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Tisztelt Opponens Ur!

Ko6szonom, hogy értekezésem birdlatat elkészitette, és azt nyilvanos vitara és az MTA doktora
fokozat megszerzésére alkalmasnak mindsitette.
Opponens Ur 6t pontban megfogalmazott felvetéseire az alabbiakban valaszolok.

»1. A III. kamra rostralis periventricularis teriiletén tirozin hidroxilaz immunpozitiv, azaz
dopaminerg neuronok is talalhatok, melyek ugyancsak szexualis dimorfizmust mutatnak.
Mennyiben van atfedés a Kisspeptin immunpozitiv és e dopaminerg neuronok kozott?
Amennyiben van atfedés, mit lehet tudni azok projekcios teriiletéré6l?”

Valasz (A kisspeptin és dopamin neuron populdciok atfedésérol):

A III. agykamra rostralis periventricularis teriiletén elhelyezkedd kisspeptin és dopamin idegsejt
populaciok kozotti részleges atfedést Clarkson és Herbison 2011. aprilisaban irtdk le (Clarkson és
Herbison, J. Neuroendocrinol. 2011). A ko6zolt megfigyelések, ndstény egérben a teriilet
kisspeptin neuronjainak fele tirozin hidroxilaz-immunreaktiv, és forditva, az itt elhelyezkedd
tirozin hidroxilaz-immunreaktiv idegsejtek fele kisspeptin-immunreaktiv. Him 4llatokat a
tanulmany nem vizsgalt. A kettds-fenotipust, dopaminerg/kisspeptinerg idegsejtek részt vesznek
a GnRH idegsejtek beidegzésében. A GnRH neuronokon megfigyelt kisspeptin-immunreaktiv
kontaktusok kozel 20%-a tirozin hidroxildz-immunreaktiv is volt. Masrészt, a GnRH idegsejteken
végzOddd dopaminerg terminalisok f6 forrasat is a kettds fenotipusu, kisspeptin/dopamin-tartalmu
sejtpopulacié képezheti, mivel a GnRH idegsejteken azonositott kisspeptin-immunreaktiv
kontaktusok 62-86%-a kisspeptint is tartalmazott ugyanezen tanulmanyban.

»2. A ventrolateralis preopticus teriilet, mely az ébrenlét-alvas szabalyozasaban jatszik
fontos szerepet, gazdag hisztaminerg beidegzése ugyancsak a tuberomamillaris magbol
szarmazik. Azokban a Kisérletekben, amikor ovariektomizalt nostény allatokban hisztamin
receptor antagonistakat juttattak az oldalsé agykamraba és az 6sztrogén altal kivaltott LH
valasz meglétét, ill. elmaradasat vizsgaltak, mennyiben érinthette, ill. befolyasolhatta a
kapott eredményeket az ébrenlét-alvas szabalyozasaban bekovetkezo esetleges valtozas?”
Valasz (hisztamin ébrenlét-alvas szabalyozason keresztiil kifejtett, esetleges aspecifikus
hatasarol):

Az LH surge-re gyakorolt hatdsdhoz hasonldan, a hisztamin az alvasi fazisokra (ébrenlét és
non-REM alvas fazis fokozasa, REM fazis gatlasa; Jewett, Exp. Neurol. 1968) is HI receptor
kozvetitésével hat, tobbek kozt a hid tegmentumanak ébrenlétet szabalyozé kdzpontjdban (Lin és
mtsai, J. Neurosci. 1996), a hypothalamus tuberomammilaris magjaban (Lin és mtsai,
Neuropharmacology, 1988), a bazalis eléagy kolinerg neuronjain (Ramesh és mtsai, Behav. Brain
Res. 2004) és az - alvast fokoz6 - ventrolateralis preopticus mag GABA/galanin neuronjain (Liu
¢és mtsai, J. Physiology 2010). Mivel a prodsztrusz kora délutdni ordiban végzett anesthesia
valoban az ovulacio (Everett és mtsai, Endocrinology 1949) és az azt kivalté LH surge (Van der
Schoot, J. Endocr. 1978) elmaraddsdhoz vezet, elvben nem zarhato ki, hogy H1 antagonista
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jelenléte az alvas fazisok megzavardsan keresztiil, indirekt moédon is gatolja az LH surge
1étrejottét.

Hivatkozott konkrét kisérletlinkben ovariektomizalt patkanyok ,LH surge” kivaltasara
nagydozisu (50ug/200ul; s.c.) 6sztradiol-benzoat potlast kaptak. Az exogén Osztrogén kezeléssel
(progeszteron adasa nélkiil) végzett surge indukcid napi LH surge jelentkezését okozzak 1-2
héten keresztiil, mely az Osztrogén kezelést kovetd 2. napon kezdddik, és az allatok cirkadian
ritmusatdl fiiggéen, minden nap allandd id6pontban, az allatok nappali (inaktiv) fazisdban
jelentkezik. Kisérletiinkben a surge kezdete vehikulumal kezelt allatokban 14 6rakor, maximuma
elétt, 11 orakor kezdtiik meg, és 6 Oran keresztiil folytattuk. Méréseink az aznapi LH surge
meglétét (H2 antagonista, ranitidine /100 nmol/30ul/h addsa mellett/) vagy elmaradasat (H1
receptor antagonista, mepyramine /100 nmol/30ul/h adasara/) regisztraltdk. A mepyramine
agykamrai infuziéja 100 nmol/30ul/h dézisban kisérletiinkben lathatd viselkedési valtozast a
kovetkezd 6rakban nem okozott. Véleményem szerint, az akut kisérleti elrendezésbdl fakadodan,
az aznapi surge elmaradasa 2-3 o6raval a H1 antagonista kezelés megkezdését kovetden nem fligg
szorosan Ossze a mepyramine alvas fazisokra gyakorolt hatasdval. Az azonban nem zarhato ki,
hogy az LH surge gatlasaért nem a GnRH idegsejtekre gyakorolt, direkt H1 antagonista hatas,
hanem egyéb, H1 receptor-érzékeny palyakra gyakorolt, indirekt hatas felelds.

»3. Kivancsi lennék arra is, hogy a jelolt és mas szerzok kisérleti eredményei tiikrében az
elmult években, mennyiben valtozott az 6sztrogén hypophysis (LH, FSH) és a hypothalamus
(GnRH) szintjén megvalosulo ,,feedback” szabalyoz6 mechanizmusrdl alkotott felfogasunk?
Milyen mechanizmust ellendriz a szervezet az a-, és milyet a B-receptorokon keresztiil?
Vajon a GnRH vagy a kisspeptin neuronokon keresztiill megvalosulo 6sztrogén feedback a
dominans? Milyen aranyban vesz részt az osztrogén ,feedback” szabalyozasban a direkt
hipofizealis hatas?”

Valasz (Osztrogén visszacsatoldas hypothalamus és hypophysis szintjén zajléo mechanizmusairol):
Noha az egyes fajokban eltér a hypophysisben zajlé 6sztrogén feedback folyamatok jelentdsége,
az irodalom meglehetdsen egységes atekintetben, hogy a visszacsatolds legfontosabb folyamatai
a hypothalamusban jatszoédnak (Christian és Moenter, Endocrine reviews 2010). A hypothalamus
Osztrogén szint-fliggd kimeneti jelét a GnRH szekrécid reproduktiv ciklus soran valtozo
frekvenciaja jelenti valamennyi fajban. A pulzus frekvencia fiiggvényében vagy FSH (alacsony
frekvencidjo GnRH elvalasztas mellett) vagy LH (magas frekvencidji GnRH elvélasztas mellett)
termelddik és valasztodik el a hypophysisbdl birkdban (Clarke és mtsai, Neuroendocrinology
1987), majomban (Wildt és mtsai, Endocrinology 1981), emberben (Marshall és Griffin, Hum.
Reprod. 1993) és ragcesalokban (Haisenleder és mtsai, Endocrinology 1991) egyarant. In vivo
igen nehéz az Osztrogének direkt hypophysialis hatdsait a GnRH neuronok altal kozvetitett
indirekt 6sztrogén hatdsoktol elkiiloniteni. Mig az LHp alegység mRNS ovariektomiat kovetd 10-
14-szeres megemelkedését (és az FSHP mRNS kisebb mértékii emelkedését) sokaig a hypophysis
szintjén érvényesiilo, negativ Osztrogén visszacsatolas kiesésének tulajdonitottdk (Shupnik és
mtsai, J. Biol. Chem. 1989), kés6bbi vizsgalatok hypophysis tenyészeten az dsztrogén LHP génre
gyakorolt kozvetlen szupressziv hatasat nem tudtdk igazolni. S6t, ellenkezdleg: a gonadotrop
sejtekre gyakorolt kdzvetlen 0sztrogén hatds az LHP atirasat éppenséggel serkentette (Shupnik,
Biol. Reprod. 1996). A hypophysisben mindkét Osztrogén receptor izoforma eléfordul, és
kozvetithet kdzvetlen hypophysialis hatdsokat. Sajat, nem publikalt in sifu hibridizacios adataink
szerint azonban az Osztrogén-fliggd génexpresszidos valtozasokért foképp az ER-a izoforma
felelds, igy ez okozza a galanin vagy a progeszteron receptor expresszioé novekedését is 0sztrogén
hatasara.

Valasz (ER-o és ER-f osztrogén feedbackben betoltott szerepérol):

Mira egyértelmii, hogy az 6sztradiol szamos biologiai hatast gyakorol a GnRH neuronokban
altalunk leirt ER-B-n keresztiil. Ilyen hatis a CREB 6sztrogén-fiiggd foszforilacioja (Abraham és



mtsai, J. Neurosci. 2003), a galanin gén indukcidja (Merchenthaler és mtsai, Endocrinology 2005
¢és Neuropeptides 2005). Ugyancsak kozvetleniil az ER-f-n at fejt ki gyors hatast az dsztradiol a
GnRH idegsejtek tlizelési sajatossagaira (Chu €s mtsai, J. Neurosci. 2009). Az eddig felismert
kozvetlen 6sztrogén hatdsok jelentdsége nehezen megitélhetd, mert az ER-B gén kiiitését az egér
képes kompenzélni, és szaporoddsdban az egyetlen leirt rendellenesség a csokkent utdodszam.
Ezzel szemben, az ER-o-génkiiitott vagy neuron-specifikus médon ER-a-génkiiitott egér
infertilis (Wintermantel és mtsai, Neuron 2006).

Valasz (A kisspeptin és egyeb neuron rendszerek feedback mechanizmusban betéltott szerepérdl):
Mindazonaltal, a génkiiitott egerek tanulmanyozasaval nyert adatok é&rtelmezése nagy
Ovatossagot igényel. A kisspeptin-génkilitdtt vagy a kisspeptin receptor-génkiiitott egér ugyan
infertilis (Herbison, Brain Res. Rev. 2008), de a kisspeptin neuronok vagy a kisspeptin receptort
tartalmazd neuronok kilitését az egér egyedfejlodése soran képes jol kompenzalni, €s fertilitasa
¢p marad (Mayer és Boehm, Nature Neuroscience 2011). Az igen meglepd észlelet arra is
felhivja a figyelmet, hogy szdmos parhuzamosan miikodd jelatviteli rendszer lehet képes az
Osztrogén hatdsait a reproduktiv tengelyre kozvetiteni. Moenter munkacsoportja (Moenter és
Christian, J. Neuroendocrinol. 2009; Christian és Moenter, Endocrine reviews 2010) ebben
kitiintetett szerepet tulajdonit a GnRH neuronokon végzédé GABAerg afferenseknek és a
GABAerg posztszinaptikus  aramok  Osztrogén-fliggd ¢és  cirkadian  valtozéasainak.
Munkacsoportunk idén irta le, hogy az RFRP neuronrendszer is ER-a-t tartalmaz, és a prepro-
RFRP mRNS expresszidjat 0sztrogén kezelés csdkkenti (Molnar és mtsai, Endocrinology 2011).
Igy az RFRP neuronok kapcsolata GnRH idegsejtekkel ugyancsak hozzdjarulhat az dsztrogén
feedback hatdsok kozvetitéséhez.

»4. A tézisekben osszefoglalt, a GnRH neuronok miikédését szabalyozo, ill. befolyasolo
mechanizmusok szerepe mennyiben kotheto pl. a ndéi ciklus szabalyozasahoz, és mennyiben
korlatozodik csupan az élet egy bizonyos szakaszira, um. a pubertas idejére? Lehet-e
egyfajta transzmitter ¢és receptoraik, transzportereik expressziojabol valamiféle
kovetkeztetést levonni?”

Valasz (Eletszakaszokra korlatozott szabdlyozdsi mechanizmusokrdl):

A TII. kamra rostralis periventricularis teriiletének neuronjai a pubertaskori d&tmenet soran kezdik
meg kisspeptin termelésiiket. Az atmenet soran fokozatosan n6 a kisspeptin neuronok szama ¢és a
termelt kisspeptin mRNS mennyisége (Han és mtsai, J. Neurosci 2005). Mig a kisspeptin/GPR54
¢s a neurokinin B/NK3 szignalizaci6 reprodukcioban jatszott szerepe is hypogonadotrop
hypogonadizmussal jaré emberi korképek kapcsan keriilt felismerésre (Guran et al., J.C.E.M.
2009; Topaloglu et al., Nature Gen. 2009; Seminara et al., N. Engl. J. Med. 2003), ezek a
neuronrendszerek a reproduktiv életkorban végig mindkét nemben fontos szerepet jatszanak a
GnRH idegsejtek miikddésének szabalyozasdban. NoOstényben/ndben a normal ciklus
szabalyozasaban is részt vesznek. Ragcesalokban (Ciofi és mtsai, Neuroscience 2006; Clarkson és
Herbison, Endocrinology 2006; Cheng ¢s mtsai, Endocrinology 2010) és emberben (Hrabovszky
¢s mtsai, Eur. J. Neurosci. 2010; Hrabovszky és mtsai Frontiers in Genomic Endocrinology 2011)
egyarant szexudlis dimorfizmust mutatnak, melynek alapjat radgcsdlokban peri-, emberben
prenatélis androgén expozicid organizacios hatésa jelenti. A here 4altal termelt tesztoszteron, vagy
annak hidnya okozza azt a bevésddést, mely pubertds utan a reproduktiv tengely nemenként
eltéré szabalyozasat teszi lehetové az aktudlis szexudl szteroid szint aktivacids hatdsainak
fliggvényében. Részben organizacids, részben aktivacidés hatasnak gondoljuk azokat a
megfigyeléseinket, hogy ndkben minden ¢letkorban tobb kisspeptin idegsejt talalhaté az
infundibularis magban, mint férfiakban (Hrabovszky és mtsai, Eur. J. Neurosci. 2010;
Hrabovszky és mtsai Frontiers in Genomic Endocrinology 2011), és hogy 50 év felett nagyobb a
magban a neurokinin B-t tartalmaz6 idegsejtek szdma is nékben, mint férfiakban (Hrabovszky és
mtsai Frontiers in Genomic Endocrinology 2011). Idésebb korban férfiakban a kisspeptin és
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kovetkezménye: 50 év feletti férfiakbdl szarmazd mintadkban az infundibularis mag kisspeptin és
neurokinin B idegsejtjei hypertrofizalnak, szdmuk is szignifikdnsan megnd, és tobb kontaktust
létesitenek GnRH idegsejtekkel, mint az 50 év alatti férfiakban (Molndr és mtsai, publikdciora
benyujtva; J. Clin. Invest.).

»D. Végezetiil meg szeretném kérdezni a jelolt véleményét arrol, hogy a tézisekben targyalt
és bemutatott sajat és masok vizsgalati eredményei mennyiben valtoztathatjak meg a
reprodukciot szabalyozo hipotalamikus neuronhalézat kiillonb6z6é miikodési zavarainak
differencial-diagnosztikajat és egyes esetek kezelhet6ségét? Lat-e a jelolt olyan attorésre
esélyt, mint az a hipotalamikus amennorhak esetében, a GnRH pumpa alkalmazasaval
lehet6vé valt?”

Valasz (A lehetséges klinikai alkalmazasokrol):

- A reproduktiv tengely Uj stratégia szerinti gyogyszeres befolyasoldsara elsésorban a
kisspeptin/GPR54, neurokinin B/NK3, és RFRP/OT7T022 peptiderg szignalizacids rendszerek
kinalnak lehetdséget. Immuncitokémiai vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az emberi
hypothalamusban a kisspeptint tartamazé és a neurokinin B-t tartalmazé axonok az infundibularis
ny¢l teriiletén, a vér-agy gaton kiviil is kapcsolatot létesitenek GnRH idegsejtek axonjaival
(Hrabovszky és mtsai, Eur. J. Neurosci. 2010). Ez a kapcsolat lehet6vé teszi, hogy szisztémasan
adott kisspeptin vagy mas, a vér-agy gaton at nem jutd, GPR54 receptoron hatd szelektiv
ligandum azonnali hatast gyakoroljon a GnRH- és ezéltal az LH szekréciora (Dhillo és mtsai,
J.C.EM. 2007). A GPR54-szelektiv agonistak hypothalamikus amenorrhedk, a GPR54-szelektiv
antagonistak j fogamzasgatlasi stratégiak alapjat jelenthetik. Emlitést érdemel, hogy a kisspeptin
a menstruacioés ciklus minden fazisdban, Osztrogén szinttdl fiiggetleniil képes kivaltani LH
hypersecretiot (Dhillo és mtsai, JCEM 2007), mivel hatasa kozvetleniil a hypothalamus kimeneti
jelét ado GnRH neuronon jelentkezik, szemben az Osztrogén- vagy Osztrogént+progeszteron
tartalma fogamzasgatlokkal vagy az ovulacio indukcioban hasznalt klomifén citrattal, melyek a
GnRH idegsejteket befolyasolo, Osztrogén-érzékeny interneuronokon hatnak. Az RFRP
receptoran, az OT7T022-n hatd antagonistak ugyancsak igéretes fejlesztési lehetdséget jelentenek
a gyogyszeripar szamara. Igy a receptor antagonistdi alkalmasak gyodgyszeres LH surge
indukciéra (Pineda és mtsai, Endorinology 2010), melynek anovulacids korképek kezelésében
lehet tavlati jelentOsége.

- Egy masik lehetséges klinikai alkalmazashoz az ER-B GnRH neuronokon beliili szelektiv
jelenléte kinalhat alapot. Ugyan a génkilitott egerek normal reproduktiv funkci6ibol levonhatd
kovetkeztetés nem reménykeltd, az ER-B jelentdsége fajonként nagymértékben eltérhet. Pont
egérben eziddig csak az igen érzékeny egysejt-PCR megkozelitéssel és elektrofizioldgiaval
sikeriilt a receptor GnRH neuronokon beliili el6fordulasat kimutatni. Jelenleg folyo
kisérleteinkben ezért az ER-B-szelektiv agonistak patkdny Osztrusz ciklusdra gyakorolt hatdsait
tanulmanyozzuk.

Kérem Opponens Urat fenti valaszaim szives elfogadasara.
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