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l. Bevezetés

A gonadalis 6sztrogén hormon (E2) rendkivil hatékony vegyulet, az emlésok
szervezetének minden sejtjéhez eljutva befolyasolja szinte valamennyi gén mukodését.
Napjainkban az 0sztrogénekkel foglalkoz6 kutatasok szama driasi méreteket 6lt. Csak 2011-
ben az 6sztrogénnel foglalkozo cikkek szama meghaladta az egymilliét. Az elmult években a
Klinikai vizsgélatok kimutattak, hogy a hormonpo6tlé terapiaknak tobb stlyos mellékhatasa
van, ami valdsaggal sokkolta a gyogyszergyarakat és a tudomanyos kozvéleményt.
Ugyancsak egyre tobb probléma merllt fel a koérnyezetben talalhaté Osztrogénekkel
kapcsolatban, kilondsen a szOja tartalmd élelmiszerek elterjedése miatt. Ezeknek a
fejleményeknek koszonhetden egyre tobb kutatocsoport kezdett el foglalkozni a szervezet
kiilonb6z6 sejtjeiben az dsztrogének hatasmechanizmusanak kutatasaval. Az alabb bemutatott
kisérleteinkben mi azt a célt tiiztlk ki magunk elé, hogy jobban megismerjik az 6sztrogének
hatdsmechanizmusat és fiziologia jelentdségét a kozponti idegrendszerben.

Klasszikus genomialis hatasok

Az E2 klasszikus osztrogén receptorokon (ERa, ERp) keresztil megvaldsuld un.
klasszikus direkt genomikus hatasai lassan indulnak be (6rak, napok) és hosszu tavon fejtik ki
hatasukat a kiilonb6z6 sejtekben. Ezekben a folyamatokban az E2 lipofil tulajdonsagai miatt
koénnyedén atlépve a sejt membranon kapcsolodik az ¢sztrogén receptorokhoz. Az inaktiv
dsztrogén receptor pontos helye nem ismert, feltehetleg a citoplazméban talalhaté és hé
sokk fehérjékhez valamint chaperon, co-chaperon molekulakhoz kotédik. A hé sokk fehérjék
az 0sztrogén receptorok E2-vel vald kotédése utan létrejovo receptor konforméacio valtozas
miatt levalnak a receptorrél, aminek kovetkeztében a receptor aktivalddik, dimerizalodik és
transzlokalodik a sejtmagba. A dimerizalt 6sztrogén receptor komplex sz&mos magi receptor
koaktivatorral interakcioba lép igy a c-AMP response element binding protein (CREB)-
binding proteinnel (CBP-vel). Az dsztrogen receptor dimer kdzvetlenul a DNS kot6 egységen
keresztul kotédik a cél gén DNS szakaszanak a promoter regidjaban talalhaté palindrom
szekvencidhoz, az 0sztrogén responsive element (ERE)-hez, vagy a koaktivatorok
segitségével transzkripcids faktorokon keresztill (AP-1, CREB) kozvetetten hat az adott gén
transzkripcidjara.

Az E2 nem-klasszikus intracellularis és membran hatésai

A kozvetlen genomialis hatason kivil az utobbi évtizedekben ismertté valt egy joval
gyorsabb akar masodperceken belil létrejové mechanizmus, amit az E2 az ioncsatornakon és
az intracellularis jelatviteli molekulakon keresztul valosit meg. Ezeket a hatdsokat az
irodalom eleinte nem-genomialis hatasként aposztrofdlta. Azonban ez az elnevezés
felrevezetd, mivel az intracellularis folyamatok minden esetben genomialis hatdsokhoz
vezetnek. Ezért a tovabbiakban ezeket az E2 indukalta gyors folyamatokat indirekt
genomialis vagy nem-klasszikus hatasoknak hivjuk.

A nem-klasszikus E2 folyamatokkal foglalkozo kisérletekben kimutatték, hogy az E2
adasa gyorsan 15 masodpercen belil néveli a cAMP szintet, ami azonnal aktivalja a protein
kinaz A-t (PKA), ezen kivil indukalja az extracelullar regulated kinasel/2 (ERK1/2) és az
Sos, Ras, Raf jelatviteli molekuldkat, valamint aktivalja a kalcium kalmodulin Kkinazt
(CaMKII) és a foszfatidilinositol-3-OH kinazt (PI3K). Ezaltal az intracellularis jelatvitel
végpontjaiban 1év kulcsfontossagu transzkripcios faktort a CREB-et tudja miikodésbe hozni,
amit a molekula foszforilaciéja mutat. Elektrofizioldgiai és képalkotd Ca** mérések
megmutattak, hogy az E2 képes az intracellularis Ca®* szint emelésére is. Az E2 gyors nem-
klasszikus hatast gyakorol a neuronok membran potencidljara és akcios potencialjanak
frekvencidjara. A nem-klasszikus E2 szignalizacié egyik fontos kérdése mar tébb mint
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harminc éve, hogy mely receptorok felelések az E2 gyors hatdsaiért. Ezekben a
folyamatokban tobb receptor fajta is felmerilt. A kisérletek egy része azt mutatta, hogy a
nem-klasszikus folyamatokat a membran kaveoldkban a caveolin-scaffolding proteinhez
kot6d6  klasszikus Osztrogen receptorok iranyitjak a metabotrop glutamat receptorok
aktivacidjan keresztil. Egyes Kisérletsorozatokban ismeretlen szerkezetii membran
receptorok, mint az ER-X és az STX receptorok, is felvetédtek. Kiderilt, hogy az E2 egy g
protein kapcsolt receptorhoz (GPR30 Uj nevén GPERL1) is képes kotodni és ezen keresztil
aktivalni az intracellularis jelatvivé palyarendszereket.

Korabbi sejtmembran impermeabilis E2-vel végzett kisérletek megmutattak, hogy a
membran 6sztrogén hatasok feltehetdleg részt vesznek az olyan szexualis magatartasformak
kialakitdsaban, mint a lordozis. Transzgenikus egerekkel valo kisérletek valoszinisitették a
nem-klasszikus hatdsok szerepét az E2-nek a hypthalamus-hipofizis gonad tengelyre
gyakorolt negativ visszacsatoldsdban. Azonban a kdzponti idegrendszerben az E2 nem-
klasszikus hatasmechanizmusanak fizioldgiai jelentésége korantsem tisztazott, ezért tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Az E2 hatésai kozponti idegrendszerben: a nemi dimorfizmustol a neuroprotekcioig

Az E2 szamos hatéssal rendelkezik a kozponti idegrendszerben a sziiletést6l kezdve egészen
az 1d6s korig. Az E2 részt vesz az agy nemi differencialodasanak szabalyozésaban és felnétt
korban a szaporodas kozponti idegrendszeri szabalyozdsdban a ,,processzor” sejtek, a
gonadotrop releasing hormon (GnRH) neuronok funkcidinak befolydsolasan keresztil.
Erdekes modon azonban ennek a rendkiviili jelentdségii hormonalis visszacsatolasnak a
mechanizmusa maig nem tisztazott pontosan. Ezen kivil az E2 szabalyozza a basalis el6agy,
a hippocampus, az agykeéreg, a striatum, az agytdrzsben a locus coeruleus és a gerincveld
mitkodését. Ezaltal az E2 részt vesz a kognicio, a hangulat, a lokomocio és a fajdalom
szabalyozésaban is. Az E2 jol ismert, jelentds neuroprotektiv potenciéllal rendelkezik példaul
olyan, az Alzheimer kdrban is érintett neuronokon, mint a kolinerg neuronok, azonban a
hatasmechanizmus itt sem tisztazott. Az E2 sejteket védo tulajdonsagainak targyalasanal,
mindenképpen meg kell emliteni a fitodsztrogéneket, mivel taplalékunk szerves
alkotorészeiként jelentds hatast gyakorolnak szervezetiink miikodésére és interferalhatnak az
endogén E2 hatdsaival. A szb6ja, aminek az egyik f6 alkotorésze a genistein, az egyik
legtobbet hasznalt fitoosztrogén forrds az emberi taplalkozasban, kulondsen a
csecsemotaplalasban. A genisteinnek jél ismert a sejtet védé szerepe, azonban a posztnatalis
genistein expozicid6 hatadssal van az agy szexdifferencidlédasara és a szexudlis
magatartasformak kialakuldsara. A genistein Gsztrogénszeri hatasat a klasszikus 0sztrogén
receptorokon keresztul valdsitia meg, de a fejlédd agyra gyakorolt molekularis
hatdsmechanizmusa nem ismert.

Az osztrogének protektiv tulajdonsagai j6 alapot szolgéaltattak a posztmenopauzalis
korban fellép6 problémak kezeléséhez. Azonban az utébbi évtizedben az egyik legatfogdbb
Women’s Health Initiative (WHI) 6sztrogén kezeléssel foglalkozd multicenter klinikai
vizsgalatsorozata kimutatta, hogy a hormonp6tlé terdpia (HPT) korantsem veszélytelen.
Konjugalt 6sztrogén és egy szintetikus progeszteron készitmény krénikus alkalmazasa soran
ugyanis kiderilt, hogy a kezelés emelte a dementia, a stroke és a mélyvenas trombozis
kialakulasanak a rizikojat, valamint novelte a rosszindulati melldaganatok és a sziv-
koronaria betegségek megjelenésének valdszintiségét posztmenopauzalis korban 1€vé nékon.
Ezek az eredmények arra késztették a vilag 0sztrogén kutatast folytatd laboratériumait, hogy
tobb hangsulyt fektessenek az E2 hatasmechanizmusainak jobb megértésére. Ezért az addig
kevéshé kutatott teriiletek, igy példaul a nem-klasszikus hatasok, megismerését egyre tébb
kutatocsoport tlizte zaszlajara, amely kutatdsi iranyhoz mi is csatlakoztunk. A kdzponti
idegrendszerben az E2 nem-klasszikus hatésait egy-sejt szinten kezdtik el tanulmanyozni és
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két, az Osztrogen hatds szempontjabol kiemelkedd jelentéségii neuronalis fenotipust
szemeltink ki, a fertilitst iranyit6 gonadotrop realising hormon (GnRH) neuronokat és a
memoria valamint a kognitiv folyamatokban kdzponti szerepet jatszo kolinerg neuronokat.

. Célkitiizések

Kisérleteink els6 felében feltérképeztiik az agyban az E2 nem-klasszikus hatasait anatémiai
terletenkeént. Ezt kovetéen egy-sejt szinten megvizsgaltuk az E2-nek a GnRH és a kolinerg
neuronok jelatvivé palyarendszereire gyakorolt nem-klasszikus hatdsmechanizmusat és
fiziologias szerepét. A munkak részletes célkitlizései tehat a kovetkezok voltak:

1. A CREB és az ERK1/2 foszforilacidjat indikatorként hasznalva feltérképeztik az
Osztrogének gyors hatésait a kdzponti idegrendszerben és megvizsgaltuk a folyamat
klasszikus 6sztrogén receptor fliggdségét.

2. Megvizsgéltuk az E2 nem-klasszikus hatasait a CREB foszforilacidra és ennek
mechanizmusat a GnRH neuronokon.

3. Meghataroztuk a CREB szerepét az E2-nek a GnRH neuronra gyakorolt negativ
visszacsatolasaban.

4. Megvizsgéltuk az EZ2-indukélta nem-klasszikus jelatviteli folyamatokat basalis
eléagyi kolinerg neuronokon.

5. Meghataroztuk az E2 neuroprotektiv hatasat és megvizsgéltuk a nem-klasszikus
folyamatok szerepét az E2-indukalta neuroprotekcioban basalis eléagyi kolinerg
neuronokon.

Vizsgalatainkat egereken és patkanyokon végeztilk és Kisérleteinkben immunhisztokémiat,
hisztokémiat, konfokalis pasztazo lézer mikroszkdpiat, egy-sejt elektrofizioldgiat, képalkotd
egy-sejtes Ca®* méréseket, transzgenikus technoldgiat és é16 sejten megvalosulo egy-
molekula detekcids mikroszképiat alkalmaztunk.

I1l.  Eredmények és kovetkeztetések

1. Az osztrogének gyors hatasa a CREB és az ERK1/2 foszforilacidora a kdzponti
idegrendszerben in vivo (7, 11, 12, 13)

Elsé kisérletsorozatunkban arra kerestllk a valaszt, hogy az E2 egyszeri injekcidja mely
teruleteken okoz gyors nem-klasszikus hatasokat a CREB és az ERK1/2 foszforilacioban him
és noéstény egerek kozponti idegrendszerében. Ezekben a Kkisérletekben a jelenségek
klasszikus 6sztrogén receptoroktol valo fiiggdségét is meghataroztuk ERa vagy ERP receptor
ERo/ERB KO egereken. Megvizsgaltuk tovabba azt is, hogy a jol ismert fitodsztrogén, a
genistein rendelkezik-e E2-szeri nem-klasszikus hatdsokkal a kozponti idegrendszerben
neontalios korban 1évd patkanyokon.

A klasszikus 6sztrogen receptorok alapvetd szerepe az E2 gyors hatdsaiban

Kisérleteink megmutattak, hogy az E2 gyorsan, 15 percen belil kepes foszforilalni a CREB-
et és az ERK1/2-t az agy kiilonboz6 teriiletein. Az ERaKO, ERBKO és ERo/ERf KO
egerekkel végzett kisérleteink egyértelmii bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy az E2 nem-
klasszikus hatasai, mint a CREB foszforilacio, a klasszikus 6sztrogén receptoroktdl fliggenek.
A medialis spetum (MS) vizsgalatanal, amely terlileten javarészt ERB mutathato ki, azt
kaptuk, hogy a CREB foszforilacio az ERpB-tol fugg. A ventro-medialis mag ventro-lateralis
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részében (VIVMN), amely f6leg ERa-at expresszal, az E2 nem-klasszikus hatdsa viszont az
ERa-t6l fiigg. Erdekes médon a hippocampus CREB foszforilacioja az ERp-an keresztiil
torténik. A caudatum-putamen és a cingularis cortex (gCTX) teruletén, ahol az 6sztrogén
receptorok szdma alacsony, nem tudtunk kimutatni E2 indukalta CREB illetve ERK1/2
foszforilaciot. Az MPN vizsgalata szintén megerdsitette az E2 nem-klasszikus hatasanak
klasszikus 0sztrogén receptoroktdl valo fuggdségét. Ezen a teriileten, mindkét Gsztrogén
receptor tipus, az ERa és az ERJ is jelentds expresszids intenzitdst mutat. Ugyanitt azonban
az egyik illetve a masik 6sztrogén receptor kiltése nem volt hatassal az E2 indukalta CREB
foszforilacidra. Ez a jelenség arra utalhat, hogy a két receptor kompenzélhatja egymaés
hianyat. Valoban dupla génkiiitétt ERo/ERB KO egerekben megfigyelhetd, hogy az E2
képtelen volt foszforilalni a CREB-et az MPN-ben. Korabbi in vitro vizsgalatok is
megerdsitették az ERa és ERp felcserélhetdségének a lehetoségét. Ezek az adataink tehat az
elsé in vivo bizonyitékot szolgéltattdk arra vonatkozoOlag, hogy barmelyik Klasszikus
0sztrogén receptor részt vehet az E2 nem-klasszikus hatasaiban.

A CREB foszforilacidval ellentétben azt taldltuk, hogy az E2 indukalta ERK1/2
foszforilacibhoz mindkét receptor jelenléte szikséges. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy az E2 kivaltotta ERK1/2 aktivaciohoz az ERa és ERP heterodimer
formécioja kell, amit tobb transzkripciés mechanizmusban korabban leirtak. Erdekes modon
az ERp hidnya az ERK1/2 alapfoszforilacidjat is befolyasolta kiserleteinkben. Metodikai
okbol kifolyolag csak az MPN-re és a gCTX-re korlatozodtak méréseink az ERK1/2
aktivacio vizsgalatdban. Eredményeink azonban azt mutattak, hogy az E2 indukélta ERK1/2
foszforilacid ezeken a terlleteken a CREB aktivacional megfigyelteknél komplexebb modon,
de az 0sztrogén receptoroktol fligg.

Nemi kilonbségek az E2-indukalta CREB és ERK1/2 foszforilaciora az agy kiilonbézd
tertletein

Kisérleteinkben egyértelmii nemi kilonbségeket tapasztaltunk az E2 nem klasszikus
hatasaiban mivel az E2 nem foszforilalta sem a CREB-et sem az ERK1/2-t az MPN-ben és a
VvIVMN-ben himekben. A korabbi kisérletek szerint ezek a teriletek részt vesznek a szexualis
magatartasformak nemi kilonbségének kialakitdsdban. Az MPN szamtalan kémiai és
strukturalis nemi dimorfizmussal rendelkezik, aminek szerepe lehet a him nemi szaporodési
magatartasformak kialakitasaban. Ezek a nemi kildnbségek abbdl fakadhatnak, hogy az
MPN-ben az 0Osztrogén receptorokat expresszaldo neuronok sz&ma illetve az @sztrogén
receptort expresszald neuronok fenotipusa nemi kiilonbséget mutat. Az &sztrogén receptor
KO egereken elvégzett kisérleteink azt igazoltak, hogy a nem-klasszikus hatasok a klasszikus
0sztrogén receptoroktol fliggenek, vagyis elképzelhet6, hogy az Osztrogén nem-klasszikus
hatasaiban megfigyelt nemi kilénbségeket az eltéré Gsztrogén receptor eloszlas okozza. Az
MPN-t61 eltéréen joval kevesebb nemi kildnbség mutatkozik a vIVMNmiikodésében. Ennek
a teruletnek az 6sztrogén indukéalta nem-klasszikus hatasa az ERa-t6l fuigg, ezért elképzelhetd
itt is, hogy a nemi kilonbségért az Gsztrogeén receptor expresszio felelés. Ezen a terlleten
azonban a néstények és a himek egyenl6 aranyban expresszaljak az ERo-t. Ezért lehetséges,
hogy az dsztrogén receptor sejtmag felé iranyulod jelatvitelében vannak nemi kiilonbségek a
VIVMN-ben. Mivel ez a terllet fontos szerepet jatszik a lordozis szabalyozasaban valoszinii,
hogy az E2 indukélta nem-klasszikus hatdsok szerepet jatszanak a néstények szaporodasi
magatartasformainak kialakitasaban.

A hippocampus CALl-es régidjaban és az MS-ben nem talaltunk nemi killénbségeket
az E2 nem-klasszikus hatasaban. Korabbi hippocampusban végzett elektrofizioldgiai
vizsgélatok is aldtamasztottak ezt. Azonban az bizonyos, hogy az ERf a hippocampus CA1-
es régiojaban a CREB foszforilacioban fontos szerepet jatszik. Mivel a hippocampusban
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relative alacsony az ERp expresszio, ezeért feltételezhetd, hogy ez a hatds kozvetett médon az
erre a teruletre iranyul6 0sztrogén szenzitiv bemeneteken keresztil jon létre.

A genistein nem-klasszikus hatasai a neonatalis agy hypothalamusaban

Vizsgélatainkban igazoltuk, hogy az E2-h6z hasonléan a genistein is képes a
hypothalamusban, az anteroventral-periventricular nucleusban (AVPV-ban) és az MPN-ben a
CREB foszforil&cié novelésére neonatalis korban. Fontos megemliteni, hogy ezt a hatast egy
olyan dozirozassal értiik el, aminek a legmagasabb koncentracidja is alacsony dézisnak
szamit az emberi taplalkozasi adatok szerint csecsemdkorban. A jelenlegi kisérleti
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a genistein CREB foszforilaciot indukald
hatasa az AVPV-ben és az MPN-ben szerepet jatszhat a feln6tt korban megfigyelhetd
genisteinnel  Osszefiiggésbe hozhatd fertilitdsi és szexualis magatartasi anomaliak
kialakulaséaban.

2. Az E2 nem-klasszikus hatasai a GhnRH neuronokon (2,9,14,12)

Az E2 visszacsatolas egyik alapveté cél neuron csoportja a GnRH neuronok, melyek a
fertilitas iranyitdsanak “processzor” sejtjei. Ebben a kisérletsorozatban az E2 gyors, nem-
klasszikus hatésait vizsgaltuk a GnRH neuronok membranpotencialjara, az intracellularis
Ca’* szintjére, a CREB foszforilaciora és az abban részt vevd jelatviteli rendszerekre.
Kisérleteinket vad tipust, GnRH specifikus ERB génkiiitétt (GnRH- ERB KO), és GnRH
specifikus genetikailag kodolt Ca** indikatorral rendelkezé (GnRH-pericam) valamint GnRH
neuron specifikus GFP-t expresszalé egereken végeztiik, immunhisztokémiai, Ca®>* imagaing
és egy-sejt elektrofizioldgiai vizsgalatok segitségevel.

Az E2 nem-klasszikus hatasa emeli a Ca?* tranzienseket a GnRH neuronokban

A sejtek jelatvivé Gtvonal halozatanak egyik legfontosabb eleme a Ca®* mely igen sok
jelatvivé molekula miikodését szabalyozza. A vizsgélataink megmutattdk, hogy az E2
egyértelmiien novelte a Ca®* tranziensek szamat a GnRH neuronokban GnRH-pericam
egerekben. Az ERPKO allatokkal és az 0Osztrogén receptor antagonistakkal elvégzett
kisérleteink azt is megmutattak, hogy az intracellularisan elhelyezkedd ERa-an keresztiil az
E2 emeli a Ca** tranziensek mennyiségét a GnRH neuronokban. Mivel ERo nem talalhato a
GnRH neuronokban ezért elképzelhetd, hogy az E2 interneuronokon keresztiil éri el a hatast.
Ez a feltevés és az a megfigyelés, hogy a Ca’* tranziens emelkedés nem fiiggott az akciés
potencial dependens szinaptikus neurotranszmissziétol, arra engedett kdvetkeztetni, hogy az
E2 Ca®* tranziensekre gyakorolt hatésaiban a GnRH neuronok akciés potenciél fiiggetlen
GABAerg szabalyozasa is szerepet jatszhat. Ezt a hipotézisinket alatamasztotta az a kisérlet,
amelyben GABAA receptor antagonista és TTX jelenlétében az E2 hatasat gatolni tudtuk. A
masodik kisérletiink tovabb erésitette ezt az elképzelésiinket, mivel azt kaptuk, hogy az E2
képes ndvelni az miniatur inhibitorikus posztszinaptikus &ramot (mIPSC-t) a GnRH
neuronokban, vagyis az E2 képes novelni a GnRH neuronokat célzd, akcios potencidl
fuggetlen GABA felszabaduldsat. Kimutattuk, hogy ez a mechanizmus a nem-klasszikus
hatdsokhoz kotédik, mivel nem fligg a géntranszkripcidtol, és azt is, hogy valamilyen
mechanizmus szerint az IP3 receptoroktol fugg.

Az E2 a PKA/CaMKII-ERK1/2 szignaltranszdukcios rendszeren keresztiil aktivalja a CREB-
et a GnRH neuronokban

A Ca?* tranziensek novekedése jelentSsen emeli a CREB foszforilacié mértékét a sejtekben,
ezért valdszintisithetd, hogy az E2 adasa emeli a CREB foszforildciét a GnRH neuronokban.
Valdban, in vivo Kisérleteinkben megmutattuk, hogy az E2 gyorsan (<15 perc), dozisfiiggd
modon ndvelte a GnRH neuronokban a CREB foszforilaciot és ez 1 dra illetve 4 6ra mulva is
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megfigyelheté volt. Erdekes mddon ez a foszforilacio a him allatokban hianyzott és az alap
foszforilacids szint is nagyobb volt a CREB-nél a him GnRH neuronokban, ami a GnRH
neuronok szignaltranszdukcids Gtvonalainak szexdimorfizmusara utal.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy milyen jelatviteli ttvonalak allhatnak
ennek hatterében. Az E2 indukélta ERK1/2 foszforil&cid tranziensnek adddott, 15 percnél
érte el a maximumat, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az ERK1/2 foszforilacid
megeldzi, ¢és talan befolydsolhatja a CREB foszforilaciot. Ezt a feltevésiinket a MEK1/2
inhibitorral tortént in vitro kisérleteink megerésitették. Tovabbi in vitro kisérleteink azt is
megmutattak, hogy a PKC jelatvivo rendszerrel ellentétben a PKA és a CaMKII alapvetd
szerepet jatszanak az E2 kivéaltotta CREB és ERK1/2 foszforilacioban.

Az E2 nem-klasszikus hatasanak tamadaspontjai a GnRH neuronban: ERK1/2, mint
koincidencia detektor

Mivel az ERKL/2 foszforilacié a
transzszinaptikus aktivacio részeként
johet létre, ezért feltételeztlik, hogy az
E2 transzszinaptikusan véltja ki az
ERK1/2  foszforilaciot a GnRH
neuronban. Megfigyeltlk, hogy TTX és

glutamat/GABAA receptor blokkold ERWP

egylttes alkalmazésakor az E2 nem o © 00 © Extracelluléris tér
volt hatassal az ERK1/2 foszforilaciora °

a GnRH neuronban. Ez arra enged ° ® ..

kovetkeztetni, hogy az E2 indirekten
hat az ERK1/2 és a CREB
foszforilaciéra a GnRH neuronban. Az
elektrofizioldgiai kisérletek eredményei

)\ &

alapjan feltételeztiik, hogy az E2 az oy, A clopizma
akcios potencidl fuggetlen GABAerg IP3R \ !e / —
neurotranszmisszio feler6sitése révén

modulélja a jelatviteli rendszereket a ERg2

GnRH neuronokban. Erdekes médon a \ l

GnRH-ERp egereken végzett < '@

Kisérleteink azt mutattak, hogy az E2 CRigy

indukalta CREB és ERK1/2

foszforilacio a GnRH-ban 1évé ERB-t6l  1.dbra A nem-klasszikus ~Osztrogén hatasok lehetséges

fugg. Ez a megfigyelés azt igazolja,
hogy az E2 az ERK1/2-n és a CREB-en
megfigyelt nem-klasszikus hatésat
kdzvetlenil a GnRH neuronra hatva az
ERB-an  keresztul  fejti  ki. A
transzszinaptikus blokkoldkkal kapott
kisérleti adatainkkal egybevetve arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy az E2
jelatvivo rendszerekre gyakorolt hatasa
a GnRH neuronokban kozvetlenil az

mechanizmusai a CcAMP response element binding protein
(CREB) foszforilaciot szabdlyozo  intracelluldris jelatvivo
rendszereken GnRH neuronban. Az E2 az interneuronokban lévé
Osztrogén receptorokon keresztil a GABA vagy a glutaméat
neurotranszmisszion at Ca®* tranziens emelkedés kdzvetitésével
néveli a CREB foszforilaciot. A masik utvonal az ERB-&n
keresztiil az ERK1/2 illetve a CamKIl és a PKA kozvetitésével
torténik. Az ERKI1/2 koincidencia detektorként miikodik.
Roviditések: PKA: protein kinaz A, MAPK: mitogen-activated
protein kindz, E2: 178 dsztradiol, CaM: calmodulin, CaMKII:
calcium calmodulin kindz 1l, ERKZ1/2: extracellular signal
reaulated kinaz. IP3R: inositol 3 foszfat receptor.

ERB-an keresztul és ezzel parhuzamosan kozvetetten transzszinaptikusan is érvényesiil.
Ebben a modellben Ugy képzeljuk, hogy az ERK1/2 foszforilaci6 a GnRH neuronban egy
koincidencia detektor, aminek aktivalasahoz mind a direkt ERB-an keresztul megvaldsulo E2
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hatas, mind az indirekt E2 indukéalta GABAerg szinaptikus transzmisszié jelenléte sziikséges
(1. &bra).

Az E2 indukalta CREB foszforilacid fizioldgiasan relevans jelenség

Az E2 nem-klasszikus hatasainak vizsgalatiban az egyik alapvetd kérdés, hogy van-e
fiziologiai relevancidja a jelenség meglétén tul. Kisérleteink azt mutattdk, hogy a GnRH
neuronokban a CREB és az ERK1/2 foszforilacié magasabb volt az aloperélt didsztruszban
1év6 allatokban, mint az ovariektomizaltakban. Ez az eredmény azt sugallja, hogy az endogeén,
fiziologiasan a vérplazméban jelen 1évé E2 modulalni tudja az ERK1/2-CREB jelatvivo
halozatot a GnRH neuronban. In vitro kisérleteinkben fiziologias koncentracioju E2 adasa is
emelte a CREB foszforilaciojat a GnRH neuronokban, ami valosziniisiti, hogy ez a jelenség
1étrejohet a kozponti idegrendszerben a keringésben 1évo fizioldgias E2 szint hatasara is.

Az itt bemutatott kisérletsorozatot nagyrészt ovariektomizalt ndstény egereken
végeztik és nagy dozisu egyszeri E2-vel kezeltiik Oket. Ez valdjaban egy E2 negativ
visszacsatoldsos modell is egyben, ami azt sugallja, hogy a nem-klasszikus folyamatok az
6sztrogén GnRH neuronokra gyakorolt negativ visszacsatolasaban is jelen vannak. Korabbi
kisérletek az ERa szerepét valdszinlsitik az E2 visszacsatoldsokban, azonban a GnRH
neuronok ERp-at expresszalnak, ami azt jelentheti, hogy a nem-klasszikus folyamatok
transzszinaptikus modon, az ERa-4n keresztil vehetnek részt a GnRH visszacsatolasos
szabalyozédsaban. Az E2 indukalta nem-klasszikus folyamatok direkt és indirekt hatassal
rendelkeznek a GnRH neuronokon, ami az sugallhatja, hogy az E2 GnRH neuronra gyakorolt
negativ visszacsatoldsos mechanizmusaiban a kozvetett és kozvetlen hatasoknak egyarant
szerepe lehet.

Kisérleteinkben az ERK1/2-t és a CREB-et valamint a pERK1/2-t és a pCREB-et
expresszalé GnRH neuronok szdma alacsonynak mutatkozott, aminek egyrészt metodikai
okai vannak, mivel az immunperoxidaz hisztokémia detekcids kiiszobe miatt nem minden
molekula tehet6 lathatova egy bizonyos expresszios szint alatt. A kapott adatok azt is
mutatjak, hogy nem minden GnRH neuron valaszol ugyanigy az E2 alkalmazasara. Ezt
tdmasztja ala, hogy a pERK1/2-t és a pCREB-et expresszalé GnRH neuronok nagy részét az
rPOA-ban talaltuk az E2 kezelés utdn. Az rPOA-ban 1évé GnRH neuron populécié az un.
“surge” sejt csoport, ami kritikus szerepet jatszhat a preovulatorikus gonadotropin “surge”-
ben. Annak ellenére, hogy e neuron csoport szerepe a negativ visszacsatolasban nem ismert,
kisérleteink megmutattak, hogy az ERK1/2 és a CREB foszforilacié tanulmanyozéasa
segitséget nyujthat a GnRH neuronok kozoétti funkcionalis killonbségek megtalalasaban.

3. A CREB szerepe az 0sztrogén indukalta negativ visszacsatolasban a GnRH
neuronokon (3)

Az el6z6 kisérletekbdl lathatd, hogy az E2 foszforilalja a CREB-et a GnRH neuronban. A
kdvetkez6 kisérletsorozatban ennek a hatasnak a fiziologiai relevancidjat tanulmanyoztuk.
Ezért a kisérletekben GnRH specifikus CREB KO (GnRH-CREB KO), global-CREM KO
(melynek minden sejtjéb6l hianyzik a CREM) és GnRH-CREB KO/global-CREM KO (a
GnRH neuronbdl hidnyzik a CREB és CREM is) egerek alkalmazasaval megvizsgaltuk, a
pubertds megjelenését, az 0sztrusz ciklus valtakozasat, a termékenységet és az E2 negativ
visszacsatolasdt a GnRH neuronokon. Tovabba konfokalis pasztazd lézermikroszkop
(KLSM) segitsegevel megvizsgaltuk a mutans egerekben a GnRH neuron morfologiajat.

GnRH neuronok szdma a CREB mutans egerekben

Az egyik erdekes fenotipus a global CREM KO egerekneél adodott, amelyekben valamivel
megemelkedett a GnRH neuronok szama. Ezekben a vizsgalatokban nem eldonthetd, hogy a
novekedes a GnRH peptid koncentracidjanak vagy a GnRH neuron szamanak tenyleges
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emelkedése miatt kdvetkezett be. Az emelkedés nem mutatott anatomiai specificitast a GnRH
neuron anatomiai kontinuman (MS, rostralis preopticus area (rPOA), anterior hypothalamicus
area (AHA)), ezért feltehet6leg nem a GnRH neuron migréacidjaban bekdvetkezett valtozdsok
tehetok feleldssé.

Az idegrendszerben a CREB-r6l koztudott, hogy rengeteg folyamatban jatszik
kulcsszerepet, kezdve a sejtek tulélésének szabalyozasatol egészen a memdria folyamatokig.
Erdekes modon azonban kisérleteinkben a GnRH neuronok embrionalis kortol valé6 CREB
delécidja relative kis hatassal rendelkezik, pl. a GnRH neuronok épen maradtak és nem
pusztultak el. Ugyan megfigyelheté valamekkora deficit a reproduktiv funkciokban, de a
GnRH neuronok GnRH peptid szintetizal6 képessége fennmarad és az allatok fiatal korban
fertilisek. Korabbi vizsgalatok azt is megmutattak, hogy a GnRH neuronok legalabb 65%-at
kell ahhoz Kiirtani, hogy a fertilitds csokkenjen. Ezek szerint Kisérleteinkben a GnRH
neuronok legal&bb 35 %-a megfeleléen mitkodik a CREB/CREM mutans egerekben.

A pubertas, az 6sztrusz ciklus és a termékenység a CREB muténs egerekben

pubertas idozitését. Azonban felndtt korban a GnRH-CREB KO egerekben (CREM
delécioval vagy anélkil) az dsztrusz ciklus dinamikaja megvaltozott és hosszabb id6t toltott
didsztruszban és rovidebbet 6sztruszban az allat. Erdekes modon ez a megzavart Gsztrusz
ciklus és a negativ visszacsatolas nem volt hatassal az egerek termékenységére az els6 hat
honapban a mutans egerekben, ami arra utal, hogy a GhnRH-CREB KO egerek ovulacidja
nem érintett.  Minddssze az torténhetett, hogy a megvaltozott GnRH/LH kimenet
megzavarhatta az 6sztrusz ciklus integritdsat a mutans egerekben. A 6. hdnap utan azonban a
GnRH-CREB KO egerek (CREM delécioval vagy anélkul) nem produkaltak tébb utédot, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a GnRH neuronokban a CREB delécidja felgyorsitja a
reprodukcios 6regedést.

Negativ 6sztrogén visszacsatolas CREB mutans egerekben

Korabbi kisérletiink, ahol megmutattuk, hogy az E2 gyorsan foszforilalja a CREB-et a GnRH
neuronban ovariektomizalt allatban, azt sugallta, hogy a gyors hatasnak lehet valamilyen
szerepe az E2 negativ visszacsatolasdban. A CREB mutans egereken elvégzett negativ
visszacsatoldsos Kisérletek alatamasztottak ezt a feltevésiinket, mivel a GnRH-CREB KO
egerekben az E2 nem tudta az ovariektdmia indukélta LH emelkedést visszaszoritani. Ezek
alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a CREB fontos szerepet jatszik a GnRH
neuronok akut &sztrogén visszacsatolasdban. Az is valdsziniisithetd, hogy a CREM képes
kompenzalni a CREB veszteséget az ovariektomia indukalta LH emelkedésben, mivel ez
jelentésen kisebb volt a GnRH-CREB KO/global CREM KO egerekben, mint a GnRH-
CREB KO egerekben. Léathatd volt meég, hogy a CREB-en kiviil mas jelatvivé rendszer is
szerepet jatszhat a negativ visszacsatolas szabalyozasaban mivel a bazalis LH szint és az
ovariektomia indukalta LH emelkedés is normalis értéket mutatott a GnRH-CREB KO
allatokban. Ez a CREB mellett miikodé jelatvivo rendszer meglétét valosziniisiti ezekben a
folyamatokban.

A GnRH neuronok morfolégiaja CREB KO egerekben

Az el6zd kisérletek azt mutattdk, hogy a CREB fontos szerepet jatszik az E2 indukalta
dendritikus atrendez6désekben és a somaticus tlske kialakuldsdban a hippocampusban.
Mivel az E2-r6l ismert, hogy szabalyozza a GnRH neuron somaticus és dendrit tiiskéinek
denzitasat, megvizsgaltuk, hogy a GnRH neuron CREB delécidja, hogyan hat a somaticus
tiskék morfologiajara. A KLSM-en tortént vizsgalatok a somaticus tliske szam 50%-0s
csokkenését mutattdk a GnRH-CREB KO allatok GnRH neuronjaiban. Ez a megfigyelés azt
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jelzi, hogy a somaticus tlskék szdmanak a csdkkenése valdsziniileg csokkenti az efferens
bemenetek szamat, mely a negativ visszacsatolas defektusahoz vezethet a GnRH neuronban.

4. Nem-klasszikus dsztrogén hatasok a basalis el6agyi kolinerg neuronokban

Kovetkez6 vizsgalatainkban arra kerestik a valaszt, hogy az E2 milyen nem-klasszikus
hatasokkal rendelkezik egy-sejt szinten a basalis el6agyi kolinerg (BEK) neuronokon.
Ezekben a vizsgalatokban vad tipust és ERa illetve ERB KO valamint kolinerg GFP egereket
hasznéltunk, ahol a GFP molekula a basalis el6agyi kolinerg neuronokban expresszalodott. A
méréseket in vivo valamint in vitro talél6 agyszeleteken és feln6tt €16 idegsejten végrehajtott
nagy felbontasu ¢és valos idejii egy-molekula detekcids mikroszkdpidval, kvantitativ kettds
jeloléses immunhisztokémiaval végeztuk.

Egy-molekula detekcids mérések é/6 BEK neuronok neutrofin receptorain

A neutrofin receptorok, killéndsképpen a TrkA receptorok alapvet szerepet jatszanak
a kolinerg neuronok funkcidinak szabalyozasaban és reszt vesznek az ERK1/2/CREB
szignaltranszdukcids rendszer aktivaciojaban. Korabbi PC12-es sejteken vegzett egy-
molekula detekcios vizsgalatok kimutattak, hogy a TrkA receptorok tranziensen
immobilizalodnak és ekkor torténik meg a receptorok foszforilacioja és a Ras/Raf interakcio,
ami aktivélja a receptorokhoz kapcsolt jelatvivé ttvonalakat, mint a MAPK rendszert. Egy-
molekula detekciés méréseink megmutattak, hogy a felnétt kolinerg neuronokban a TrkA
egymast. Kimutattuk, hogy az E2 a TrkA receptor ligandjahoz az NGF-hez hasonléan néveli
a TrkA receptor molekula immobilizacioval eltoltott idejét. Mivel a TrkA receptor aktivacidja
az immobilis szakaszban kdvetkezik be, ez a megfigyelés arra enged kdvetkeztetni, hogy a
TrkA receptor az E2 hatdsara a kolinerg neuron membréanjaban aktivalddik. Ennek a
jelenségnek fontos szerepe lehet a kolinerg neuronok szignéltranszdukciés miikodésének
szabalyozédsdban is. Tovabbi kisérletek sziikségesek a folyamat receptor fliggdségének
eldontéséhez.

Az E2 kozvetlenil foszforilalja a CREB-et a BEK neuronokban

A kettés jeloléses in vivo immunhisztokémiai kisérleteink egyértelmiien
megmutattdk, hogy az E2 gyorsan képes foszforilalni a CREB-et a BEK neuronokban. A
kdzponti idegrendszerben a CREB mind transzszinaptikusan, mind pedig direkten az adott
sejtre hatdé folyamatok révén foszforilalddhat. In vitro talélé agyszeleteken elvégzett
kisérleteink azt valosziniisitik, hogy az E2 kozvetleniil foszforilalja a CREB-et a BEK
neuronokban, mivel a TTX alkalmazéasa hatéstalannak bizonyult. Ugyanakkor megemlitendd,
hogy ebben az esetben nem gétoltuk az akcids potencial fliggetlen neurotranszmissziét, mely
jelentds szerepet jatszik a GnRH neuronokkal szinaptikus kapcsolatot létesitd6 GABA
neuronoknal.

A CREB foszforilacié dinamikaja

Az E2-indukalta CREB foszforilaciot az idegrendszerben sok terlleten leirtak, azonban
kevés figyelmet szenteltek a folyamat idegsejt specifikus jellegének kimutatasara. Korabbi
kisérleteinkben megmutattuk, hogy az E2 képes a GnRH neuronokban az ERB-an keresztil
foszforilalni a CREB-et és most igazoltuk, hogy az E2 ugyanezt tudja a BEK neuronokban is
az ERa kozvetitésével. A GnRH neuronokban és a kolinerg neuronokban megfigyelt E2
indukalta CREB foszforilacié dinamikdjaban azonban alapvetd kiilonbségek vannak. A
GnRH neuronokban a CREB foszforilaci6 emelkedett marad az E2 adasat kovetd 4 ora
mulva. Ezzel szemben a BEK neuronokban ez a folyamat tranziens volt és 15 percnél illetve
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1 6ranal mutatott maximumot. Ez a differencia jelzi azt a nyilvanvalé kilénbséget, ami az E2
szenzitiv jelatvivé utvonalban van a két neurondlis fenotipus kozott. A kiilonbség abbol
fakadhat, hogy a GnRH neuronok ERB-at, a BEK neuronok ERa-at expresszalnak. Ezt
mutatja az is, hogy a BEK neuronokban az E2 indukalta CREB foszforilacio blokkolddik az
ERaKO egerekben, vagyis az E2 kivéltotta CREB foszforilaciot az ERa kozvetiti a BEK
neuronokban. Megfigyeltiik azt is, hogy az E2 indukalta CREB foszforilacidé nem volt
annyira intenziv az ERBKO allatokban a septalis terileten, ami azt is jelentheti, hogy az ERp-
nak lehet valamilyen szerepe az MS-ben lejatsz6dé CREB foszforilacioban. Ez nem von le
abbol az egyértelmii kovetkeztetésbol, hogy in vivo az E2 indukalta CREB foszforilacié a
BEK neuronokban az ERa-an keresztil valosul meg.

A CREB foszforilacié anatomiai specificitdsa, a jelatvivé palyak szerepe a BEK neuronokban

Jelatvivo palya specifikus inhibitorokkal elvégzett vizsgélataink megmutattédk, hogy
az E2 foszforilacio a PKA és ERK1/2 jelatvivé molekulaktol fiigg in vivo. Kisérleteinkben a
BEK neuronok CREB foszforilaciojanak dinamikaja nem csak a GnRH neuronoktol
kilénbdzott, hanem anatoémiai specificitast is mutatott. Az MS-ben a CREB foszforilacid
maximuma 1 éranal, a substantia innominata nucleus basalis magnocellularis complexben
(SI/NBM-ben) 15 percnél volt megfigyelheté. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kolinerg
neuronok E2 szenzitiv szignalizdcidja a kolinerg neuronok elhelyezkedésétol fligg.
Kimutattuk, hogy mig a CREB foszforilaci6 PKA inhibitorral valo blokkolasa csak az
SI/NBM-ben volt hatékony, addig az ERK1/2 gatldsa az SI/NBM-ben és az MS-ben is
hatadsosnak bizonyult. Mivel a PKA aktivalni tudja a MAPK jelatviteli Gtvonalat, ezért ezek
az eredmények azt jelenthetik, hogy az E2 a CREB-et az SI/NBM-ben a PKA-MAPK
jelatviteli rendszeren keresztil foszforilalja, az MS-ben pedig ugyanehhez a MAPK
aktivalasa elegendo.

Az E2 indukalta CREB foszforilacio fizioldgias szerepe a BEK neuronban

Az alapvetd kérdés az, hogy mennyire relevansak ezek az adatok a kolinerg neuronok
muikddését tekintve. Az a tény, hogy a pCREB immunreaktivitissal rendelkez6 BEK
neuronok szama a prodsztruszban lévé allatokban magasabb értékeket mutatott, mint az
ovariektomizaltakban, azt jelenti, hogy a vérben 1évd, az ovariumokban termel6édd E2
befolyasolhatja, a GnRH neuronokhoz hasonléan, a BEK neuronokban is a CREB
foszforilaciot.

Az adatok egyik legfontosabb fiziologiai relevancidja az E2 jol ismert citoprotektiv
hatasaival hozhato 6sszefiiggésbe. A CREB egy kozponti jelentdségli transzkripcios faktor a
neuroprotektiv folyamatokban. Szamos antiapoptotikus protein pl. a Bcl2, a Bclx és a
CREB kozponti jelentdségét az idegsejtek tulélésének szabalyozdsdban. Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az E2 indukalta CREB foszforilacionak jelentds
szerepe lehet az E2-nek a BEK neuronokra gyakorolt protektiv hatasaiban.

5. A nem-klasszikus 0sztrogén hatasok szerepe az 0sztrogén indukalta
neuroprotekciéban a bazalis kolinerg neuronokon in vivo (1, 4, 5, 8, 15, 16)
Ezekben a kisérleteinkben arra kerestik a vélaszt, hogy az E2 indukalta nem-klasszikus
folyamatok hogyan hatnak a neurodegenerativ folyamatokra. Megvizsgaltuk, egyszeri E2
injekcio hatasat a BEK neuronok neurodegeneraciojara. Intracerebralis NMDA injekcioval
irtottuk az SI/NBM-ben 1év6 kolinerg neuronokat ovariektomizalt néstény egerekben, ami az
agykéregben a kontralateralis oldalon kolinerg rostkieséshez vezetett. Az E2 és a nem-
klasszikus 0sztrogén jelatvitelt specifikusan aktivald dsztrén kezelést az NMDA injekcio utan
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1 oraval vegeztik. A kisérleteket vad tipusu fiatal és dreg, him és néstény basalis eléagyi
neuron specifikus ERa KO (nERaKO) egereken végeztik kvantitativ hisztokémiaval és
immunhisztokémiaval.

Az egyszeri E2 kezelés neuroprotektiv a BEK neuronokon: az ERa és a nem-klasszikus
hatasok kdzponti szerepe

Kiserleteinkben megmutattuk, hogy az E2, az NMDA SI/NBM-be valé injektalasa utan
16raval adva, csokkenti a kolinerg rostkiesés mértékét. Kordbban hosszan tartd, kronikus E2
clokezelést alkalmaztak a kutatok, ami egy prevencids kezelési modellnek felelt meg. Ezzel
szemben a mi kisérleti elrendezéslinkben az E2-t a 1ézié utan adtuk az éllatnak, amely igy a
klinikumban az akut agyi katasztrofak illetve traumak kezelését modellezi.

Megfigyeltlik, hogy az E2 kezelés képes volt ndvelni a kolinerg rostdenzitast, de a
kolinerg sejtpusztulast nem befolyasolta. Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy az NMDA
irtast kovetden az E2 kezelés hatasara, a megmarado kolinerg neuronok axon kollateralisokat
novesztenek a kérgi tertleteken azért, hogy a sérilt illetve az elpusztult kolinerg neuronok
funkcidit atvegyék. A Kkorébbi seit membran
vizsgalatok Kideritették, hogy az
E2 képes az axon novekedését
serkenteni, az entorhinalis 0
kéregben és a hippocampusban,
1ézi6t kovetdéen. Ennek alapjan az
E2 injekcio  hatdsarol  azt E2
gondoljuk, hogy restauralo
folyamatokat indit el a taléld
kolinerg  neuronokban  azéltal,
hogy noveli azok axon
kollateralisainak mennyiségét az
SI/NBM  kortikalis  projekcios

Véds hatasok

nucleus

N . abra Klasszikus és nem-klasszikus dsztrogén  jelatvivd
tertiletein. palyarendszerek szerepe az E2 indukélta protektiv —hatasok
A restaurald kialakitasaban a BEK neuronokon. Az ires nyilak mutatjak a

receptorok illetve jelatvivé molekulak aktivitasat a BEK neuronban.
folyamatokban Szerepe lehet az E,2 ERa: osztrogén receptor a; trkA: tropomyosinhoz kapcsolt kinaz A;
BEK neuronok TrkA receptorat p75NTR: p75 neurotrophin receptor; pERK 1/2: foszforilalt
érint6 aktivacioinak, amit az egy- extracellular signal-regulated kinaz 1/2; PKA: protein kinaz A; pCREB

molekula detekcids méréseink is foszforilalt cCAMP response element-binding protein.
alatdmasztanak.

Korabbi vizsgélatokbdl tudjuk, hogy az ERa jelentGs szerepet jatszik az E2 protektiv
hatdsaiban agyi ischaemiaban. A BEK neuronok a klasszikus 0sztrogén receptorokbol
kizarolag ERa-at expresszalnak, ezért az E2 protektiv hatasaiban feltételezhetGen szerepe van
ennek a receptornak. Ezt erdsitették meg az nERaKO egereken elvégzett kisérleteink is,
melyek megmutattak, hogy az E2 az ERa-an keresztil fejti ki neuroprotektiv hatasait a BEK
neuronokon. Ezt az elképzelést timasztja ald az a megfigyelés, hogy az 6reged6 allatokban az
E2 adasa nem bizonyult hatékonynak. Oregedd egerekben ugyanis a BEK neuronokban az
ERa expresszidja csokken, ami megmagyardzhatja az E2 hatéstalansagat az oreg allatokban.
Habar a gliasejtek is expresszalnak dsztrogén receptorokat és jelentos szerepet tolthetnek be a
neuroprotekcioban, Kkisérletiinkben kizarélag neuronokbdl (tottik ki az ERa-at, ami
egyértelmiien a neuronalis ERa szerepét hangstlyozza az E2 hatdsmechanizmusaban a glialis
Osztrogén receptorokkal szemben. Mivel az ERa delécidé nem korlatozodott a kolinerg
neuronokra, igy nem zarhato ki, hogy az E2 protektiv hatdsa interneuronokon keresztul is
érvényesulhet.

12



dc_474 12

Kisérleteinkben a nem-klasszikus Osztrogén jelatvivé tutvonal aktivator Osztrén,
hasonloan az E2 adasahoz, neuroprotekciot eredményez a BEK neuronokon. Az Osztrénrdl
korabban in vitro kisérletekben leirtak, hogy megvédte a kortikalis tenyészeteket az AP
neurotoxikus hatasaival szemben és nem indukalt ERE medialta géntranszkripciot. Az
Osztrén Kisérletek azt jelzik, hogy az E2 neuroprotektiv hatdsaiban a nem-klasszikus
jelatviteli folyamatoknak jelentés szerepe lehet. Ezt tamasztottdk ald jelatviteli rendszerek
blokkoldival (MEK illetve PKA blokkold) elvégzett kisérleteink, melyek megmutattak, hogy
képesek az E2-nek a BEK neuronok rostdenzitasara gyakorolt restauralé hatasait gatolni.
Ezekbdl az eredményekbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy az E2 a PKA ¢és a MAPK
jelatviteli rendszereken keresztill indukélja a kolinerg rost restauraciot az NMDA [éziot
kovetden (2. dbra).

Az egyszeri nagy dozisu E2 injekcio terapiés relevanciaja

Kisérleteink eredménye szerint az endogén E2 koncentracio (ovariektomia versus intakt
allatok) nem befolydsolta az NMDA indukélta rostpusztulas mértékét. Valdjaban csak
szuprafizioldgias E2 ddzisnal figyelhetlink meg protektiv hatasokat. Azt is kimutattuk, hogy a
terapias idéablak viszonylag sziik mivel 24 6ra mulva az E2 egyszeri injekcidjanak nem volt
hatasa az NMDA indukélta kolinerg rostpusztuldsra. A ndstényeken és himeken végzett
kisérletek nem mutattak nemi differenciat. Azonban az 6reg allatokban az E2 protektiv hatasa
nem érvényestlt. Ezek a kisérletek arra mutatnak ra, hogy az E2 egyszeri d6zisanak egy adott
iddintervallum és koncentracié tartomany mellett lehet relevans terdpias hatdsa a nemtdl
fliggetlentl. Ugyanakkor arra is felhivja a figyelmet, hogy ez a jotékony hatas az éregedéssel
besziikiil.

A WHI vizsgélatok 6ta tudjuk, hogy a hormon potlo terdpidk alkalmazasaval jelentés
probléméak merilnek fel a mellékhatdsok miatt, ezért fontos, hogy olyan Osztrogénszerii
vegylletek utan kutassunk, amelyek rendelkeznek az E2 jotékony gydgyité hatasaival,
lehet6leg mellékhatasok nélkiil. A jelenlegi vizsgalatok szerint a nem-klasszikus dsztrogen
jelatvivd palya aktivatorok (Activators of Non-Genomic Estrogen Like Signaling
(ANGELS)), mint az o6sztrén, igéretes vegylletek lehetnek, mivel E2-szerii protektiv
hatasokkal rendelkeznek az E2 feminizalo hatasa nélkul. Az 6sztrén és a hozza hasonlo
vegyliletek nagy valosziniiséggel fontos szerephez jutnak majd a HPT-ban, mivel
biztonsagosabbak lehetnek, mint az idaig alkalmazott nem szelektiv dsztrogén vegyuletek. A
nem-klasszikus  6sztrogén hatdsok neuroprotektiv  potencidljanak  felfedezése és

crer

=77

IV.  Osszefoglalas

A nem-klasszikus 0Osztrogén hatdsok a koOzponti idegrendszerben és azok jeldtvivd
mechanizmusa a kolinerg és a GnRH neuronokban

Kisérleteinkben a CREB és az ERK1/2 foszoforilaciojat mintegy indikatorként hasznalva
kimutattuk, hogy az E2 gyorsan, nem-klasszikus modon képes aktivalni ezeket a molekulakat
a kdzponti idegrendszer kiilonboz4 teriiletein, mely nemi kiilonbsegeket mutat és ezt a hatast
a klasszikus 6sztrogén receptorok medialjak. Kimutattuk tovabba, hogy az E2-hez hasonléan
a genistein gyors, nem-klasszikus hatast gyakorol a hypothalamicus CREB foszforilaciora
neonatalis korban. In vivo egy sejten vegzett méréseink azt is igazoltak, hogy az E2 gyorsan,
nem-klasszikus médon képes az CREB-et foszforilalni a GnRH és a kolinerg neuronokban és
ezt a hatast ezekben az esetekben is a klasszikus 6sztrogén receptorok kdzvetitik.
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In vitro és in vivo méréseinkkel kimutattuk, hogy az E2 a CREB-et az ERK1/2
aktivaciojan at egy jelatvivé halozaton keresztul foszforilalja a GnRH neuronban. Ebben az
aktivacioban részt vesznek a CaMKII ¢és a PKA jelatvivé molekulak is. Az E2-indukalta
CREB foszforilaciohoz szikseges az ERK1/2 molekulanak az ERB-an keresztll megvaldsuld
direkt valamint az interneuronon Kkeresztll 1étrejovo indirekt aktivacidja. Az ERK1/2
feltehetdleg koincidencia detektorként miikkodve szabalyozza ezt a folyamatot. A indirekt
hatasok egyik Iényeges eleme az E2-nek a GABAerg neuron ERa-jan keresztil megvaldsulo
hatésa, mely a GnRH neuronban az IP3 receptoron keresztiil emeli a Ca®* tranziensek szamét.
Ennek a jelenségnek valoszintileg szerepe van a CREB foszforilacié szabalyozésaban is.

In vivo és in vitro kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy az E2 képes a BEK
neuronok TrkA receptorainak immobiliz&cidjat ndvelni, mely fontos szerepet jatszhat a
receptor e€s a hozza tartoz6 ERK/CREB jelatviteli rendszerek aktivaciojaban. Megmutattuk
tovabba, hogy az E2 a BEK neuronokon az ERa segitségével gyorsan és kozvetlenil
foszorildlja a CREB-et. Ebben a foszforilacioban a PKA illetve az ERKI1/2 jelatvivé
molekulak alapvetd szerepet jatszanak. Erdekes médon a CREB-et foszforilalo E2 szenzitiv
jelatvivo palyarendszerek anatomiai specificitdst mutatnak a BEK neuronokban, mivel az
MS-ben 1év6 kolinerg neuronokban elegendé volt az ERK1/2 az E2 indukalta CREB
foszforilaciéhoz, mig az Sl-ben a PKA is sziikséges volt ehhez.

A nem-klasszikus 0sztrogén hatdsok jelentésége

Mint minden orvosbioldgiai kutatas, ezen eredmények igazi értékét is a jovobeni klinikai
hasznosuléssal lehet igazan lemérni, azzal, hogy a felfedezé kutatas elvezet-e olyan
eredményekhez, melyek késobb a klinikumban hasznosithatdak lehetnek.

A sz0ja alapu taplalékokban 1év6 fitodsztrogén genisteinr6l megtudtuk, hogy jelentds
nem-klasszikus hatast gyakorol a fejlédé agy hypothalamusara. Ezek az adatok, j6 timpontot
szolgaltatnak tovabbi Klinikai kutatdsokhoz, amelyekben a genisteinnek a szexudlis
magatartasformak kialakuldsara és a fertilitasra gyakorolt feln6ttkorban megjelené hatasait
elemzik.

A GnRH neuron specifikus CREB KO egerekkel elvégzett kisérleteink felhivtak arra
a figyelmet, hogy a GnRH neuron CREB molekulai alapveté szerepet jatszhatnak az
0sztrogén negativ visszacsatolasaban és a reprodukcios 6regedésben. Ezek az eredmények azt
jelzik, hogy az E2-nek a CREB-re gyakorolt hatdsa a GnRH neuronban alapvet6 szerepet tolt
be a szaporodas szabalyozasaban, ezéltal egy Gj lendiletet jelenthet az infertilitas kezelését
celzo klinikai kutatdsoknak is.

A kolinerg neuronok vizsgalataval megtudtuk, hogy az E2 indukélta nem-klasszikus
hatasnak a neuroprotekcioban betdltott szerepe alapvetd jelentéségii. A nem-klasszikus
Osztrogén jelatvivé palyarendszerek szelektiv aktivaciojaval jelents neuroprotekcidt értiink
el, mely fontos tAmpontot adhat hatékonyabb hormonpotlé kezelési stratégiak kialakitasahoz,
valamint Uj irdnyt mutat a neuroprotektiv gyogyszerek fejlesztésében is.
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