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Valasz Dr. Parducz Arpad biraléi véleményére
Tisztelt Opponens Ur!

Ko6szonom, hogy értekezésem biralatat elkészitette és munkamat nyilvanos vitara és az MTA
doktora fokozat megszerzésére alkalmasnak mindsitette.
Opponens Ur harom pontban részletezett felvetéseire az alabbiakban valaszolok.

»1. A szakteriilet nehézségeit ismerve, rendkiviil nagy teljesitménynek tartom a human
anyagon végzett immuncitokémiai vizsgalatokat. Az eredeti kozleményben részletesen
targyaljak azt a tényt, hogy feltiinden nagy a Kkiilonbség a patkany és emberi GnRH
neuronok immuncitokémiailag kimutathaté ER-B tartalmaban. Teljesen nyilvanvalo, hogy
a postmortem szoveti kirosodas ebben nagy szerepet jatszik, ugyanakkor az is tény, hogy
kiillonb6z6 antitesteket hasznalnak. Szeretném megkérdezni, hogy a cikk kozlése ota
probalkoztak-e mas (ijabb) antitestekkel?”

Valasz (A human ER-p kimutatasara alkalmas antitestekkel kapcsolatban):

A patkany (Shughrue és Merchenthaler, J. Comp. Neurol. 2001) és az egér (Merchenthaler és
mtsai, J. Comp. Neurol. 2004) 6sszehasonlitd vizsgélata is mar szdmos meglepd faji eltérést tart
fel az ER-B agyi megoszlasaban. Igy a receptor mRNS és immunreaktivitis szovettani
megjelenitése GnRH neuronokban mindezidaig csak patkdnyban volt sikeres (Hrabovszky és
mtsai, Endocrinology 2000 ill. 2001), bar egysejt-PCR (Herbison és Pape JR., Front.
Neuroendocrinol. 2001) valamint funkcionalis (Sun és mtsai, J Neurosci. 2010) vizsgalatok
alapjan az ER- alacsonyabb szintii jelenléte egér GnRH idegsejtjeiben sem kétséges. A ragcsalo
fajok tanulmanyozasaval nyert neuroanatomiai ismeretek emberi vonatkozédsadnak felderitése
neuroendokrinolégia teriiletén kiilondsképp indokolt, hiszen az ember 28 napos menstrudcios
ciklusénak és a patkany 4-5 napos 0sztrusz ciklusanak hormonaélis szabalyozéasa szamos ¢lettani
vonatkozéasban lényegesen kiilonbozik. Nem csak anatomiailag mas a GnRH idegsejtek
elhelyezkedése (ragcsalokban foképp a medidlis preoptikus area kornyéke: Merchenthaler és
mtsai, Cell Tissue Res. 1984; emberben tobb, részben hatsé hipotalamikus mag, koztik a n.
infundibularis: Rance és mtsai, J. Comp. Neurol. 1994), de a pozitiv 6sztrogén visszacsatolas
helye is eltér (rdgcsalokban az anteroventralis periventrikuldris mag: Herbison, Brain Res. Rev.
2008; emberben a n. infundibularis: Knobil, Prog. Horm. Res. 1980).

Az emberi hypothalamus szovet mintdk immunhisztokémiai vizsgalatat annak reményében
kezdtiik meg, hogy a GnRH idegsejteken beliili ER-B jelenlét megerdsitésével elméleti alapot
teremthetiink a receptoron szelektive hatd ligandumok orvosi alkalmazasa felé, akar 0j tipusa
hormondlis fogamzasgatlas, akar infertilitds kezelése terén. Az immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz valasztott ,,P3” antitest Western blot vizsgalatokban egyarant felismerte a human
ER-B hosszu ¢s révid formadit (Saunders és mtsai, Biol. Reprod. 2000). Immunhisztokémiai teszt
festéseink sordn olyan neuronokat jelolt, melyek elhelyezkedése a human ER-f mRNS in situ
hibridizacios vizsgalatabol (Osterlund és mtsai, J Clin Endocrinol Metab. 2000) ismert regionalis
megoszlasaval Osszhangban volt. Végiil, akrolein tartamu fixaloészert hasznéalva, csaknem
kizarolag sejtmagi jelet adott, melyet a Zymed cég ,,Z8P” antitestjével ragcsalokban szerzett
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tapasztalataink alapjan tekintettiink specificitdsi kritériumnak. Sajnos az eddig altalunk
megtesztelt, tovabbi mintegy 15 ER-B ellenes antitest koziil egyetlen masik haszndlata sem
vezetett hasonld eredményre. A részben vagy teljes egészében citoplazmatikus (Hestiantoro és
Swaab, J Clin Endocrinol Metab. 2004; Fenzi és Rizutto, European Journal of Pain, 2011),
glialis, vagy idegsejt nyulvanyokban megjelend ER-B immunreaktivitdst mi nem tekintettiik
specifikusnak és az ilyen antitestek hasznalatat elvetettik. Mint Opponens Ur ramutat, a
technikai nehézség egyik valdszinli oka a posmortem szoveti karosodas. Emlitést érdemel
azonban az a tény is, hogy a kereskedelemben kaphatd, ragcsalo ER-B ellen készitett antitestek
tobbsége is - még optimalis szovettani feldolgozas mellett is - immunhisztokémiai vizsgéalatokra
alkalmatlan. Mintegy 15 évvel az ER-B felfedezése utdn a mai napig is csupan a Z8P antitest
(Zymed) hasznalataval nyert immunhisztokémiai kép mutatott egyértelmi specificitast ragcsalo
szoveten: Ez a jel foképp neuronok sejtmagjaban volt jelen, megoszlasa hiien tiikrozte az ER-3
mRNS in situ hibridizacios vizsgélatokbol ismert megoszlasat, tovabba teljesen hidnyzott az ER-
B-génkilitott egerek szovettani metszeteibdl.

»2. Ellentmondast érzek abban, hogy a ligandum kotési kisérletekben a sejteknek csak Kkis
része vette fel a jelolt hormont, annak ellenére, hogy nagy hianyaduk expresszalta a p-tipusi
osztrogén receptort. Hogy értelmezi a Jelolt ezt a tényt?”

Valasz (A ligandum kétést csak alacsony ardanyban mutato GnRH idegsejtekkel kapcsolatban):

A Kkettés-in situ hibridizacids és kettos-immuncitokémiai modszertanokkal elért, 60-80%-0s
kolokalizacids arany elsdsorban az igen érzékeny modszertanok hasznalatanak volt koszonhetd.
Ertelmezésiink szerint, az 6sztrogén receptor radioligandum in vivo kétésén, majd a '*1 izotop
ezt kovetd autoradiografias megjelenitésén alapuld tanulmanyunkban megfigyelt, minddssze
8,8%-0s ligandum felvételi ardany az alkalmazott moddszer korlatjat, és nem a funkcionalis
receptor fehérjét tartalmazd GnRH idegsejtek valodi szazalékos aranyat tikrozi. Az
autoradiografids megjelenités érzékenységét jelentdsen csokkentd tényezok kozott kiilondsen
fontosnak tartok kettét: 1. A kotési vizsgalatokban hasznalt, 35um vastagsagu szdvettani
metszetek mélyebb rétegeiben elhelyezkedé GnRH neuronok sejtmagjabol szdrmazd sugéarzas
jelentdsen szorodik, mire a felszint boritd autoradiografias emulziot eléri. Ez a jelenség a
definitiv eziistszemcse csoportosulasok kialakuldsa ellen hat a GnRH idegsejt magok felszini
vetiiletében. 2. A specifikus jel tovabbi jelgyengiilését okozhatja, ha az in vivo megkotott
ligandum mar a szovettani feldolgozéas egyes 1épései soran (perfuzios fixalds, metszetkészités,
GnRH immunhisztokémiai kimutatasa) részlegesen kioldodik.

ER-B-specifikus antitestek hijan, a kisérletek végzésekor a radioligandum kotési vizsgalat
jelentette az elsé €és egyetlen funkcionalis bizonyitékot nukleéris Osztrogén receptor fehérje
GnRH idegsejteken beliili jelenlétére. Késobbi, Z8P antitesttel elvégzett immunhisztokémiai
vizsgélataink (Hrabovszky és mtsai, Endocrinology 2001) is azt az in situ hibridizacios észleletet
erdsitetttk meg (Hrabovszky ¢és mtsai, Endocrinology 2000), hogy a patkany GnRH
idegsejteknek legalabb 70-80%-a termel ER--t.

»3. A biralatombdl Kitiinik, hogy a sok érdekes eredmény koziil az ER-B-val kapcsolatos
adatokat tartom nagyon fontosnak. A B-tipusu receptor leirasa driasi jelentéségii, mert ezen
a szakteriileten, szamos, korabbi — mar-mar dogmaként kezelt — elképzelés ujragondolasat
és ujravizsgalatat inditotta el. A Jelolt és az egész munkacsoport érdemének tartom, hogy
észrevette ezt a tényt és megtalalta a szaimukra médszertani és intellektualis szempontbol
érdekes kutatnivaléo kérdéseket. Véleményem szerint van még egy olyan tényezo ebben a
”jatszmaban”, amely hasonld forradalmat okozhat szemléletiinkben és ez az 6sztrogén nem
genomialis hatasa és a még eléggé misztikus membran-receptora. Ezt a lehetoséget tobb
esetben is érinti az értekezés és azt kérem a Jelolttél, hogy fejtse ki véleményét ebben a
kérdésben.”



Valasz (Nem-genomialis dsztrogén hatasok és membran osztrogén receptorok kérdésében):

Bar magunk nem foglalkoztunk az 6sztrogének gyors, nem-genomidalis hatdsaival, ilyen hatést
az Osztrogének kozvetlenill és kozvetve egyarant gyakorolnak a GnRH neuronokra is. Az
Osztradiol egyik rapid, ER-B altal kozvetitett hatdsa a CREB foszforilacioja egér GnRH
idegsejtjeiben, mely ER-B-génkiiitott egérben nem figyelheté meg. Valdszinileg az ER-f egy
sejtmembranban vagy citoplazméban lokalizalt formaja kozvetiti (Abraham és mtsai, J. Neurosci.
2003). Ugyancsak kozvetleniil gyakorol gyors hatast az Osztradiol a GnRH idegsejtek egyes
tiizelési sajatsagaira (Megnoveli a neuronok aktivitasat, csokkenti az ,afterhyperpolarizing
potential /AHP/”-t, noveli a lassu ,,afterdepolarization” /ADP/ hulldmok amplitidéjat; Chu és
mtsai, J. Neurosci. 2009). Mindezen elektrofiziologiai valaszok az ER-B-specifikus DPN
alkalmazasaval is kivalthatoak (Chu és mtsai, J. Neurosci. 2009). A GnRH idegsejtekben szintén
fellépnek gyors, GABA-erg szinaptikus bemenetek altal kozvetitett, indirekt Osztrogén hatasok.
Az 0Osztradiol ER-a-n keresztiil csokkenti, mig ER-B-n keresztiil noveli a GnRH neuronokon
mérhetd GABA-erg posztszinaptikus aramok frekvencigjat (Chu és mtsai, J. Neurosci. 2009).

Noha a fenti gyors Osztrogén hatdsok hozzéjaruldsa a reproduktiv tengely szabalyozasahoz
nem kétséges, ugy tlinik, hogy szerepiik alarendelt az klasszikus és nem-klasszikus genomikus
Osztrogén hatdsok mellett. Ezt tAmasztja ald, hogy az 6sztradiol 24-36 6ras jelenléte ragcsalokban
nélkiilozhetetlen a pozitiv Osztrogén visszacsatolds és az LH surge bekovetkeztéhez (Glidewell-
Kenney és mtsai, PNAS 2007; Christian és mtsai, Endocrinology 2008). Tudjuk azt is, hogy az
indirekt hatasokat foképp ER-a tartamt interneuronok kozvetitik, és a neuron-specifikus moédon
ER-o-génkiiitott egér ennek megfelelden infertilis. Az 6sztrogén talan legismertebb, ER-o-fliggd,
klasszikus genomikus hatasa a progeszteron receptor indukcioja. Ezen egyértelmiien genomikus
hatés reprodukcidban jatszott kulcs szerepét tamasztja alé a progeszteron receptor-génkilitott egér
infertilitasa (Chappell és mtsai, Endocrinology 1999).

Az utobbi években valt ismertté, hogy az Osztrogének szadmos olyan jeldtviteli utat is
hasznalhatnak, melyek az ER-a. és ER-B receptor formak miikddésétdl fiiggetlenek. Osztrogén
hatast kozvetithet a G-protein kapcsolt receptor-30 (GPR-30), mely részben kalcium
mobilizacion és foszfatidil-inozitol 3,4,5-trifoszfat szintézisen keresztiil hat (Revankar és mtsai,
Science 2005). Noel és mtsai igazoltdk, hogy az Osztradiol GPR-30-on keresztiili a GnRH
idegsejtekre is gyakorol gyors, excitatoros hatast (Noel és mtsai, Mol. Endocrinol. 2009). A gyors
valaszokban szerepet jatszhat két ezidaig azonositatlan szerkezetli membran 0sztrogén receptor
is. Az indirekt bizonyitékok alapjan, szenzacidként bejelentett Osztrogén receptor-X (Toran-
Allerand és mtsai, J. Neurosci. 2002) 1étezése ugyan még vitatott, de a masik, difenil-akrilamidot
(STX) koto, un. STX-szenzitiv receptor valoban kozvetit gyors 0sztrogén valaszokat, fokozva a
GnRH neuronok GnRH f{iritést és Ca oszcillacidinak szinkronizaciojat (Kenealy és mitsai,
Endocrinology 2011).

A fenti receptorok és gyors jelatviteli mechanizmusok jelentésen hozzajarulhatnak az
Osztrogének szinaptogenezisben jatszott és mads, reproduktiv funkcidkkal szorosan Ossze nem
fliggé miikodéseihez. Igy, az ischemia okozta hippocampalis neuronkarosodds nem csak
Osztradiollal, hanem a GPR-30 vagy az STX-szenzitiv receptorokon hat6 szelektiv agonistakkal
is mérsékelhetd (Lebesgue és mtsai, PLoS One 2010). A reprodukcid szabalyozasaban azonban
tovabbra is az ER-o-n at kifejtett, transzkripciora gyakorolt hatasok latszanak elsédlegesnek
(Glidewell-Kenney és mtsai, PNAS 2007; Christian és mtsai, Endocrinology 2008).

Kérem Opponens Urat fenti valaszaim szives elfogadasara.
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