszacsatolds mechanizmuséban.

e Patkdny GnRH idegsejtjein kolinerg idegvégzddéseket mutattunk ki, melyek a nem-
szinaptikus jelatvitelre jellemzd, szinaptikus specializacié nélkiili direkt kontaktusokat
képeztek.

e Megillapitottuk, hogy a GnRH idegsejtek NPY tartalmu afferenseinek fele a nucleus
arcuatusbdl szarmazik, AGRP neuropeptidet tartalmaz, és GABAerg jelatvitelre utald
szimmetrikus szinapszist képez GnRH idegsejtekkel. A kontaktusokat l1étrehoz6 NPY
tartamud rostok egynegyede az agytorzsi katekolaminerg rendszerekbdl szarmazik és a
noradrenerg rendszer marker enzimjét hordozza.

e [eirtuk a humdn hipotalamusz kisspeptin neuronrendszerét, annak jelentds nemi
dimorfizmusat, neurokinin B tartalmat és GnRH idegsejtekkel alkotott axo-szomatikus,
axo-dendritikus és axo-axondlis kapcsolatait. Azonositottunk egy szexudlisan dimorf
kisspeptin sejtcsoportot, mely csupdn ndi hipotalamusz mintdkban volt jelen, és
elhelyezkedésében a ragcsdlok - pozitiv Osztrogén visszacsatoldsdban résztvevo - ,,RP3V”-
beli kisspeptin sejtcsoportjaval analdg.

® Morfoldgiai és elektrofiziolgiai megkozelitésekkel feltartunk egy GABAerg afferenseket
gatld, retrograd endokannabinoid szignaliziciés mechanizmust, mely szerepet jatszik a
GnRH idegsejt aktivitas fizioldgias gatld szabalyozasiban.

A “p” tipusu Gsztrogén receptor szerepét vizsgaloé tanulmanyok fontosabb iij

eredményei az alabbiak:

e Uj in situ hibridizaciés eljarast dolgoztunk ki, mely alkalmas alacsony képiaszdmi mRNS-
ek igen érzékeny hisztokémiai kimutatdsara.

e ER-f mRNS, 0Osztrogén receptor ligandum kotés és nukledris ER- immunreaktivits
kimutatasaval bizonyitottuk egy GnRH neuronokat direkt mddon is befolydsolni képes
Osztrogén visszacsatoldsi 1t létezését.

¢ Immuncitokémiai bizonyitékot szolgaltattunk az ER-B altal kozvetitett, direkt Osztrogén
visszacsatolds létezésére emberben.

e A GnRH-t termelé GT1-7 sejtvonalban microarray modszerrel szamos 173-0sztradiol altal
szabalyozott gént és szignalizacids ttvonalat azonositottunk.
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e Részletes anatémiai lefrast adtunk az ER-B-t tartalmazé hipotalamikus oxitocin és
vazopresszin idegsejt populdciokrdl patkdanyban. Kimutattuk az ER-f jelenlétét a human
hipotalamusz magnocellularis neuronjaiban is.

Uj tipusi glutaméterg mechanizmusok tanulméanyozasa az alabbi ismereteket hozta:

e Megillapitottuk, hogy a hipotalamusz glutamaterg (VGLUT2 fenotipusi) neuronjainak
egy csoportja az eminentia mediana €és a neurohipofizis vér-agy git-mentes teriileteire
vetit. Ilyen neuroendokrin glutamaterg idegsejtek foképp a PVN, az SON, a nucleus
periventricularis, az OVLT és az MPOA teriiletén taldlhat6ak.

o Kettds-in situ hibridizaci6 ¢és immuncitokémia haszndlatdval kimutattuk GnRH
idegsejtekben a glutaméterg fenotipust bizonyité6 VGLUT?2 jelenlétét.

e [eirtuk, hogy a GnRH idegsejtekéhez hasonlé glutamaterg (VGLUT?2) fenotipus jellemzi a
hipofiziotrop TRH, CRH és szomatosztatin rendszereket, tovdbba a magnocelluldris
oxitocin és vazopresszin neuronokat is, mig a nucleus arcuatus GHRH idegsejtjei
GABAergek.

e Kimutattuk, hogy az endokrin tengelyekre hatd, nem-szinaptikus mechanizmusui
glutamaterg hatdsok egy tovabbi helye az adenohipofizis, ahol a gonadotrop €s tirotrop
sejtek VGLUT2-t, mig a kortikotrop sejtek egy része VGLUT1-t tartalmaz.

e [gazoltuk, hogy a neuroszekretoros/szekretoros sejtek VGLUT2 expresszidja tobb
endokrin modellben is reguldlt. Soéterhelés a nucleus supraopticus vazopresszin
neuronjaiban, mig a hypothyreoid 4llapot vagy a magas Osztrogén szint az
adenohipofizisben fokozza a VGLUT2 mRNS expresszidjat.

Az agykérgi osztrogén szignalizacio élettananak és menopauzaban jelentkezo

zavarainak megértését célzé microarray vizsgalataink eredményei a kovetkezok:

e Egyszeri E2 injekcid frontdlis agykérgi transzkriptomra gyakorolt hatdsat ovariektomizalt
fiatal néstény patkanymodellen vizsgdlva, azonositottunk szadmos 0sztrogén-fiiggd gént és
jelatviteli utat. Kimutattuk tobb neuropeptidet kédold, a dopaminerg jelatvitellel, valamint
a kalcium szignalizacioval osszefiiggd gén megvaltozott expresszidjat. A valtozdsok egy
részét RT-qPCR mddszerrel is megerdsitettiik.

e A humidn menopauza rigcsilé modelljeként kozépkori ovariektomizdlt patkdnyokat
hasznéltunk. A krénikus hormonp6tlasi terdpidt négyhetes, sc. E2 infiziéval modelleztiik.
Megmutattuk, hogy a kronikus E2 kezelés hatdsdra tartésan megvaltozik tobb dopaminerg
jelatvitellel 0Osszefiiggd, immunrendszerrel kapcsolatos, és neuropeptidet kodold gén
expresszidja.
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