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Nagyon kdszénoém az épité jellegti kritikai megjegyzéseit és tamogatasat. Kérem, engedije
meg, hogy ezekre reagalva tovabbi megallapitasokat is tegyek.

e A genisteinnel kapcsolatos eredményeket nem csupan a sajat vizsgalataink miatt
tartjuk fontosnak, hanem a korabbi rdgcsalokban elvégzett kisérletek miatt is, amelyek
egyértelmiien megmutattak azokat a felnéttkori neuromorfoldgiai, szaporodasi €és
szexualis motivacios eltéréseket, melyeket a genistein neonatélis expozicidja okozott.
Nyilvanvaldan ezeket az allatkisérleteket human vizsgalatokkal lehetne validalni, igy
a klinikum szamara elérhetévé tenni.

e A BEK sejteknél a TTX vizsgalatok arra utaltak, hogy az 6sztradiol kozvetlenll hat a
jelatvivo rendszerekre, de nem kizarhatd a nem akcids potencial fliggd GABA {iriilés
hatdsa sem, melyet mar vizsgalni kezdtink.

e Az ,neuroprotektiv” jelzé az dszradiol hasznalat id6zitésével hozhatd Gsszefiiggésbe.
Mivel az NMDA injekcié beadasat kovet6 relative rovid idon beliil alkalmaztuk az
Osztradiolt (1 ora), ezért elképzelhetd, hogy az NMDA tényleges sejtpusztitd hatésa
elétt mar az osztradiol elérhette a BEK neuronokat. igy ez az alkalmazas inkéabb
protekcionak tekinthetd, mint kezelésnek. Ebbol kiindulva és annak ellenére, hogy a
sejtek pusztuldsat az 0Osztrogén nem befolydsolta, a megmaradt sejtek védelmi
rendszerét aktivalva a kéregben visszaallitottadk az eredeti kolinerg rostdenzitast és igy
az 6sztradiol hatds is neuroprotektivnak mindsiilhet.

e A pCREB ,.expresszio” hasznélata egy rossz ,,beidegzédes” eredeményeként jott 1étre,
ami az angolszdsz ,expression”-bél ered 1évén, hogy a pCREB-et
immunhisztokémidval mutattuk ki, ami a protein expresszié vizsgalatara alkalmas
eljaras.

A felvetett kérdéseire az aldbbiakban valaszolok.

1. A transzporterek létjogosultsaga az Osztradiol intracellularis szintjének hatékony
szabalyozasaban nélkilozhetetlen. Sajnos idaig igen keveset foglakoztak ezzel a
nyilvanvaléan nem elhanyagolhatd rendszerrel. Korabban in vitro Kkisérletek
megmutattak, hogy az ,,ATP-binding cassette” (ABC) transzporterek kozil az ABC2
szébalyozza az intracellularis szteroid, igy val0sziniileg az 6sztradiol koncentraciot is
az idegsejtekben és a makrofagokban (Mack és mtsai., Current Drug Metabolism,
2007, 8:47-57). Erdekes, hogy az ABC2 génjében bekévetkez6 mutaciot
Osszefliggésbe hoztak az Alzheimer kor kialakuldsaval is. Az ABC2 az Osztradiol
gyors hatasaban bet6ltott szerepének in vitro tanulmanyozasat mi is nem rég kezdtiik
el.



. Az egymolekula detekcidos mikroszkopidban az altalunk hasznalt Qdot-antitest-
receptor ,,szendvics” komplex meret nem haladja meg a 30 nm-t. A sejtfelszinen 1évé
adhezios molekulak rogzitik a sejteket a targylemezhez, és ezek a méréseink szerint
elegend6 helyet biztositanak a Qdottal jeldlt komplexeknek a diffiziéhoz a neuron
membranjaban a fed6lemez és a sejt kdzott. Megjegyzendd, hogy ez a méret elegendo,
ahhoz is, hogy pl. az AMPA receptor molekula szinaptikus résben val6 difflziojat is
lathatéva tegyék Qdot-al (Groc és mtsai., 2007, J Neurosci., 2007, 27:12433-12437).

. Az altalunk hasznalt TIRF mikroszkop jelenleg a vilag egyik legsokoldalubb TIRF
mikroszkopja, egy Uj generacids ,,zerus drift” kompenzacios mechanizmussal, ami
egy un. hybrid vazon helyezkedik el, amelynek az inverz részén talalhatd a TIRF
rendszer és az ,,upright” felében egy egysejt elektrofiziologiai mérésekre alkalmas
berendezés. Ez utobbi lehetdvé teszi a szimultdn egymolekula detekcids és
mikroelektrofiziologiai méréseket ugyanazon sejten. Tovabba a mikroszkop felsé
része alkalmas egy ,,spining disk” befogadaséara is, mellyel elérhet6, hogy a TIRF
elektromagneses mezején kivilre kerilt egyedi molekula Gtvonala tovabb kdvethet
legyen a sejtmagig.

. A CREB foszforilaci6janak osztradiol adasa utani vizsgalata mas eredményeket adott
az MS-ben és az AHA-ban 8 évvel késobb végzett kisérletekben, melyet valdszinileg
a Cell Signaling altal gyartott pCREB antitest kilonbozéségére vezethetiink vissza.
Megjegyzendé azonban, hogy mind az AHA-ban mind pedig a MS-ben a GnRH
neuronszdm nagyon alacsony, mely befolyasolhatja az ezen a teriileteken mérhet6
eltéréseket.

. Tudoméasom szerint nincs adat arra, hogy a gondektémia hogyan befolyasolja a him
GnRH neuronok CREB foszforilacidjat. Mivel a gonadektomia a GnRH neuronokat
,,5zabadon futdva” teszi mind himekben mind néstényekben, ezért korabban azt
valoszintsitették, hogy nincs nemi kiillénbség a GnRH neuronok kdzott gonadektomia
utan. Ezt a feltevést erdsiti az, hogy gonadektomia hasonlo LH emelkedést indukal
himekben és néstényekben. Azonban a szexualis dimorfizmust mutaté gonadetktomia
indukalt CREB foszforilacios szint arra utal, hogy ezen neuronok miikodése mégsem
teljesen egyforma gonadektomiat kovetden himben és ndstényben. Ennek a
kilonbségnek egyik lényeges eleme lehet a tesztoszteron regulaciéo és az agyi
aromatdz enzim rendszer miikodése him allatokban, mely a néstényekétdl kiilonbozo
GnRH neuron kozeli 6sztrogén koncentréacios profilt hoz létre. Elképzelhetd az is,
hogy a nem Kklasszikus 6sztradiol hatdsokban fontos szerepet jatsz6 ERK1/2
koincidencia detektor és a hozza kapcsolédé CREB-et aktivalo jelatviteli Gtvonal
halézat miikodése nemi kiilonbséget mutat a GnRH neuronban. Ezen tedriak
vizsgalata tovabbi kisérleteket igenyel.

. A CREB transzkripcios faktorként iranyitja a GnRH neuronok miikodését, azaltal pl.
hogy reszt vesz antiapoptotikus molekulakat (pl. Bcl2), receptor fehérjéket (pl.
GPR54) és neuropeptideket (pl. galanin, NPY) koddlo gének atirasanak
szabalyozaséban. Elképzelhet6, hogy ennek a szabalyozasi folyamatnak a
megvaltozasa, kimerllése hatast gyakorolhat a GnRH neuronok életképességére és
funkcidira, valamint szerepet jatszhat a GnRH neuronok éregedésében, ahhoz hasonld
modon, amit a GnRH-CREB KO kisérleteinkben lathattunk. Fontos megemliteni,
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hogy a CREB egy, a sok transzkripcids faktor kozul, mely részt vesz a GnRH neuron
funkciodinak szabalyozasaban és ezen tanszkripcios faktoroknak az interakcidja
alakitja ki azt a gen atirasi mintazatot, amely a GnRH neuronok mitikddésében is
fontos lehet.

Végiil szeretném megkdszonni a Professzor Urnak a biralat megirasaba fektetett munkajat és
kérem, fogadja el a kérdeseire adott valaszaimat.
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