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2. Kbszonetnyilvanitas

Azon szerencsés kutatok kozé tartozom, akiknek lehetésége nyilt, hogy jo nevii és vilaghirti
magyarorszagi kutatohelyeken (Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Elettani Tanszék, Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatéintézet, E6tvos Lordnd Tudomanyegyetem) és méltan hires kulfoldi
egyetemeken és azok tanszékein/intézeteiben (Babraham Institute, University of Cambridge,
UK; Department of Animal Physiology University of Groningen, The Netherlands;
Department of Physiology, University of Otago, New Zealand; Kyoto University, Japan)
végezhettem, ill. végzem kutatd munk&mat. Ezekben az intézményekben egy csapatot alkotva
kollégaimmal arra szovetkeztink, hogy feltérképezziik az 6sztrogének kdzponti idegrendszeri
hatésait. Ezért ugy gondolom, hogy ezek az eredmények nem johettek volna létre azok nélkdl
az emberek nélkil, akik a kutatd csoportomban dolgoztak az elmult évek soran illetve
dolgoznak jelenleg is. Igy koszonet illeti a kovetkezé kutatokat: Dr. Szegd Eva, Dr. Barabas
Klaudia, Dr. Kdszegi Zsombor, Dr. Rachel Cheong, Dr. Kwakowsky Andrea, Dr. Csercsik
David, Dr. Alexa Veenema, Kaszas Attila, Balogh Jalia, Daniil Potapov, Soo Hyun Kim,
Barad Zsuzsanna, Emeline-Tolod Kemp, Marion Turnbull.

Sok koszonettel tartozom tovabba mindazoknak, akik megszerettették velem a
kutatdbmunkat, és akik egyengettek valamilyen médon palyafutdsomat. Ezért kdszonettel
tartozom a kovetkez6 embereknek: Prof. Lénard Laszld, Prof. Hajnal Andras, Dr. Jandd
Gabor, Prof. Karadi Zoltan, Dr. Makara Gabor, Dr. Kovacs Krisztina, Dr. Juhasz Gabor, Prof.
Paul Luiten. Koszonet illeti a kollaboratoraimat, akikkel koélcsondsen tamogattuk és
tdmogatjuk egymast céljaink elérésében: Prof. Allan Herbison, Dr. Seong-Kyu Han, Prof.
Akihiro Kusumi, Prof. Paul Luiten, Prof. Harkany Tibor, Prof. Sarmay Gabriella, Prof. Matkd
Janos, Dr. Sarvari Miklos.

Kilon szeretném megkdszonni feleségemnek Dr. Zsolnai Krisztinanak, azt hogy oly
sok éven at viseli egy kutato6 életpalya néhol szélsGségesen viszontagsagos helyzeteit. Nagyon
sok koszonet illeti azért a rengeteg segitségért, amit azért nyujt nekem, hogy a céljaimat
elérhessem. Szeretnem megkdszonni gyermekeimnek is, Baldzsnak és Viktorianak, akik
annyi 6romet okoznak, és akik nélkil biztosan nem tudtam volna elérni ezeket az
eredmeényeket.

Végil, de nem utols6é sorban szeretném megkdszonni szileimnek, édesapamnak és
édesanydmnak, a testvéremnek torédésiiket és faradhatatlan segitségiiket, mert nélkilik nem
valtam volna azza, aki most vagyok. Sajnos édesapam nem élhette meg ennek a miinek a

szliletését, ezért ezt a munkamat az O emlékének szeretném ajanlani.
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3. Bevezetés és irodalmi hattér

Az 6sztrogén hormonok rendkivil hatékony vegyiiletek, az emlésok szervezetének minden
sejtjéhez eljutva befolyésoljak szinte valamennyi gén mikodését. Az 1920-as és 30-as
években tobb kutatd, Adolf Butenandt, Tadeus Reichstein és Edward Adelbert Doisy
egymastol fuggetlenll fedeztek fel és karakterizaltak szdmos hormont, tobbek kozott
0sztrogén hormonokat. Napjainkban az Osztrogénekkel foglalkozd kutatasok széma Oriési
méreteket Olt. Csak 2011-ben az dsztrogénnel foglalkozo cikkek szdma meghaladta az
egymilliot. Az elmalt években a klinikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a hormonpotld
terapiaknak tobb sulyos mellékhatasa van, ami valdsaggal sokkolta a gydgyszergyarakat és a
tudoményos kozvéleményt (Rossouw és mtsai., 2002; Shumaker és mtsai., 2003). Ugyancsak
egyre tobb probléma merilt fel a kornyezetben taladlhatd 6sztrogénekkel kapcsolatban,
kilénosen a szOja tartalmu élelmiszerek elterjedése miatt. Ezeknek a fejleményeknek
koszonhetéen egyre tobb kutatocsoport kezdett el foglalkozni a szervezet kiilonb6zé
sejtjeiben az 0Osztrogének hatdsmechanizmusanak kutatdsdval. Az aldbb bemutatott
kisérleteinkben mi is azt a célt tiiztik ki magunk elé, hogy jobban megismerjik az
0sztrogének hatdsmechanizmusat és fiziologia jelent6ségét a kozponti idegrendszerben.
Azért, hogy a kisérleti célkitiizéseink, az elért eredmények valamint azok értelmezése
érthet6vé valjanak az olvasd szdmaéra, eredmeényeink ismertetése el6tt ebben a fejezetben
tisztazom azokat a f6bb szakirodalmi adatokat, melyek kutatasunk el6zményét képezték. Az
alabbiakban bemutatom az 0Osztrogén kozponti idegrendszeri hatasait, beleértve az
Osztrogének klasszikus és nem-klasszikus hatasmechanizmusat, az 6sztrogén receptorok
szerepét és azt a két neurondlis fenotipust, a gonadotropin-releasing hormont (GnRH) és a

kolinerg neuronokat, melyeken az dsztrogének hatasait tanulmanyozzuk.

3.1. A 17 p-6sztradiol
Az 0sztrogén hormon molekuldk alapszerkezete a 18 C-atombo6l all6 lipofil

szénhidrogénvazra, az

Osztriol Osztron

Osztranra (1,3,5_ észtradiol
Osztratrién)  vezethetd

vissza. Az emldsokben

haromféle 0sztrogén
talalhato 17 B-

1.4bra Az dsztrogén hormon molekuldk szerkezeti képlete
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Osztradiol, 0Osztron és o6sztriol, mely utébbi hydroxydehydroepiandroszteron szulfatbol
metabolizalddik a fetus majaban illetve a mellékvesekéregben (Katzenellenbogen és mtsai.,
2000) (1. &bra). A 17 p-Osztradiol (E2) az ovarium leghatékonyabb Osztrogén hormonja,
Osztrogén hatdsa sokszorosa az Osztronénak illetve az Osztriolénak. Az E2 szintézise az
ovarium theca internajaban acetil-CoA-b0l és koleszterinbdl indul ki, amibél androsztendion
képzodik tobb 1épésen keresztll, ami az E2 szintézis ,,el6hormonja”. Az androsztendion atlép
a basalis membréanon és a granulosa sejtekben tobb Iépésben az aromatéz enzim segitségével
E2-vé alakul, majd az E2 a véraramba keril. Mivel az E2 lipofil molekula, szliksége van egy
szallito molekulara, hogy a sejtek kdzotti tér vizes fazisain atjusson, ezeért a szex szteroid koto
globulinhoz koétédve jut el a célsejtekhez (Hanukoglu, 1992). Az E2 talnyomo tdbbsége,
98%-a ebben a kotott formaban talalhatd meg a szervezetben (Hanukoglu, 1992).
Kisérleteinkben az E2 hatédsait vizsgaltuk, ezért a doktori mi tovabbi részében a

gonadalis szteroidok kozil az E2-vel foglalkozom.

3.2. Osztrogén receptorok

Az 0Osztrogén hormonok rendkivuli hatékonysagat valdjaban evolucionérisan az egyik
legrégebbi receptor csaladnak az 6sztrogén receptoroknak koszonheti. Az 0sztrogén
receptorok az emlésok valamennyi sejtjében megtalalhatok. Az elsé 6sztrogén receptort
1986-ban Green és munkatarsainak siker(lt klonozni patkény uterus-abol (Green és mtsai.,
1986), amit késébb Osztrogén receptor alfanak (ERo) neveztek el. A géntechnoldgiai
eljarasok fejlodésének koszonhetéen az ERa knock out (KO) egereken tortént vizsgalatok
valoszintsitették egy masik 6sztrogén receptor jelenlétét is (Lubahn és mtsai., 1993).
Valdban 1996-ban Gustafsson laboratériumaban azonositottak egy masik észtrogén receptort,
amit 6sztrogén receptor bétanak neveztek el (ERB) (Kuiper és mtsai., 1996; Mosselman és
mtsai., 1996; Gustafsson, 1999). Az E2-vel végzett in vitro kotési teszt hasonld kotési
aktivitast mutatott az ERa és az ERf esetében (ERa Kd = 0,1 nM, ERB Kd = 0,4 nM)(Kuiper
és  mtsai, 1997). A 17% 97% 30%  60% 18%

vizsgalatok azt is ERa N+, N G GO G GG oo

Kideritették, hogy ezek a

ERB \ZH A/B C DN | E S COOH
receptorok a hormon

receptorokhoz hasonl6an ) ) ) . o o
2. dbra Az 6sztrogén receptorok strukturalis egységei. A szazalékos értékek az

kilonbozé funkcionalisan egyes egységek aminosav szekvencia homolégiajanak a mértékét jelzik az ERa
és ERp kozott. A/B: N-terminalis egység, C: DNS kotd egység, D: csukld

elkiilonithetd a|egységekb6l egység, E: ligand koid egység, F: kotést, transzaktivaciot és transzkripcios
faktorokkal valo kotddést biztosito egység.
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épllnek fel (2. abra). Ezek: 1. N-terminalis egység (A/B), mely a kulonféle transzkripcids
faktorokkal 1étrejovo interakciot biztositja. 2. A zinc-f inger proteineket tartalmazo DNS kot6
egység (C), mely részt vesz a receptor dimerizacioban es a h6 sokk fehérjék kdtésében is. 3.
A csukld egység (D), mely 0sszekdti a C egységet az E-egységgel. 4. ligand kot6 egység (E),
amely az E2 ¢és az E2 szeri molekulak kotédésén Kivil a C termindlis részen talalhato F
egységgel egyitt biztositja a

transzkripcidés  faktorokkal

ERa

valo interakciét és a N\ ER

transzaktivaciot (Behl,

2002;  Gronemeyer  €s
mtsai., 2004). Azon Kivil,
hogy az ERpB kisebb (~59
kDa) az ERa-nél (~67 kDa),

a két receptor nagy

1,7 mm 0,48 mm -0,40 mm

-0,92 mm -1,80 mm -3,14 mm
hasonlosagot mutat a DNS

L , . 3. abra Az ERo és az ERp eloszlasa ragcesalok agyaban. A koronélis metszetek
kétd resz amin0SaV  sematikus reprezentacioin in situ immunhisztokémia alapjan késziilt ERa és
iy ERB mRNS receptoreloszlas latszik a patkany kézponti idegrendszerében (a kép
szekvenciajaban  (97%), de  gshughrue és mtsai, 1997-es publikiciGja alapjan készilt). A szamok a

. ‘o . i Bregmatol valo tavolségot jelzik (Paxinos és Watson, 1982).
igen eltérd a ligand kotd

(60%) és az N terminalis reszt tekintve (Mosselman és mtsai., 1996; Kuiper és mtsai., 1997;
Tremblay és mtsai., 1997). Annak ellenére, hogy az ERa és az ERP a szervezet szinte
valamennyi sejtjében megtalalhatok nagy kilénbséget mutatnak az expresszidés mintazatban
pl. a kdzponti idegrendszer tekintetében (3. abra). A ragcsalé agyban, pl. a hypothalamusban
a preopticus teruleten és a bed nucleus of stria terminalisban, ahol a legtobb 6sztrogén
receptor talalhato, az ERa és az ERB hasonlé szdmban (Shughrue és mtsai., 1996; Shughrue
és mtsai., 1997a) fordul elé (3. dbra). A ragcsalokban az ERa domindl a hypothalamus
ventromedialis magjaban (VMH) és a substantia innominataban (SI) (Shughrue és mtsai.,
1997b). A régcsalok agyaban, a hippocampusban, a bulbus olfactoriusban valamint a
cortexben tulnyomo tobbségben ERpB-at taldlunk (Shughrue és mtsai., 1997b). A neuronokon
kivul gliasejteken is leirtdk az 06sztrogen receptorok jelenlétét, melyek feltehetleg a
strukturalis stabilitdas biztositasa mellett részt vesznek a neuronok funkcidinak
neurotranszmisszids jelatviteli szabalyozasaban is (Garcia-Segura és mtsai., 1989; Torres-
Aleman és mtsai., 1992; Santagati és mtsai., 1994; Platania és mtsai., 2003; Mhyre és Dorsa,

2006). Az ERa és az ERB szamos splice varidnsa is létezik (Maruyama és mtsai., 1998;
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Moore és mtsai., 1998; Petersen és mtsai., 1998; Li és mtsai., 2003) azonban az E2 ezekhez a
receptorokhoz joval gyengébben kotédik, mint a klasszikus 6sztrogén receptorhoz.

Az 0Osztrogén receptorok talnyomé tobbségben a sejtmagban fordulnak eld, de
hozzavet6legesen a receptorok 10%-a a membranban illetve a citoplazmaban is megtalalhato.
A membrénban taldlhatd ERa és ERp scaffolding proteinekhez, pl. caveolin-1-hez, kétve
fordul el6 a plazmamembran palackszerli invaginacioiban, a caveoldkban (Mermelstein és
Micevych, 2008; Micevych és Mermelstein, 2008; Mermelstein, 2009). Ezek az 0sztrogén
receptorok szerkezetiikben azonosak a magi 6sztrogén receptorokkal.

A sejt membrénban talalhat6 és a klasszikus 6sztrogen receptoroktol eltéré receptor
csaladhoz tartozik az ER-X, a g protein kapcsolt receptorok csaladjaba tart6z6 GPR30 és az
STX. Az ER-X egy hozzavet6legesen 63kDa molekula sulyu receptor, ami funkcionalisan
kiilonbozik az ERa-to0l és az ERB-tol (Pappas és mtsai., 1995; Toran-Allerand és mtsai.,
1999; Toran-Allerand és mtsai., 2002). Erdekes modon ehhez a receptorhoz az E2 inaktiv
izomerje, a 17a-0sztradiol nagyobb affinitassal kotddik, mint az E2 és nem antagonizalhato
Osztrogén receptor antagonista ICl 182,780-nal. A western blot vizsgalatok szerint ez a
receptor neocorticalis explantdtumokban talalhatd meg az idegsejt membran frakcidjaban, és
feln6tt agykergi neuronokban hypoxias kondiciok esetén expresszalddik (Toran-Allerand és
mtsai., 2002). Ennek a receptornak a pontos szerkezete nem ismert.

A Golgi apparatusban és az endoplazmatikus reticulum membrénjaban expresszalodo
GPR30-ast eredetileg egy Burkitt limfoma sejtvonalon azonositottdk (Carmeci és mtsai.,
1997). Ez a receptor szekvencia homoldgiat mutat az angiotensin Il 1A, interleukin 8A és
chemokin 1-tipusu receptorral, ami azt jelzi, hogy peptid vagy glikoprotein kapcsolédhat
hozza. Azonban, in vitro vizsgalatokbdl kiderilt, hogy E2 kétédhet a GPR30-hoz (Filardo és
mtsai., 2002; Filardo és Thomas, 2005; Revankar és mtsai., 2005). Ezt szdmos tovabbi
kisérlet megerdsitette és kiderUlt az is, hogy a receptor az endoplazmatikus reticulumon kivdil
(Otto és mtsai., 2008a) a neuronok membranjaban is megtalalhaté (Filardo és mtsai., 2002;
Gorosito és mtsai., 2008). Tobb kutatocsoport kimutatta, hogy az E2 aktivalt GPR30 szerepet
jatszik szamos protein kindz indukciéjaban és az intracellularis Ca®* jeléatvitel
modulaciojaban (Pedram és mtsai., 2006; Brailoiu és mtsai., 2007; Filardo és mtsai., 2007).
Azonban ezek a funkcionalis eredmények néhol ellentmondasosak és tobb kutatas szamolt be
negativ eredményekrol (Otto és mtsai., 2008a; Otto és mtsai., 2009). Ezek a vizsgalatok arra
utaltak, hogy elképzelhetd, hogy a GPR30 6nmagaban nem, csak a klasszikus dsztrogén

receptorokkal, az ERa- és ERB-val egyutt képes kifejteni hatasat (Prossnitz és mtsai., 2008).
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A GPR30-cal foglalkozé irodalom az 6sztrogen szenzitivitasanak felfedezeése oOta nagyot
fejlédott és mostanra a receptor Uj nevet is kapott, G-protein kapcsolt 6sztrogén receptor 1
(GPER1) néven szerepel a vizsgalatokban (Nilsson és mtsai., 2011; Prossnitz és Barton,
2011).

Egy mésik membran dsztrogén receptor jelenlétére Kelly és munkatarsai hivtak fel a
figyelmet, amelyhez nem szteroid diphenylacrylamide (2-(4-hydroxyphenyl)-3-phenylpent-2-
enoic sav, STX) kotédik (Qiu és mtsai., 2003; Qiu és mtsai., 2006) és amely kildonbozik a
klasszikus 6sztrogén receptoroktol valamint a GPR30-t6l is. Az STX receptordhoz kot6dé E2
a Gaq proteinhez kapcsolt jelatviteli Gtvonalat aktivalja (Qiu és mtsai., 2006). Az STX 20-
szor nagyobb affinitassal kotédik ehhez a receptorhoz, mint az E2 és nem igényel ERa vagy
ERp aktivaciot (Qiu és mtsai., 2006). Azonban az ER-X-hez hasonloan az STX receptor

molekuléris szerkezetét eddig nem sikerult tisztazni.

3.3. Klasszikus genomialis hatasok

Az E2 6sztrogén receptorokon keresztill megvaldsulo un. klasszikus direkt genomikus hatasai
lassan indulnak be (6rdk, napok) és hossz( tavon fejtik ki hatasukat. Ezekben a
folyamatokban az E2 lipofil tulajdonsagai miatt konnyedén é&tlépve a sejt membranon
kapcsolodik az 6sztrogén receptorokhoz. Az inaktiv 0sztrogén receptor pontos helye nem
ismert, feltehet6leg a citoplazmaban talalhato és hé sokk fehérjékhez (Hsp90, Hsp70, Hsp56)
valamint chaperon, co-chaperon molekulakhoz kotédik (McEwen és Alves, 1999; Fliss és
mtsai., 2000; Norman és mtsai., 2004). A hé sokk fehérjék az osztrogén receptorok E2-vel
valé kotédése utan létrejové receptor konformacid valtozas miatt levalnak a receptorrol,
aminek kovetkeztében a receptor aktivalddik, dimerizalodik és transzlokalddik a sejtmagba
(Klinge, 2000; Nilsson és mtsai., 2001). A dimerizalt 6sztrogén receptor komplex szdmos
magi receptor koaktivatorral interakcioba lép igy a 160-KD szteroid receptor koaktivator
proteinnel (P160-nal) vagy a c-AMP response element binding protein (CREB)-binding
proteinnel (CBP-vel) (Onate és mtsai., 1995; Chakravarti és mtsai., 1996; Gruber és mtsai.,
2002). Az 6sztrogén receptor dimer kozvetlendl a DNS kot egysegen keresztil kotodik a cél
gén DNS szakaszanak a promoter regidjaban talalhaté palindrom szekvencidhoz, az
Osztrogén responsive element (ERE)-hez, vagy a koaktivatorok segitségével transzkripcios
faktorokon keresztiil (AP-1, CREB) kdzvetetten hat az adott gén transzkripcidjara (O'Lone és
mtsai., 2004).
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3.4. Az E2 nem-klasszikus intracellularis és membran hatasai

A kozvetlen genomialis hatason kivil az utdbbi évtizedekben ismertté valt egy joval
gyorsabb aké&r masodperceken belil létrejové mechanizmus, amit az E2 az ioncsatorndkon és
az intracelluléris jelatviteli molekuldkon keresztul val6sit meg. Ezeket a hatdsokat az
irodalom eleinte nem-genomialis hatasként aposztrofalta. Azonban ez az elnevezés
félrevezetd, mivel az intracellularis jelaviteli folyamatok a sejtmagban genomialis hatasokhoz
vezetnek. Ezért a tovabbiakban ezeket az E2 indukalta gyors folyamatokat indirekt
genomidlis vagy nem-klasszikus hatdsoknak hivjuk.

A nem-klasszikus E2 folyamatokban az elsé bizonyitékot Szegé és Davis munkéja
adta (Szego és Davis, 1967), amelyben kimutattak, hogy az E2 adasa utan 15 méasodpercen
belil szignifikdnsan novekszik a CAMP szint az uterusban. Késébbiekben bizonyitottak azt
is, hogy a cCAMP-hez kapcsol6do intracellularis jelatvivé molekuldk, igy a protein kindz A
(PKA) is gyorsan aktivalddik E2 hatdsara (Muchekehu és Harvey, 2008). Ezen kivil az E2

Extracellularis tér

Endoplazm
i l&ﬁu |
CaM
3\

~

Citoplazma
CaMKII

4. &bra A nem-klasszikus 6sztrogén hatasok lehetséges mechanizmusai a CAMP response element binding
protein (CREB) foszforilaciot szabalyoz6 intracelluldris jelatvivd rendszereken. Roviditések: PKA: protein
kinaz A, MAPK: mitogen-activated protein kindz, GPER1:G-protein kapcsolt dsztrogén receptor 1, Sos: son
of sevenless, Grb-2: growth factor receptor-kotott protein 2, E2: 174 6sztradiol, CaM: calmodulin, CaMKII:
kalcium kalmodulin kindz 11, ERK1/2: extracellular signal regulated kindz, mGIluR1: metabotrop glutamat
receptor 1, PI3K foszfatidilinositol-3-OH kinaz, TrkA: tropomyosinhoz kapcsolt kinaz A, VSCC: fesziiltség
fiiggd Ca®* csatorna.
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gyorsan aktivalja a mitogen activated protein kindz (MAPK) jelatvivé rendszert az
intracellularis jelatvivé molekuldin keresztiil, mint az Sos, Ras, Raf es az extracelullar
regulated kinasel/2 (ERK1/2) valamint aktivélja a kalcium kalmodulin kinazt (CaMKII) és a
foszfatidilinositol-3-OH kinazt (PI3K) (Gu és Moss, 1996; Kelly és mtsai., 1999; Chappell és
mtsai., 2000; Simoncini és mtsai., 2000; Wade és Dorsa, 2003; Bryant és mtsai., 2005). A
nem-klasszikus E2 jelatvitel végpontjaiban 1év6 kulcsfontossaga transzkripcids faktor a
CREB (4. abra). A CREB akkor aktivalodik, amikor foszforilalodik (pCREB) (a 133-as
helyen lévé szerin, harom foszforilacios hely kozil az egyik legjellemzébb a molekula
aktivacioja eseten)(Shaywitz és Greenberg, 1999). A foszforilalt CREB homodimerizalddik
vagy heterodimért alkot a CAMP response element modulatorral (CREM) vagy az ATF-1-
gyel és igy kotédik a DNS-en 1évé cAMP responsive elementhez (CRE) (Shaywitz és
Greenberg, 1999). Tobb vizsgalat bizonyitotta, hogy az E2 képes foszforilalni a CREB-et (Gu
és Moss, 1996; Zhou és mtsai., 1996).

A Ca®* kozponti szerepet jatszik a PKA, az ERK1/2 és a CREB aktivacidjaban
(Shaywitz és Greenberg, 1999). Elektrofizioldgiai és képalkoté Ca** mérések megmutatték,
hogy az E2 képes az intracellularis Ca?* szint emelésére, mely magyarézatot szolgaltathat a
PKA-ERK1/2-CREB jelatvivé rendszerek aktivacidjara is (Aronica és mtsai., 1994; Gu és
Moss, 1996; Chaban és mtsai., 2004).

A jelatvivé rendszerek aktivacojanak masik fontos komponense a membran
depolarizacidja. Yaginak és Kelly-nek az 1970-es években végzett Uttord jellegii egy-sejt
elektrofiziologiai munkai 6ta tudjuk, hogy az E2 gyors nem-klasszikus hatast gyakorol a
preopticus és septalis teriileten 1év0 neuronok membran potencialjara és akcios
potencialjanak ferekvenciajara (Yagi, 1973; Kelly és mtsai., 1976). Ezen kivil szamos kutat6
kimutatta az E2 nem-klasszikus hatasat ioncsatornakon illetve receptorokon, mint pl. a G-
protein-kapcsolt, inward rectifier kalium csatornan, N-methyl-D-aszpartat (NMDA)
receptoron, kainat receptoron, a GABAg vagy p-opioid receptoron (Lagrange és mtsai., 1996;
DeFazio és Moenter, 2002; Nishimura és mtsai., 2008; Kelly és Qiu, 2010).

A nem-Kklasszikus E2 szignalizacio egyik fontos kérdése mér tobb mint harminc éve,
hogy mely receptorok felelések az E2 gyors hatdsaiért. Toran Allerand munkatérsaival
igazolta, hogy a neocorticalis explantatumokban az ER-X aktivacidja a MAPK
szignalrendszer aktivacidjahoz vezet az ERK1/2 foszforilaciojan keresztil (Nethrapalli és
mtsai.,, 2001; Setalo és mtsai.,, 2002; Toran-Allerand, 2006). Paul Merlmelstein
kutatécsoportja, hippocampalis tenyészeten megmutatta, hogy az 1-es tipusi metabotrop

glutamat receptorok (mGIuR1) aktivalédnak az idegsejt membran caveolin rendszerében a
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caveolin-1-hez kot6d6 ERa-an keresztul, mely aktivacio végsé soron a CREB
foszforilacidjahoz vezet (Boulware és mtsai., 2005; Boulware és mtsai., 2007). Ezeket a
kisérleteket javarészt in vitro korilmények kozott végezték, ezért az 6sztrogen receptorok in
vivo, nem-klasszikus E2 jelatviteli szerepérél igen keveset tudunk.

Korabbi sejtmembran impermeabilis E2-vel végzett kisérletek megmutattak, hogy a
membran 6sztrogén hatasok feltehetdleg részt vesznek az olyan szexualis magatartasformak
kialakitasaban, mint a lorddzis (Kow és Pfaff, 2004). A gerincveld dorsalis ganglion
sejtjeinek in vitro vizsgalata valoszinisitette azt is, hogy az E2 a P2X purinerg receptorra
gyakorolt nem-klasszikus hatasain keresztill részt vehet a nocicepcio modulaciojaban
(Micevych és Dominguez, 2009). Azonban a kdzponti idegrendszerben az E2 nem-klasszikus
hatasmechanzimusanak fizioloégiai jelentésége korantsem tisztdzott, ezért tovabbi

vizsgalatokat igényel.

3.5. Az dsztrogén kozponti idegrendszeri hatasai: a nemi dimorfizmustol a neuroprotekcioig
Az 06sztrogének szamos hatdssal rendelkeznek a kozponti idegrendszerben a sziiletést6l
kezdve egészen az id6s korig. Az 0Osztrogének részt vesznek az agy nemi
differenciadlodasanak szabalyozasaban a klasszikus magi 0sztrogen receptoron keresztul
(Auger és mtsai., 2000; McEwen, 2002) . Ezt a differencialodast egyrészt a tesztoszteron
neonatalis szintjének emelkedése okozza, mely a himekben atlépve a vér-agy gaton egyrészt
a tesztoszteron receptorokhoz kétédik masrészt az aromataz enzim hatésara E2-vé alakul
(Naftolin, 1994; McEwen, 2002). Mivel a him agy is tartalmaz 0sztrogén receptorokat, igy
érdekes modon a him agya elobb érzékeli az E2-t, mint a néstényeké és ez az agyi struktirak
defeminizaciojahoz és maszkulinizacidjahoz vezet (McEwen, 2002). A hypothalamus
funkcionalis és strukturalis nemi dimorfizmusa mellett a magasabb szinti kognitiv
kozpontok, a basalis eldagy, a limbikus rendszer, (pl. sexual dimorphic nucleus) mikodése is
mutat nemi kilonbségeket (McEwen és Alves, 1999). Az E2 szabalyozza a basalis eléagy, a
hippocampus, az agykéreg, a striatum, az agytdrzsben a locus coeruleus és a gerincveld
miikodését (Fischette és mtsai., 1984; Kimura, 1992; Bazzett és Becker, 1994; Witelson és
mtsai., 1995). Ezaltal az E2 részt vesz a kognicid, a hangulat, a lokomocid és a fajdalom
szabalyozasaban is (McEwen és Alves, 1999).

Az E2 jol ismert, jelentds neuroprotektiv potenciallal rendelkezik. In vitro
méresekben sejttenyészetekben és sejtvonalakon vegzett vizsgalatokban (kolinerg SN56-0s
sejtek, PC12-es sejtek, hippocampalis tenyészetek) kimutattak, hogy az E2 hatékonyan képes

kivédeni az indukalt sejthalalt (Zaulyanov és mtsai., 1999; Marin és mtsai., 2003b; Amantea
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és mtsai., 2005). A klinikai megfigyelésekbdl kideriilt, hogy szex dimofrizmus figyelhetd
meg a kilénb6z6 neurodegenerativ. megbetegedések el6fordulasaban, mint a stroke, az
Alzheimer kor, a Parkinson betegség, ami az E2 neuroprotektiv tulajdonsagait hangsulyozza
(Leranth és mtsai., 2000; Maccioni és mtsai., 2001; Saunders-Pullman, 2003; Baum, 2005). A
korabbi vizsgalatokbdl az is nyilvanvalova valt, hogy az E2 csokkenti az Alzheimer korban
megfigyelheté neurodegeneraciot. In vitro sejtvonalon és transzgenikus Alzheimer egér
modelleken végzett kutatdsok kimutattak, hogy Alzheimer kérban, az agyban megfigyelhet6
mtsai., 2002; Marin és mtsai., 2003a). Az E2 igen hatékonynak mutatkozott az ischaemias
agykarosodasokkal szemben is (Dubal és mtsai., 2001). Osztrogén receptor KO egereken
folytatott kisérletekbdl kiderllt, hogy az E2 elékezelés az ERa-an keresztul csokkentette az
arteria cerebri media okkluziojat kdvet6 sejthalalt (Dubal és mtsai., 2001).

Az in vivo allatkisérletek és az in vitro mérések azt sugalltak, hogy az E2
neuroprotektiv tulajdonsagaiért javarészt az E2 nem-klasszikus mechanizmusai tehet6k
felelossé (Marin és mtsai., 2003a; Guerra és mtsai., 2004). Ezekben a folyamatokban az E2
indukalta MAPK aktivacio és a CREB foszforilacid jatszhat kulcsszerepet (Singer és mtsai.,
1999; Dominguez és mtsai., 2004; Srivastava és mtsai., 2008). A CREB transzkripcios
faktorként aktivalja egy sor olyan génnek az atirasat, melyek jelentGs szerepet jatszanak a
citoprotekcidban, igy az antiapoptotikus proteinek atirdsaban, mint pl. a Bcl-2 vagy a Bcl-x
(Shaywitz és Greenberg, 1999; Walton és Dragunow, 2000).

Az osztrogének sejteket védo tulajdonsdgainak targyaldsanal, mindenképpen meg kell
emliteni a fitodsztrogéneket, mivel taplalekunk szerves alkotdrészeiként jelentés hatast
gyakorolnak szervezetiink miikodésére €s interferalhatnak az endogén E2 hatéasaival. A szbja
az egyik legtobbet haszndlt fitodsztrogén forrds az emberi téplalkozésban, a csecsemd
tdpszerek alapvetd alapanyaga. A szOja nagy mennyiségben tartalmaz isoflavinoid
fitodsztrogéneket, mint pl. a genistein (Setchell és mtsai., 1998). A genisteinnek jol ismertek
a sejtet védo hatasai, mint pl. a szervezet szinte valamennyi sejtjét érinté anti-carcinogen
hatas (Barnes, 1995). Ezzel szemben azonban a posztnatélis genistein expozicié hatassal van
az agy szexdifferencialédasara és a szexualis magatartasformak kialakulasara (Patisaul és
Polston, 2008). A kisérletek megmutattdk, hogy a genistein megvaltoztatja a
szexdimorfizmussal rendelkezé idegsejt halozatok miikodését és hatdssal van a gén
transzkripcidra a hypothalamusban (Patisaul és mtsai., 2002). A genistein Osztrogénszerii
hatasat 0sztrogén receptorokon keresztiil valdsitja meg (Patisaul és mtsai., 2002), azonban a

fejlodo agyra gyakorolt molekularis hatasmechanizmusa nem ismert.
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Az 0sztrogének protektiv tulajdonsagai jo alapot szolgaltattak a posztmenopauzalis
korban fellép6 problémak kezeléséhez. Azonban az utobbi évtizedben az egyik legatfogdbb
Women’s Health Initiative (WHI) 6sztrogén kezeléssel foglalkozd multicenter Klinikai
vizsgalatsorozata kimutatta, hogy a hormonpétld terdpia (HPT) koréntsem veszélytelen.
Ezeket a vizsgalatokat tébb mint 160 ezer posztmenopauzalis korban (50-79 év) 1évé nén
végezték az Egyesilt Allamokban, 1993-t6l 2002. jalius 8-ig, amikor is a vizsgalatokat a
kezelés alatt fellépé komoly mellékhatasok miatt leallitottak. Konjugélt 6sztrogén és egy
szintetikus progeszteron készitmeény krénikus alkalmazésa soran ugyanis kiderllt, hogy a
kezelés emelte a dementia, a stroke és a melyvénas trombdzis kialakuldsanak a rizikojat,
valamint ndvelte a rosszindulati melldaganatok és sziv-koronaria betegségek megjelenésének
valoszinliségét posztmenopauzalis korban 1év6 nékon (Rossouw és mtsai., 2002; Shumaker
és mtsai., 2003). Ezek az eredmények arra késztették a vilag Osztrogén kutatast folytatd
laboratériumait, hogy tobb hangsulyt fektessenek az E2 hatadsmechanizmusainak jobb
megeértésére. Ezért az addig kevésbé kutatott teriiletek, igy példaul a nem-klasszikus hatasok,
megismerését egyre tobb kutatocsoport tiizte zaszlajara, amely Kkutatdsi irdnyhoz mi is
csatlakoztunk. A kozponti idegrendszerben az E2 nem-klasszikus hatésait egy-sejt szinten
kezdtik el tanulmanyozni és két neuronalis fenotipust szemeltink ki, a GnRH neuronokat és

a kolinerg sejteket.
3.6. Az E2 és a GnRH neuronok

A GnRH egy 10 aminosavbol allo dekapeptid, melyet az 1970-es években Roger Guillemin
és Andrew Schally azonositott (Amoss és mtsai., 1971; Schally és mtsai., 1971), és amiért
1977-ben megkaptak az orvosi Nobel dijat. A GnRH-nak eredetileg a luteinizalé hormon
releasing hormon (LHRH) nevet adtdk, mivel ez a hormon fokozza a hipofizis eliils6
lebenyében a gonadotropin szekréciét. A GnRH dekapeptid szamos formajat ismerjik
(GnRH-1, GnRH2, GnRH-3) (Sherwood és mtsai., 1993; Belsham és Lovejoy, 2005).
Egyedul a GnRH-1-rél tudott, hogy szabalyozza a fertilitast, a GnRH-2 és a GnRH-3 nem
vesz részt ebben (Jimenez-Linan és mtsai.,, 1997; Grove-Strawser €s mtsai.,, 2002).
Vizsgalatainkat a GnRH-1-et expresszald neuronokon végeztiik, amit a tovabbiakban GnRH
neuronoknak hivok.

A GnRH neuronok a fertilitas kdzponti idegrendszeri szabalyozasanak “processzor
sejtjei”, melyek képesek a kilvilaghol és a szervezet homeosztatikus szabalyozasanak

visszacsatolasaibol érkezé informécid feldolgozasaval a reprodukcio szabalyozasara. Szamuk
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egy felnbtt ragesalo agyaban
mindossze  800-1300-ra  tehetd o "M e ®
(Wray és Hoffman, 1986; %RH

Merchenthaler és mtsai., 1989). A

GnRH neuronok az egyedfejlédés  progeszteron |——

soran a kozponti idegrendszeren

;o , LH
kiviil keletkeznek a 11. napon és FoH
az embriondlis fejlédés sordn az

orr placodbdl vandorolnak a
Ovérium

, [ ) .
(Schwanzel-Fukuda és  Pfaff, Corpus luteum Ovulsci

1989; Wray és mtsai., 1989; Kim 5. abra A hypothalamus-hipofizis-gonad (HHG) tengely. A
i . i . sematikus abra a HHG tengely hormon visszacsatolasait
€s mtsal., 1999) Ragcsalokban a mutatja az ovdrium miikodésének kiilonbozé stadiumaiban.

——"— Fejo6dé folliculusok

— Fejlett folliculusok

basalis elbagy teruletére

szlletés ideje korul elfoglaljak a
helyliket a kdzponti idegrendszerben, amit igen elszort elhelyezkedés jellemez. A GnRH
neuronok a kovetkez6 anatomiai helyeken talalhatéak a kdzponti idegrendszerben feln6tt
korban: medial septum (MS), rostral preopticus area (rPOA), melyben az organum
vasculosum lamina terminalis (OVLT) az egyik legjellemzébb teriilet és az anterior
hypothalamicus area (AHA) (Jennes és Stumpf, 1986; Silverman és mtsai., 1987). A GnRH
neuronok bipolaris idegsejtek és axonjuk hossza meghaladhatja akar az 1000 pm-t is
(Campbell és mtsai., 2005). A jelenlegi dogma szerint a GnRH neuronok axon terminalisai az
eminentia mediana kiils6 részébe projicialnak és itt pulzatilisen szekretaljak a GnRH-t a
hipofizis portalis vénarendszerébe, mely a hipofizis eliilsé lebenyébe juttatja el a dekapeptidet
(Lehman és mtsai., 1986). A GnRH a gonadotrop sejtek GnRH receptoraihoz kotédve
iranyitja a luteinizalé hormon (LH) és a folliculus stimulald6 hormon (FSH) szintézisét és
egy része az OVLT-be projicial, ami a vér-agy gaton kivil esik, egy masik résziik a bed-
nucleus stria terminalisba illetve a hippocampusba kildi az axon végzddéseit (Witkin és
mtsai., 1982; Merchenthaler és mtsai., 1984; Jennes és Stumpf, 1986). A GnRH neuronok
mintegy 30%-a projicidl az eminentia mediana-ba, ami bizonyéara elegend6 is, mivel a
kisérletek szerint a GnRH neuronoknak minddssze 12-34%-a sziikséges ahhoz, hogy a
fertilitast iranyitsa (Herbison és mtsai., 2008).

A hipofizis eliils6 lebenyébdl pulzatilisen felszabadul6 LH és FSH a gonadokon hatva

fokozza az ovaridlis szteroidszintézist és a follikulogenezist, valamint a szex szteroidok
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hipofizisen at a gonadokig terjed6 kommunikacios tengelynek (HHG tengely) az egyik
legkritikusabb eleme a GNRH termelés és az ovulaciot kivaltd LH hullamnak (,,surge”) E2-t61
fliggd szabalyozasa. A GnRH neuronok altal alkotott idegsejt haldzat szinkronizalt, pulzatilis
aktivitasat és ez altal a HHG tengely miikodését az E2 GnRH neuronokra gyakorolt
visszacsatold hatdsa szabalyozza (5. abra). A GnRH neuronok pulzatilis aktivitasat az E2
negativ visszacsatolas tartja “féken”. Him ragcsalokban a tesztoszteronb6l aromataz enzim
hatasara az agyban létrejovo E2 allandd negativ visszacsatolas révén folyamatosan gatolja a
GnRH neuronok pulzatilis miikodését. Nostény egerekben és patkanyokban az 6sztrusz ciklus
nagy részében az E2 gatolja a GnRH neuronokat (Park és Ramirez, 1989) (6. abra). A
prodsztruszhoz kdzeledve azonban az E2 koncentracidja megné és a negativ visszacsatolas
pozitivba csap at, mely jelentés GNRH és ennek kdvetkeztében LH koncentraciondvekedést,
hullamot (“surge”-et), produkal és igy létrenozza az ovuléciét (Sarkar és mtsai., 1976;
Moenter és mtsai., 1993) (6. abra). Habar az értekezés az E2 hatdsaira 6szpontosit, meg kell
emliteni a progeszteron szerepét ebben a szabalyozasban. A progeszteront a corpus luteum
termeli az 6sztrusz ciklus prodsztrusz szakaszaban ragcsalokban (az ovulacios ciklus lutedlis
fazisaban primatakban) (Bailey, 1987). A progeszteron pozitiv visszacsatolasban betoltott
szerepe nem mondhat6 tisztazottnak, mivel az adatok igen ellentmondodak (Dierschke és
mtsai., 1973; Levine és Ramirez, 1980). Ezzel szemben elképzelhetd, hogy negativ
visszacsatolassal szabalyozza a HHG tengely miikodését, amivel megakadalyozza egy
addicionalis surge megjelenését kozvetlenill az ovulacié utan. A HHG tengelyre gyakorolt
hatasa E2 fiiggd, mivel szdmtalan fajban az E2 szint novekedés emeli a progeszteron

receptorok  expresszidjat

(MacLusky és McEwen, : [ ovx
estrqgen []Negativ visszacsatolas
1978; Bethea és mtsai., & + /\ /\ ozl visszacsatolés
_1 N e
1996; Scott és mitsai., o o
2000).
T

A GnRH neuronok & A h ! h

képesek  kozvetlen E2 —
OVX Intakt ciklizalé néstény

recepciora, mivel az 6. dbra Az E2 és a GnRH szintek sematikus é&brazolasa intakt és

ovariektomizalt (OVX) ragcsalokban. A kékkel jelzett teriiletek az E2 és a

osztrogen receptorok kozal GnRH  koncentracié  valtozasait  mutatjdk  negativ  8sztrogén

A4 ) L visszacsatolasban, ami fenntartja a pulzatilis GnRH szekréciot. A pirossal
ERB at és GPERI-et (regl jelzett terliletek a pozitiv visszacsatolast reprezentaljak. A magas és kitartott

. . E2 k RH ”-hez. Az & Herbi 1
nevén GPR30-8I) is oncentrdcio sziikséges a GnRH ,,surge”’-hez. Az &bra Herbison 1998

Endocrin Reviews-ban megjelent abrajanak mddositott valtozata.
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expresszalnak (Hrabovszky és mtsai., 2007; Terasawa és mtsai., 2009). Megjegyzend6 hogy a
GPR1-et csak primatakban mutattak ki, ragcsalok GnRH neuronjaban nem sikerult tisztazni a
szerepét (Sun és mtsai., 2010). Erdekes modon az E2 visszacsatolasa jelenlegi tudasunk
szerint nem kozvetlenll a GnRH neuronokon, hanem kozvetett modon az interneuronokon
keresztul valosul meg. A transzgenikus egereken végzett vizsgalatok kideritették, hogy az E2
pozitiv visszacsatold hatasait a Ill. agykamra rosztralis periventrikularis tertletén talalhatd
ERa-t expresszald6 GnRH neuronokra projektalod kisspeptin tartalmu neuronok kozvetitik
(Wintermantel és mtsai.,, 2006). A pozitiv visszacsatoldssal ellentétben a negativ
visszacsatolas molekularis hatdsmechanizmusat, valamint a GnRH neuronokban 1évé
0sztrogén receptorok szerepét idaig nem sikerdlt tisztazni. A képet tovabb bonyolitja az, hogy
a negativ visszacsatolasban az E2-nek kozvetelnil a hipofizisre gyakorolt hatésa is szerepet
jatszhat (Gieske és mtsai., 2008; Singh és mtsai., 2009). Az 6sztrogén receptor KO egereken
vegzett Kisérletek alapjan elképzelhet6, hogy az 6sztrogén a klasszikus ERa-an és ERB-an
keresztul fejti ki a negativ visszacsatolasdt a GnRH neuronokon (Couse és mtsai., 2003;
Dorling és mtsai., 2003). Az utobbi években ugyancsak KO egerekkel végzett kisérletek a
nem-klasszikus 6sztrogén hatasok szerepére hivtak fel a figyelmet ebben a folyamatban.
Glidewell-Kenney és munkatarsai 2007-ben publikaltak az dsztrogén visszacsatolasrol egy
olyan Kkisérletsorozatot, ahol egy olyan egértérzset (ERa’* egereket) hasznaltak, amelyben
az ERa nem tudott k6tddni az ERE-hez ezltal a sejtekben az ERE fuggetlen nem-klasszikus
ERa medidlta jelatvitel volt csak jelen (Glidewell-Kenney és mtsai., 2007). Ezekben a

kisérletekben az ERo ™A

egerekben az 0sztrogén negativ visszacsatolasa nem valtozott, mivel
a basalis LH szint és az ovariektomia indukalta LH szint emelkedés ugyanolyan értéket
mutatott, mint a vad tipusu kontroll egerekben. Ezen kivil az ovariektomia kivaltotta LH
szint emelkedést az E2 hatékonyan csokkentette az ERo™* egerekben, mely ugyancsak az
0sztrogén negativ visszacsatolasanak meglétére utalt. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy
az ERa™ egerekben az 6sztrogén pozitiv visszacsatolasa nem miikodott, mivel nem talaltak
LH surge-et, spontan ovulaciét és dsztrusz ciklust ezekben az egerekben. A nem-klasszikus
hatdsoknak az 6sztrogén visszacsatolasiban bet6ltott szerepére hivjak fel a figyelmet az
elektrofiziologiai eredmények is. Ezekben a talél6 agyszeleteken végzett egy-sejt

......

magas ddzisa hyperpolarizalja a GnRH neuronokat (Chu eés mtsai., 2009).
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3.7. Az E2 és a basalis eléagyi kolinerg neuronok
Kisérleteinkben az E2 hatés vizsgalatanak
maésik célcsoportja a kolinerg neuronok
voltak. A Kkolinerg rendszer az egyik
legfontosabb és legkiterjedtebb e
neurotranszmitter rendszer a kozponti :
idegrendszerben (Lewis és Shute, 1967). A

kolinerg neuronok talnyomé tobbsége a

. . 7. &bra. A sematikus abra a kolinerg projekciékat mutataja a

basalis eloagyban talalhato. A basalis  pasalis eléagyban. MS: medialis septum, SI/NBM: nucleus

. . . B basalis magnocellularis és substantia innominata complex.

eldagyi kolinerg (BEK) rendszert négy HDB: horizontalis diagonalis koteg, VDB: ventralis

Iy, . diagondlis koéteg, OB: bulbus olfactorius, H: hippocampus.

anatomiai régio alkotja: az MS, a Broca- Az abra Mesulam és mtsai-nak 1983-as publikaci6jéban
megjelent abrajanak a médositott valtozata.

féle ventrdlis és horizontalis diagonalis

kéteg (VDB és HDB) valamint a nucleus basalis magnocellularis és substantia innominata
complex (SI/NBM; ezt a neuroanatémiai struktarat Meynert magnak nevezik az emberi
agyban) (Mesulam és mtsai., 1983b; Mesulam és mtsai., 1983a) (7. abra). Annak ellenére,
hogy az SI/NBM anatomiailag tovabb oszthatd hat teriiletre, az alabbi vizsgalatainkban az
SI/NBM elnevezeést hasznaljuk, és nem kilonitjik el ezeket az alegységeket egymastal.

A kolinerg neuronok neurotranszmittere az acetilkolin (Ach), melyet acetil-koenzim
A-bdl (acetil-CoA) és kolinbdl allitanak el ezek a neuronok kolinacetil transzferdz (ChAT)
enzim segitségével (Tucek, 1985). Az Ach molekulat az acetilkolinészterdz (AchE) enzim
bontja acetil-CoA-ra és kolinra, amely molekulak felvételre kerlilnek a kolinerg neuronokba
(Ravin és mtsai., 1953; Tucek, 1985). A ChAT és az AchE fontos molekularis markerek a
kolinerg neuronok kdzponti idegrendszeri kimutatasaban.

Molekularis nyomjelz6 technikak alkalmazasaval megmutattdk a BEK neuronok
projekcios teriileteit (Luiten és mtsai., 1987; Hreib és mtsai.,, 1988). Az MS és a VDB
projekciok a ,,kolinerg limbikus rendszer” nevet viselik, mely egyértelmiien ezen strukturak
hippocampus-szal meglévé szoros kapcsolatara utal (Lewis és Shute, 1967). Retrograd
nyomjelz6 technikéaval készllt anatomiai tanulmanyok megmutattak, hogy a HDB-ben 1év6
kolinerg neuronok a bulbus olfactoriusba projicialnak (Kitt és mtsai., 1987; Zaborszky és
mtsai., 1999). Az SI/NBM komplex kolinerg neuronjai a cortexbe és az amygdalaba kuldik a
rostjaikat (Van Hoesen és mtsai., 1976; Lehmann és mtsai., 1980; Boegman és mtsai., 1992).
Az SI/NBM unilateralisan idegzi be az agykéreg szenzoros és motoros teriletének
valamennyi rétegét (Pearson és mtsai., 1983; Walker és mtsai., 1985; Kitt és mtsai., 1987). A

kolinerg 1ézids kisérletek bebizonyitottak, hogy a BEK neuronok jelent6s szerepet jatszanak a
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mem©ria €s a tanulas folyamataiban és a figyelem kialakitasaban (Wenk és Willard, 1998;
Zaborszky és mtsai., 1999). A cortexbe projicialé kolinerg neuronokrol az is kiderilt, hogy
nagy szerepet jatszanak a kortikalis idegsejt hal6zatok funkciondlis integritdsdnak
fenntartasaban (Conner és mtsai., 2005).

A BEK neuronok jelentés pusztulast mutatnak bizonyos neurodegenerativ
megbetegedésekben, mint pl. az Alzheimer kor (Whitehouse és mtsai., 1982; Coyle és mtsai.,
1983; Wenk és Willard, 1998). Post mortem Alzheimeres mintak vizsgéalata egyértelmiien
jelezte a kolinerg aktivitas csokkenését a cortexben és a hippocampusban, mely az MS-ben és
SI/NBM-ben bekovetkez6 kolinerg neuronok pusztulasanak volt koszonhet6 (Perry és mtsai.,
1978; Gaykema és mtsai., 1991). Alzheimer korban a kolinerg neuronok pusztuldsa a
betegségben megjelend toxikus amyloid-B (AP) plakkokkal hozhat6 Gsszefiiggésbe (Harkany
és mtsai., 1995; Auld és mtsai., 2002). Az AP képes csokkenteni az ACh szintézist és
szekréciot (Whitehouse és mtsai., 1982; Lehericy és mtsai., 1993). Ezen kivil az N-methyl-
D-aszpartat (NMDA) receptoron keresztiil noveli a Ca®* bearamlést, ami a kolinerg sejtek
pusztuldsahoz vezet (Harkany és mtsai., 2000). Megjegyzend6, hogy a kolinerg neuronok
degeneracioja nem csak Alzheimer kérban, hanem Parkinson kérban, Jakob Creutzfeld
betegségben és traumatikus fejsériiléseknél is kimutathaté (Whitehouse és mtsai., 1983;
Arendt és mtsai., 1984; Bohnen és mtsai., 2003; Salmond és mtsai., 2005).

A BEK neuronok funkcidinak modulatora és egyik legjelentésebb “védelmezéje” az
E2. Ennek hatdsnak a molekuléris alapjait BEK neuronok ismert ERa expresszitja teremtheti
meg (Shughrue és mtsai., 2000; Kalesnykas és mtsai., 2005). Az E2 képes befolyasolni a
kovetd E2 kezelés képes novelni a kolinerg neuronok sejttestének méretét a HDB-ben és az
SI/NBM-ben, tovabba ndveli e neuronok neuritjainak hosszat és elagazodasanak mértékeét is
(Dominguez és mtsai., 2004; Saenz és mtsai.,, 2006; Ping és mtsai., 2008). Gibbs
kutatdcsoportja kimutatta azt is, hogy az E2 alkalmazasa emeli az Ach szintézist a BEK
neuronokban a ChAT enzim expersszidjanak és aktivitasanak emelésén keresztil (Gibbs és
mtsai., 1994; Gibbs és mtsai., 1997; Gibbs és Aggarwal, 1998). Tulél6 agyszeleten végzett
elektrofiziologiai vizsgalatokkal és 1921gG-Saporin, cholintoxin segitségével tortént szelektiv
kolinerg 1ézids kisérletekkel Kideritették, hogy a hippocampus CAl-es piramis sejtjeire
gyakorolt E2 kivaltotta dezinhibiciért a septo-hippocampalis BEK neuronok tehetok
feleldssé (Rudick es mtsai., 2003).

A morfoldgiai, neurokémiai és elektrofizioldgiai hatdsok mellett a legszembe6tlébb az

E2-nek azon tulajdonsdga, hogy védi az BEK neuronokat a neurodegenerativ hatasokkal
22



dc_474 12

szemben. In vitro vizsgalatok ugyanis igazoltadk, hogy az AB-indukalta sejthalal esetén, az
SN56 septalis kolinerg sejtvonalban, az E2 jelent6s neuroprotektiv potenciallal rendelkezik
(Marin és mtsai., 2003a). Patkdnyokon végzett in vivo kisérletek kimutattdk, hogy az E2
helyreéllitotta a kolinerg rendszer szinaptikus integritasat a cortexben az SI/NBM-be adott
NMDA injekci¢ altal indukalt kolinerg sejthalalt kovetéen (Horvath és mtsai., 2002). Az E2
BEK neuronokra gyakorolt neuroprotektiv hatasai bar kulcsfontossaguak, a mechanizmus
nem tisztazott. A BEK neuronok expresszaljdk a magas nerve growth faktor (NGF) affinitasu
tropomyosinhoz kapcsolt kindz A (TrkA) receptort és a brain derived neurotrophin factor
(BDNF) receptorat a TrkB-t (Nonomura és Hatanaka, 1992; Sobreviela és mtsai., 1994). Ezek
a neutrofin receptorok kulcsszerepet jatszanak a BEK neuronok embrionalis fejlédésében és
talélésében feln6tt korban (Thoenen és mtsai., 1987; Hartikka és Hefti, 1988; Sohrabji és
Lewis, 2006). Korabbi vizsgalatok felvetették, hogy az dsztrogén a neutrophin jelatviteli
rendszeren keresztil fejti ki protektiv hatdsait. Gibbs kisérletei megmutattak, hogy az E2
képes a TrkA receptor protein és a BDNF mRNS-nek az expresszidjat névelni (Gibbs, 1998).
Néhany kisérlet arrdl is beszamolt a BEK neuronok projekcios terlletén, a hippocampusban,
hogy az E2 szint valtozasa pozitiv korrelaciot mutatott az NGF koncentracié alakul&saval
(Bora és mtsai., 2005; Franklin és Perrot-Sinal, 2006). Az E2 éaltal a BEK neuronokra

kifejtett neuroprotekcié hatasmechanizmusa azonban nem ismert.
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4. Célkitiizés

Kiserleteink alapveté célkitiizése tehat, hogy meghatarozzuk az 6sztrogén nem-
klasszikus hatdsainak mechanizmusat és fiziologiai jelentéségét a kozponti idegrendszerben,
kilonos tekintettel a kolinerg és a GnRH neuronokra. Vizsgalatainkban immunhisztokémiat,
konfokalis lézer szkenning mikroszkodpiat, egy-sejt elektrofiziologiat, képalkotd egy-sejtes
Ca®" méréseket, transzgenikus technolégiat és é16 sejten megvalésulé egy molekula detekciés

mikroszkopiat alkalmaztunk.

4.1. Célkitiizéseink részletezése

1. A CREB és az ERK1/2 foszforilaciojat indikatorként hasznalva feltérképezzik az
dsztrogének gyors hatésait a kdzponti idegrendszerben és megvizsgaljuk a folyamat
klasszikus 6sztrogén receptor fliggdségét.

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

3. Meghatarozzuk a CREB szerepét az E2-nek a GnRH neuronra gyakorolt negativ
visszacsatolaséaban.

4. Megvizsgaljuk az E2-indukalta nem-klasszikus jelatviteli folyamatokat basalis
eldagyi kolinerg neuronokon.

5. Meghatarozzuk az E2 neuroprotektiv hatdsat és megvizsgaljuk a nem-klasszikus
folyamatok szerepét az E2-indukélta neuroprotekcioban basalis el6agyi kolinerg

neuronokon.
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5. Metodika

5.1. Allatok
Kisérleteinket fiatal feln6tt (6-9 hetes) him/néstény egereken (C54BL/6) valamint
transzgenikus és knock out (KO) egereken és ndstény Wistar patkanyokon (két hetes)
végeztik. Szem el6tt tartottuk az adott intézmeny és orszag allatvedelmi kovetelményeit
(,,The Babraham Institute Animal Welfare and Ethics Committee” rendelkezései; a magyar
EU konform térvény az allatvédelemrdl és a kisérletekrdl (1998, XXVIII, 243 cikkely /1998);
“Australian and New Zealand Council for the Care of Animals in Research and Teaching”
rendelkezései). Kisérleteinkben a kdvetkezé transzgenikus és KO egereket hasznaltuk:
1. Globalis 6sztrogén receptor KO (13)
Ezek az egerek Ossejtes homolog rekombinacion alapuld knock out technoldgiaval
készultek, igy az egerek szervezetének valamennyi sejtjébdl hianyzik az ERo (ERaKO)
vagy az ERP (ERBKO) vagy mindkettd receptor (ERa/ERp KO) (Krege és mtsai., 1998;
Antal és mtsai., 2008).
2. ChAT-GFP, GnRH-GFP (9, 17)
Ezekben az egértorzsekben a GFP, a GnRH vagy a ChAT gén promoter régidjanak
kontrollja alatt expresszalddik (Spergel és mtsai., 1999; Tallini és mtsai., 2006). Ezaltal
a GnRH és a kolinerg neuronok endogén zoOld fluorescencidt mutatnak 488 nm
hulldmhosszu fény alkalmazasa esetén. El6kisérleteink megmutattak, hogy a GnRH-
GFP allatokban minden GFP tartalmu sejt tartalmaz GnRH-t az MS-ben ill. az rPOA-
ban. Ugyancsak minden GFP neuron kolinerg neuron is egyben a ChAT-GFP
allatokban. Ezek az egerek pronuklearis injekcids transzgén technol6gidval késziltek.
3. Pericam-GnRH (9)
Ez az egértorzs egy raciometrikus genetikailag kddolt kalcium indikatort, cirkularis zéld
fluorescein protein-kalmodulint (raciometrikus pericam) (Nagai és mtsai., 2001)
expresszal, ami a GnRH gén promoter régidjanak kontrollja alatt all ezért a pericam a
GnRH neuronban expresszalddik (Jasoni és mtsai., 2007). Az egerek a GFP egerekhez
hasonl6an pronuklearis injekcios transzgén technologidval késziltek (Jasoni és mtsai.,
2007). A preciam-GnRH ¢és az ERBKO allatok keresztezésébdl szarmazd egereket
(preciam-GnRH/ERBKO) is hasznaltuk kisérleteinkben, amelyekben a GnRH neuronok
pericamet expresszaltak, de nem tartalmaztak ER3-at.
4. Neuron specifikus-ERa KO (nERaKO)(5)
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Ezeket az egereket LoxP-Cre génszabaszati technologiaval allitottuk el (Nagy, 2000).
Az ERo gén III. exonjan lévé LoxP szekvenciakkal rendelkezé egeret (LoxP-ERa)
(Wintermantel és mtsai., 2006) kereszteztlk olyan egerekkel, melyekben a calmodulin-
dependent protein kinase ll-o egyiitt expresszalodik a Cre rekombindzzal (CamIla-Cre)
(Casanova és mtsai., 2001). Ez utébbi egerekben a Cre rekombinédz kizarolag csak a
neuronokban expresszalddik a kdzponti idegrendszerben. Az utdd generacidban, a kettds
muténsokban, melyekben egyarant el6fordul LoxP-ERa és Camlla-Cre, a rekombinaz
enzim a neuronokban kivagja a LoxP szekvenciak koze zart ERo-t kodold genszakaszt
és igy a neuronokban az ERa nem expresszalodik.

GnRH neuron specifikus CREB KO (GnRH-CREB KO), globalis CREM KO (global-
CREM KO) és a GnRH-CREB KO/global-CREM KO (5)

A GnRH-CREB KO egereket az nERaKO egerckhez hasonléan LoxP-Cre
génszabészati technoldgiaval allitottuk el6, CREB'™™® (Mantamadiotis és mtsai.,
2002) és GnRH-Cre egerek keresztezésével, aminek eredményeképpen a GnRH
neuronbdl Kkittottik a CREB gént. Mivel a CREM képes kompenzélni a CREB gén
delécidjat (Rudolph és mtsai., 1998; Mantamadiotis és mtsai., 2002) ezért global-CREM
KO egereket is hasznaltunk kisérleteinkben, melyekben valamennyi sejtb6l hidnyzik a
CREM. igy a dupla KO, GnRH-CREB KO/global-CREM KO mutans, egerekben a
CREB és a CREM gén is hianyzik a GnRH neuronokbol.

GNnRH-ERB KO (2)

Ezekben az egerekben a GnRH neuronokbol iitottiik ki az ERB-t. A GnRH-CREB KO
egerekhez hasonléan a GnRH-ERB KO egereket is LoxP-Cre génszabaszati
technolégiaval GnRH-Cre és ERB'™™® gllatok keresztezésével allitottuk eld.

A transzgenikus és a KO egerek szaporitasdhoz szilkséges genotipus vizsgélatokat farok

biopsziabdl nyert mintabol polimeraz chain reakcié (PCR) technikaval végeztik.

5.1.1. A pubertas és az dsztrusz ciklus vizsgalata (3)

Az Osztrusz ciklus szakaszait (6sztrusz, prodsztrusz, didsztrusz, metdsztrusz) vaginalis

kenetekb6l allapitottuk meg. A CREB/CREM mutans prepubertdlis néstény egereknél

minden nap megvizsgaltuk a vagina nyilasat. Amikor a vagina kinyilt, attol a naptol kezdve

vaginélis keneteket vettiink, ameddig az 0sztrusz ciklus meg nem jelent. Az els6 Osztrusz

megjelenésétdl szamitva két hét elteltével, az 6sztrusz ciklus szakaszainak a véltakozésat

figyeltuk harom héten keresztil a vaginalis kenetek sgitségével.
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5.1.2. A termékenyséq vizsgalata (3)

A CREB/CREM mutans ndstény egerek termékenységét, vad tipusu him egerekkel 6-
12 honapig valo pérban tartds segitségével hataroztuk meg. A sziiletések idépontjat, az

utddok szamaét és a szulések kozott eltelt idot jegyeztik fel.

5.2. Miitéti kezelések

5.2.1. Gonadektémia (2-15)

Kiserleteink nagy részét gonadektomizalt egereken végeztik, azért, hogy az endogen
gonadalis hormon koncentracio és a beadott E2 kdlcsonhatasat minimalizaljuk. Az allatokat
Avertinnel (1,9% tribromoethanol és 1,2% amyl-hydrate fiziol6gids séoldatban; dozis:
0,1ml/10g) altatva, dorzalis inciziot kdvetden bilateralis ovariektomiat végeztiink és a miitét
vegén az izmokat és a bort visszazartuk. A him allatokon Avertin anesztézia alatt
orhidektomiat végeztiink. A gonadektomiat kovetéen a kovetkezo kisérleti beavatkozasig 2-3
hét telt el.

5.2.2. Sztereotaxikus mikroinjekciok (1,5,15,16)

A SI/NBM-be adott mikroinjekcios eljarast eredetileg patkanyokra dogloztuk Ki
(15,16), majd ezt a tudasunkat felhasznalva sikeresen Ultettuk at egérre (1,5).

Az egerek egy részét Fluothannal (1,4%) 1 l/perc aramlasi sebesség mellett altattuk és
az allatok fejét egy egér adaptorral ellatott sztereotaxikus apparatusba rogzitettik (David
Kopf Instruments, Tujunga, CA; Stoelting, Dublin, Ireland). 1 ul NMDA-t (1, 10, és 20 mM)
Tris pufferben (TBS-ben, pH 7,6) oldva lassan (0,1 pl/perc) egy Hamilton mikroinjekcids
fecskend6 segitségével injektaltunk a jobb oldali SI/NBM komplexbe a kovetkezd
sztereotaxis koordinatdknak megfeleléen (Paxinos és Franklin, 2001): a bregmétdl antero-
posterior iranyban 0,58 mm, lateralisan 1,75 mm és dorso-ventralisan 4 és 4,5 mm a duratol
(0,5 pl NMDA-t adva mindkét dorso-ventralis koordinatara). A kontroll injekcidkat TBS-sel
végeztik.

A nem-klasszikus dsztrogén szenzitiv jelatvivé rendszerek feltérképezésénél szelektiv
PKA gatl6 H-89-et, vagy 0,1 pg/ul mitogen-activated protein kinase 1/2 (MEK1/2) gatlé
U0126-ot (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-amino-phenylthio]butadiene) alkalmaztunk
ACSF 10%-o0s dimethylsulfoxide-os (DMSQ) oldatdban. Az ACSF a kovetkezé anyagokat
tartalmazta mM-ban megadva: 147 Na*; 3,5 K*; 2 Ca*"; 1 Mg*; pH 7,3. Ezeket az
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inhibitorokat Fluthane (1,5%) anesztézia alatt sztereotaxikusan az oldalkamraba injektaltuk.
A kontroll allatok 10% DMSO-t kaptak ACSF-ben feloldva az oldalkamrakba.

5.2.3. Osztrogén kezelés (1-15)

végeztik gy, hogy a 0,1 ml ethyl-oleatban oldott E2-t subkutan injektaltuk. A genisteint 0,1
ml oleum hellianthiban oldottuk fel és 0,3, 3,3 vagy 33 ng/g ddzisban subkutan adtuk be az
allatoknak.

5.2.4. Osztrogén negativ visszacsatolas protokoll (3)

A CREB/CREM muténs egereket és azok vad tipust egyedeit 10-12 hetes korban
Avertinnel anesztetizaltuk majd a bilateralis ovariektomia el6tt 50 pl vérmintét vettiink az
allatok farkabdl. Hét nappal az ovariektdmia utan az allatokat Ujra elaltattuk Avertinnel és
Ujabb farok vérmintat nyertlink. Két nappal kés6bb 33ng/g E2-t adtunk az allatoknak és
harom 6ra mualva Avertinnnel tulaltattuk az egereket majd a perfuzié el6tt a jobb pitvarbdl
vérmintét vettiink LH mérés céljabol. A szérum mintakat az LH meghatarozasig -20 °C-on
tartottuk. A kordbbi vizsgalatok szerint ebben a protokollban az LH szint alacsonynak
adodott a gonadalisan intakt egerekben, emelkedettnek mutatkozott az ovariektomiat
kovetden és szingnifikansan csokkent a koncentracidja harom draval az E2 adasa utan (Chan
és mtsai., 2011).

5.2.5.Sz06vettani perfazié (2-16)

Az in vivo immunhisztokémiai és hisztokémiai vizsgalatokhoz az allatokat
taldozirozott Avertinnel elaltattuk, majd 15 ml 7,6 pH-ju jéghideg 4%-o0s paraformaldehidet
(PFA) tartalmazo foszfat pufferrel transzkardialisan perfundaltuk. Az allatok egy részénél a
perflizio elétt a jobb pitvarbol vérmintat vettiink és a plazmat -20 °C-on lefagyasztva tartottuk
az E2 meérésig. A perfuzio utan az agyakat eltavolitottuk és két 6raig 4%-os PFA-ban poszt-
fixaltuk, majd ezt kévetden TBS 30%-o0s szukréz oldataba helyeztiik, 24 érara 4 °C-on. A
fixalt agyakbol a kovetkez6 nap 30um vastag szeleteket készitettiink fagyaszté mikrotom

segitségével.

5.3. Immunhisztokémia (2-15)

A fénymikroszkopos vizsgalataink egy részében immunperoxidaz hisztokémiéat

alkalmaztunk, ahol az agyszeleteket a TBS-ben torténé mosas utan az endogén peroxidaz
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aktivitas csokkentese miatt 0,1% H,0,-ot és 40% metanolt tartalmazo TBS-ben elékezeltik.
Ezt kovetbéen az agyszeleteket a primer antitestekkel (CREB (1:1000), pCREB (1:200),
ERK1/2 (1:1000), pERKZ1/2 (1:1000), Cell Signaling Technology; ChAT (1:2000),
Chemicon, Temecula; LR1 (1:10000), sheepGnRH (1:1000)) inkubaltuk 24 éran at. Ezutan a
biotinnel megjeldlt fajspecifikus masodlagos antitestekkel, majd avidin peroxidaz-komplex-
szel (ABC Elite kit, Vector) inkubaltuk a szeleteket. A peroxidaz reakcidt és az antitest
kapcsolddasi pontok lathatova tételét nikkel-diaminobenzidin tetrahydrokloridot (Ni-DAB) és
glikoz oxidazt tartalmazo hivooldattal végeztik.

A kett6s jeloléses immunperoxidaz alapu vizsgalatainkat olyan esetekben végeztuk,
ahol ugyanabban a sejtben Iévé citoplmazmatikus antigén (pl. ChAT vagy GnRH) egy masik
a magban expresszalodd antigénnel (pl. CREB) egyutt kerllt kimutatasra. A kolinerg
neuronok sejttestét ChAT ellen termelt antitest segitségével mutattuk ki (1:2000; Chemicon,
Temecula). Ezekben a vizsgalatokban a CREB-et és a pCREB-et (133-as szerinen foszforilalt
CREB) Ni-DAB-bal, a GnRH-t ill. a ChAT-ot DAB-bal hivtuk ¢l8.

Fluorescens fénymikroszkdpias vizsgélatokat akkor alkalmaztunk, amikor a
kimutatand6 antigének citoplazmatikus lokalizaciot (ERK1/2 és pERK1/2 a GnRH
neuronban, ERa a ChAT pozitiv neuronban) mutattak illetve a neuronok morfologiai
tulajdonsagait kvantitativ. elemzésnek vetettik ald (pl. GnRH dendrit szamanak
meghatarozasa). Ezekhez a vizsgélatokhoz kiilonb6z6 fajokbol termelt primer antitesteket
valasztottunk. A jeldlésekben a masodlagos antitestek egy része fluorofort tartalmazott a
masik részik biotinilalva volt, amihez streptavidin-kapcsolt fluorofort illesztettiink. llyen
modon a GnRH neuronokat zold szini Alexa-488-al, a citoplazmatikus lokalizacioval
rendelkez6 jelétviteli molekuldkat (ERK1/2, pERK1/2) piros Cy5-el jeldltik. Az ERa
fluorescens immunhisztokémiai (MC-20-as antitest, 1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA)) eljarés jelentds részét lymfocitakon dolgoztuk ki majd adaptaltuk szovettani

metszeteinkre (6).

5.4. Hisztokémia (1,4,5)

A SI/NBM-ben 1év6 kolinerg neuronok projekcids rostjait ezist intenzifikacioval kiegészitett

AChE hisztokémiai eljarasunk segitségével el6szor patkanyban mutattuk ki (15,16) majd ezt
felhasznalva adaptaltuk az eljarést egérre (1,4,5). Az immunhisztokémiai eljardsokhoz
hasonloan perfundaltuk az allatokat, majd 30 pm vastag metszeteket készitettiink az
agyakbal. Az agyszeleteket natrium citratot (0,1 M), rézszulfatot (0,03 M),

kaliumferricianidot (5 mM) és Ach-jodidot (25 mg/50 ml) tartalmaz6 natrium acetéatban
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inkubaltuk (0,1 M; pH 6). Ezutan a szeleteket ammaonium szulfid (1%) és ezust nitrat (1%)
keverékébe helyeztlk 1 percre, hogy lathatova tegylk az AChE-tartalm0 neuronokat és azok

rostjait.

5.5. SzQvettani képanalizis
5.5.1. ERK1/2 és CREB expresszio meghatarozasa kézponti idegrendszerben (7, 12,13,14)

A peroxidaz immunhisztokémia utan az immunreakcié mértékét  kvantitativ
immunhisztokémidval hataroztuk meg. Ezekben a vizsgélatokban szamitdgépes képanalizalo
rendszereket hasznaltunk, (BX51 Olympus mikroszkop F-view CCD kamera, AnalySIS
képalkot6 program (Soft Imaging System GmbH, Németorszag)). A metszetek analizisét 20-
szoros nagyitason, vakon
30 26 50

végeztik, hogy az
analizis alatt ne tudjuk,
melyik  allat  milyen
kezelést kapott. Hétagyi =
régiot valasztottunk ki a

kvantitativ analizishez az

elozetes kvalitativ
. 8. &bra A kvantitativ méréseinkben figyelembe vett néh&ny anatémiai terilet
wzsgélat és az t')sztrogén nagysaga. A négyszdgek méretardnyosan mutatjdk azokat a teriilet aranyokat, ahol
az adott anatomiai teruleten (itt MPN, vIVMN, MS és CAl) a CREB és a pCREB

receptor expresszié  immunreaktiv sejtek szamolasa tortént. A koronalis metszet sémak a Paxinos és
L o Franklin egér agy atlasz (2001) alapjan késziiltek. A szdmok az atlasz sematikus
alapjan: medialis  metszeteinek sorszamait mutatjak.

preopticus mag (MPN),

medialis septum (MS), antero-ventralis periventricularis mag (AVPV), cingularis cortex
(9CTX), hippocampus CA1-es terlilete, ventro-medialis mag ventro-lateralis része (VIVMN)
és a caudatum-putamen. Az adott anatémiai régiohoz tartozd vizsgalt teriilet nagysaga
allando volt (8. &bra). Az ERK immunhisztokémia esetében a citoplazmatikus fest6dést
mutato sejtek nagy szamu atfedése miatt optikai denzitast mértiink. Minden allat esetében 2-2
azonos sikban 1évé metszetet elemeztiink, kijel6lt anatdmia teriiletenként. Ezeket atlagoltuk,

és a tovabbiakban ezzel jellemeztiik az adott allatot.

5.5.2. ERK1/2 és CREB expresszio kvantifikdlasa a GnRH neuronban (2,12,14)
Ezekben a vizsgalatokban az immunhisztokémiaval megjeldlt jelatvivd molekulak,
ERK1/2, pERK1/2, CREB, pCREB kifejez6déset mértiik a GnRH neuronokban. A méréseket

a fenti vizsgalatokhoz hasonléan vakon a Kisérleti csoportokhoz tartoz6 targylemezek
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elézetes ismerete nélkul vegeztuk. Az analizis soran meghataroztuk a GnRH neuronok
szamat és azoknak a GnRH neuronoknak az aranyat, melyek kettés jel6léssel rendelkeztek az
adott jelatvivé molekuldra nézve. Az MS-ben, az rPOA-ban és az AHA-ban megtalalhatd
GnRH neuronokat vizsgéltuk (9. dbra). Az adott anatdmiai régidhoz tartozo vizsgalt terilet
nagysaga allando volt. A kettds jeloléses peroxidaz immunhisztokémiai vizsgalatot Olympus
BX51 mikroszkdop (Olympus Corporation, Shinjuku-ku, Tokyo, Japan) segitségével végeztik.
Kritériumaink szerint a barna szinti citoplazmatikus festédést mutatd6 GnRH neuront akkor
tartottuk CREB illetve pCREB antitestek &ltal jel6ltnek, ha a magban egy korilhatérolt fekete
precipitaitumot (CREB, pCREB) tartalmazott.

A fluorescens metszetek vizsgalata konfokalis lézer szkenning mikroszkdppal
(KLSM, Olympus FV500,
Zeiss LSM 510) tortént. Az

Alexa 488 fluorescens festéket

24 27 35

488 nm hulldmhosszd Argon
lézerrel (zOld lézer), mig a
Cy5 fluorescens jeloldanyag
gerjesztését 649 nm excitacios

hullamhosszi Helium Neon

Iézerrel (piros lézer) végeztlk. 9. abra A kvantitativ méréseinkben figyelembe vett teriiletek GnRH neuron
L i reprezentacioja. A Paxinos és Franklin egér agy atlaszbol (1997) vett

Az optikai rétegvastagsdgot a  sematikus diagrammok és a fluorescens GnRH immunhisztokémiai
mikrofotdk mutatjak azokat a terlleteket (MS, rPOA és AHA) ahol a

megfelel6 hulldmhossz ~ mérések torténtek. A szamok az atlasz sematikus metszeteinek sorszamat

i mutatjak. A kék szinii korongok érzékeltetik a GnRH neuronok eloszldsat az
tartomanyhoz hangolt  egér agyban a kijelolt teriileteken. Kalibraciés szakasz = 100 pm.
konfokalis appertura

méretének valtoztatdsaval 8 pum-re allitottuk be. Az analizist minden allatndl anatémiai
teruletenként két-két metszeten végeztilk és az adott tertilethez tartozd értékeket atlagoltuk.
Ezek az adatok szolgaltattak a csoportatlagot (+ atlag szorésa, SEM). A kett6s jelolési GnRH
neuronok szamat az adott allat, adott neuroanatdmiai teriiletén 1évé 6sszes GNRH neuron

szamanak szazalékaban hataroztuk meg.

5.5.3. GnRH neuron somaticus tuske analizis (3)

Ezekben a vizsgalatokban a GnRH neuron morfologiai tulajdonsagait elemeztik
fluorescensen jelolt (Alexa-488) GnRH neuronokon. A GnRH neuronokat az rPOA-ban
detektaltuk KLSM segitségével. A felvételek 400 nm-es optikai metszetvastagsaggal

készilltek. A GnRH neuronok somajan azokat a citoplazmatikus nyalvanyokat azonositottuk
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tlskéknek, amelyek végpontja a sejt felszinét6l szamitva 1-5um tartomanyban helyezkedett
el. A tuskedenzitdsokat minden felvételen megszamoltuk és a sejtek keruletét is

meghataroztuk minden egyes GnRH neuron esetében.

5.5.4. CREB-ChAT kettds jelolés analizise (10)

Az immunperoxidaz immunhisztokémiaval jelélt ChAT pozitiv neuronokban a CREB és a
PCREB expresszid mértékét Olympus BX51 mikroszkop (Olympus Corporation, Shinjuku-
ku, Tokyo, Japén) segitségével vizsgéltuk meg. A kolinerg neuronokat harom terileten
analizaltuk: MS, SI/NBM és caudatum-putamen. A kett6sen jel6l ChAT neuronok szamat az
adott allat, adott neuroanatOmiai teriiletén 1évd 0szes ChAT neuron szamanak szdzalékaban

hataroztuk meg.

5.5.5. ChAT immunpozitiv neuronok meghatarozasa az SI/NBM-ben és az AChE tartalmd
rostok analizise az agykéregben NMDA addsdt kovetéen (1,5,14,15)

Ezt az eljarést is patkanyban dolgoztuk ki (14, 15), majd sikeresen adaptéaltuk egérre
(1,5). Olympus BX51 mikroszkdp segitségével 20-szoros nagyitasnal szamoltuk meg az
immunperoxidaz hisztokémiaval jelolt ChAT neuronokat az SI/NBM-ben a lézi6s és a
kontroll oldalon. Allatonként hat metszeten végeztiik az analizist és a sejtveszteséget a
kontroll oldal szzalékaban adtuk meg, majd az adatokat atlagoltuk.

Az SI/NBM komplexb6l projicialo kolinerg rostok terlleti denzitdsait a
szomatoszenzoros kéreg V. és V. rétegében, az ipsilateralis és a kontralateralis
szomatoszenzoros cortexben mértiik, kvantitativ automatizalt képanalizis, Olympus BX51
mikroszkép, F-View Il camera (Olympus, Tokyo, Japan) és Cell-P Image Analysis software
(Olympus, Melbourne, Ausztralia) segitségével. Mivel az NBM-nek a projekcidja
unilaterdlis, a kontralateralis oldal kontrollként szolgalt minden egérnél és az injektalt oldal
rost redukciojat a kontroll oldal szézalékdban fejeztiik ki. Minden allatbol 12 metszetet

vettlink és a mérés eredményeit allatonként atlagoltuk.

5.6. E2 és LH radio-immuno-assay (RIA) (4,5,10,14)

Azért, hogy a beadott E2 hatdsara megnovekedett vér-E2 koncentracid valtozasat pontosan

nyomon kdvessiik valamint az LH szintre gyakorolt negativ visszacsatolast meghatarozzuk a
verplazma E2 és LH koncentracidjat RIA-val hataroztuk meg. Ezekben a vizsgélatokban az
immunhisztokémiai illetve a hisztokémiai vizsgélatoknal tortént perfuzio elétt a szivbol

vettik a vérmintat és a vérplazmat lefagyasztottuk a RIA mérésig. A plazma E2
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koncentracidjat egy harmadik generacids Osztradiol kit (DSL-39100; Diagnostic System
Laboratories, Dallas, TX) segitségével hataroztuk meg. A detekcids kuszob 0,6 pg/ml, az
interassay variacios koefficiens 4,1% volt. A palzma LH értékeket anti-rLH-S-11 ellenanyag
és eger LH referencia preparatum segitségével hataroztuk meg (National Hormone and
Peptide Program, National Institutes of Health, Bethesda, MD).

5.7. Western blot analizis (7)

Ezekben a mérésekben a genistein hatasait vizsgaltuk a pCREB és a CREB expressziora a
patkany hypothalamusban. Az E2 illetve a genistein kezelést kovetden taldozirozott
anesztezidban (ketamine 50 mg / kg, xylazine 10 mg / kg, pipolphen 5 mg / Kkg; i.p.)
dekapitulaltuk az allatokat és a hypothalamust mikrodisszekaltuk. A mintakat el6készitettlik
futtatashoz, majd 9%-0s SDS polyacrylamide gélen futtattuk és nitrocellul6z membranra
transzferaltuk oket. A proteinek kimutatasahoz pCREB és CREB antitesteket hasznaltunk (1:
1000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA). A gélen 1év6 protein mennyiség
verifikélasara actin ellen termelt antitestet alkalmaztunk (1: 5000; Abcam, Cambridge, UK).
Avidin-biotin immunperoxidazt és Enhanced chemiluminescence-t (ECL) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) hasznaltunk az antitestekhez kapcsolt proteinek
kimutatdsara. A kapott termékeket Amersham LabScan densitométerrel és Phoretix2D

(Amersham, Germany) programmal analizaltuk.

5.8. In vitro eqy-sejt elektrofiziolégia (9)

Ezekben a mérésekben az E2 GnRH neuronra gyakorolt elektrofizioldgiai hatasait vizsgaltuk
meg. A GnRH-GFP egér agyat Avertin tdldozirozasa mellett gyorsan eltavolitottuk majd,
jéghideg ACSF-be tettiik, aminek az 0sszetevéi mM-ban: 118 NaCl; 3 KCI; 0,5 CaCly; 6
MgCl,; 5 HEPES; 25 NaHCOg; 11 d-glikoz (pH 7,3). Ezt az oldatot 95%-0s O, és 5%-0s
CO; (karbogén) gazelegyével telitettik. Vibratom segitségével 150 um vastag koronalis
taléls agyszeleteket készitettiink, majd 28 °C-on karbogénnel valé telités mellett egy masik
ACSF oldatba helyeztiik, amelynek az dsszetétele mM-ban a kovetkezd volt: 118 NaCl; 3
KCI; 2,5 CaCly; 1,2 MgCl,; 5 HEPES; 25 NaHCOs3; 11 d-glukéz (pH 7,3). A mérést egy
fluoescens Olympus BX51 elekrofizioldgiai mérésekre atalakitott mikroszkdppal, az arra
helyezett inkubaciés kamraban végeztik a karbogennel telitett ACSF oldat folyamatos
aramlésa mellett (1-2 ml/perc).

Whole cell patch-clamp alkalmazasaval aramokat vezettink el a GnRH-GFP

neuronokrdl szobahémérsékleten a GFP szigndl lathatova tétele utdn. Az open resistance 4—
33



dc_474 12

8mQ kozé esett, mig a seal resistance 1-3GQ volt. Az aram regisztralasahoz hasznalt
Uvegelektrodok a kovetkezé vegyiileteket tartalmaztak (mM-ban): 140 KCI; 20 HEPES; 0,5
CaCl,; 5 EGTA; 5 MgATP (pH 7,2). A GnRH neuronok elektromos aktivitasat headstage
(CV-7B)-hez kapcsolt Multiclamp 700A er6sitével (Molecular Devices) regisztraltuk. Az
aramjeleket 1 kHz-el sztrtik és 10 kHz-en digitalizaltuk analog-digital converter
(Digidatal322A) és pClamp (Version 10.1; Molecular Devices) szoftver segitségével. A
sejtmembran kilyukasztasa utdn a GnRH neuron membréanjanak fesziltségét 70 mV-on
“clampeltiik” és stabilizaltuk 5 perccel azel6tt, hogy olyan oxigenizlt ACSF-re véaltottunk
volna (2-3 ml/min aramlasi sebesség mellett) ami 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-diont
(CNQX), DL-2-amino-5-phosphonovaleric savat (AP-5), és tetrodotoxint (TTX)
tartalamazott. Az kisérleti protokoll a kovetez6 volt: 15 perces el6kezelés, amit 15 perces 100
nM-os E2 vagy ACSF-es kezelés kovetett, és végil a 15 perces kimosasi periddus
kovetkezett. A miniatlir posztszinaptikus gatld aramok (mIPSCs) amplitidéjanak és

frekvenciajanak méréset Mini Analysis programmal (Version 6.0; Synaptosoft Inc.) végeztuk.

5.9. Tulélsé agyszelet készitése a CREB és az ERK1/2 foszforilacid in vitro vizsgalataihoz

(2,10,14)

Ezekben a vizsgalatokban az E2-nek a GnRH neuron jelatviteli rendszerére gyakorolt in vitro

hatésait teszteltuk. Az agyszeleteket az elektrofizioldgiai meréseknél a fent részletezett
procedura alapjan készitettiik el6. Az agyszeletek 400 pm vastagsdguak voltak és az
elektrofiziologiai mérésekhez hasonléan oxigenizalt ACSF-ben inkubdltuk Oket. Az
agyszeleteket E2-vel (100 nM, 100 pM), membran impermeabilis E2-vel, E2-BSA-val (100
pM) vagy a vivoanyaggal (ethanol, <0,01%) kezeltik. A jelatvivé molekulakat a kdvetkezo
anyagokkal blokkoltuk: a PKA-t H-89-cel, a MEK-et U0126-tal, a CaMKII-t autocamtid-2-
related inhibitory peptiddel (AIP) és a protein kindz C-t (PKC) bisindolylmaleimid 1
hydrochloriddal (GF109203X). Az akciés potencial dependens szinaptikus
neurotranszmissziot és a y-amino vajsav (GABA)/glutaméat receptorokat egy ‘“inhibitor
kotellal” blokkoltuk, melyben a kovetkez6 vegyliletek voltak: TTX, picrotoxin, CNQX és
AP5. Az E2-BSA oldathdl a kisérlet megkezdése elott kozvetlendl filtracioval tavolitottuk el
a szabad E2-t, a kordbbi kisérletekben leirtak szerint (Stevis et al., 1999). A kezelések
vegeztével az agyszeleteket 4%-0s PFA-ban fixaltuk 4°C-on 24 oréan keresztul. A kovetkezo
napon 3,3%-0s szukrozt tartalmazo TBS-be tettiik 6ket 3 drara, majd 30pum-vastag koronalis
metszeteket készitettlink beldlik pCREB/CREB és pERK1/2/ERK1/2 immunhisztokémiai

vizsgalatokhoz.
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5.10. Ca*" imaging és adat analizis (9)

Képalkotd Ca’* eljarasokkal mértiik a Ca®*
szint valtozdsait a GnRH neuronokban. 415 nm
Ezekhez a mérésekhez GnRH-pericam
egereket hasznaltunk, melyekben
raciometrikus pericam molekula

expresszalddik a GnRH neuronokban. A

raciometrikus pericam molekula egy ) o _ o
10. &bra Raciometrikus pericam molekula konforméacio és

cirkularis sérga fluorescens proteinbdl a fluorescencia paraméterinek megvaltozasa Ca®*
kapcsolédas esetén. Egy pericam molekuldhoz 4 Ca?* ion

((Cp)YFP), a Ca2+ ko6té proteinbc'il, kapcsolédhat. A pericam molekulanak ~ Ca**

koncentraciotdl fiiggo egy emisszios maximumhoz (512 nm)

kalmodulinbdl (CaM) és a harantcsikolt tartoz6 két excitacids maximuma (415nm, 493 nm) van.
' (Cp)YFP: cirkularis sarga fluorescens protein, CaM:

izom k()nnyﬁ lanc kinazanak CaM kotd kalmodulin, m13:  hardntcsikolt izom kénnyii ldnc
kindazanak CaM koté régidja.

- sz

2001). A raciometrikus pericam molekula Ca** koncentracié fiiggd modon valtoztatja a
konformacidjat és az excitaciés hullamhossz tartomanyét. Ca®* hianyéaban, amikor az m13 és
a CaM nem kotédik egymashoz a pericam molekula 512 nm-en mért emisszidja eléri a
maxiumumat, ha 415 nm-es hullamhossztsagu fénnyel gerjesztjiik. Amikor Ca®* jelenlétében
az ml3 kapcsolodik a CaM-mal, az 512nm-en mért emisszi6s maximuma 493nm
hulldmhosszusagu fény alkalmazasanal jelentkezik. Az igy kapott két emisszids erték
hanyadosa (ratio 493/415) aranyos a GnRH neuron Ca?* szintjével. A pericam molekula
GnRH neuront célzo expresszidja tehat lehetové teszi, hogy a sejtek vastagsagabol, vagy az
indikatorfesték sejt penetracids tulajdonsagaibol szarmazo mitermékektél megszabadulva,
precizen tudjuk mémi az intracellularis Ca?* szint véltozéasait a GnRH neuronokban.
Vizsgalatainkban a GnRH-pericam allatok agyabdl az elektrofizioldgiai mérésekhez
hasonl6 modon tuléld agyszeleteket készitettiink és a mikroszkop (BX51, Olympus (Tokyo,
Japén)) inkubéacids kamrajaba helyeztiik. A pericam molekula gerjesztését alternalé 493 nm-
es és 415 nm-es hulldamhosszUsagu fénnyel végeztik és az emittélt fotonokat egy 525nm-—es
sziirbvel szelektaltuk egy gyors fény-hullamhossz vAaltd segitségével (Sutter Instrument,
Lambda DG-4 high-speed filter (Sutter Instrument Co., Novato, CA)). A felvételeket
masodpercenkent készitettitk egy ORCA-ER CCD kameraval (Hamamatsu Corp.,
Hamamatsu City, Shizuoka, Japan) és a MetaFluor (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
szoftver segitségével. A GnRH-pericam sejteken (hattér és sejt test) a fluorescens intenzitas

adatait sajat készitésti program segitségével analizaltuk. A Ca®* tranzienseket és az alapvonal
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véltozasait Daubechies 4 wavelet transzforméciéval detektaltuk. A Ca®* tranzienseket akkor
vettik figyelembe, ha az amplituddja nagyobb volt, mint az alapvonal 10%-a. A Kisérleti
protokoll (a vegyszerek alkalmazédsanak a mddja) ugyanaz volt, mint az elektrofizioldgiai
vizsgalatoknal.

5.11. Eqy-molekula detekcids mikroszképia (17)

Egy-molekula detekcios mikroszkopiaval vizsgéltuk az E2-nek a TrkA receptorra gyakorolt
nem-klasszikus hatasait (Koszegi, 2011). Ezekben a kisérletekben a ChAT-GFP egerek
agyabol az elektrofiziologiai mérésekhez hasonldan tuléld agyszeleteket készitettlink és abbol
enzim mentes mechanikus sejt disszociacio segitségevel az SI/NBM-b6l ChAT-GFP
neuronokat disszocialtunk. A disszociaciéhoz vibratomot hasznaltunk, melybe egy erre a
célra kiképzett Uvegpipettat fogtunk be, amit a talélé agyszelet felszinén 30-60 Hz
frekvenciaval 0,2-2mm amplitudéval 2-5 percig mozgattunk. A felszabaditott sejteket
polilizinnel bevont fed6lemezekre helyeztiik. Ezzel a mddszerrel kb. 15-25 ChAT-GFP sejtet
azonositottunk targylemezenkent.

Az é16 neuronon 1év6é TrkA receptorokat primer TrkA antitestekkel jeloltik meg
(1:1000, Alomone lab), melyek a TrkA receptor molekulakon extracellularisan 1évé C-
terminalis részt jelolik meg. Ezt kovetéen Quantum dot-al (Qdot) jel6lt fragment F (ab’),
maésodlagos antitesttel (1:800, Invitrogen) inkubaltuk a sejteket. A Qdot egy félvezeté nano-
gébmb,  mely  rendkivil

fotostabil és tizezerszer 4

fényesebb, mint az /
_ evaneszcens mez6 (50-100 nm)

organikus fluoroforok (). A e 99 ® goeesmetQuork

fedélemez

0

Qdot jellegzetességei kozé

tartozik, hogy

lencse objektiv

fluorescenciajanak

intenzitdsa  intermittalova beess 401 nm-es

lézer fény
valik, amennylben egydUI 11. &bra A ChAT-GFP neuron membranjaban 1évé Qdot-al jeldlt TrkA receptor
molekulak kimutatasa teljes belsd visszaverddéses fluorescencian alapulé
mikroszkopiaval (TIRFM-val). A TIRFM-ndl a beesd lézerfény nagyobb beeséséi
szoggel érkezik a magas diffrakcios indexxel rendelkezd  torékozeghdl
(fedélemez) az alacsonyabb (sejtmembran és vizes fazis) felé, mint a teljes belsé
visszaverédéshez sziikséges kritikus szog (0). A visszaverddési hataron egy
eletromdgneses un. evaneszcens mezd keletkezik az alacsonyabb diffrakcios
indexel rendelkezo kozegben, jelen esetben a kolinerg neuron membranjaban. Ez
a mezé a membranban 1évé TrkA receptorokhoz kotott Qdot-okat gerjeszti. A
evaneszcens mezo energidja a sejtmembran felszinétél mérve exponencialisan
csokken, athatold mélysége 50-100 nm.

all. A jelolés utan az
idegsejteket tartalmazo
targylemezt a mikroszkop
diffazios kamrajaba tettik,

ahol a kovetkezd kezelési
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protokollt alkalmaztuk: 2 perc el6kezelés ACSF-fel, amit 2 perc 100 pM E2-vel vagy 100 nM
NGF-el valo kezelés kovetett.
Az egy-molekula detekcidra objektiv lencse alapl sajat célra gyartott teljes bels
visszaver6deses fluorescencian alapuld mikroszkopot (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscope-ot ((TIRFM-ot), Olympus) hasznaltunk. Ebben a mikroszkopban az objektiven
keresztul a kritikus szdgben érkezé 1ézerfény teljesen visszaverddik a fedélemez-idegsejt
hatarvonalon. Ezen a torbfelszinen Iétrejové beesé “evaneszcens” (tovatiinG) mezének
nevezett, nagyon kis rétegvastagsagban (50-100 nm) penetralé elektromégneses hullamok
gerjesztik a membranban 1év6é Qdot molekulakat, melyek ez altal egy igen sziik hullamhossz
tartomanyban, jelen esetben 655+5 nm-en bocsatanak ki fotonokat (11. abra). A fotonok
detektalasara 100-szoros nagyitasi TIRFM objektivet és egy elektronsokszorozés CCD
kamerat (Hamamatsu Photonics, 9100-13) valamint a Metamorph Premiere szoftvert
(Molecular Devices) hasznaltuk. A ChAT-GFP neuronokat mercuri ldmpéaval és GFP filter
kocka (Olympus) segitségével azonositottuk. A Qdot655-6t 401 nm-es lézerfényt kibocsatd
diodalézerrel gerjesztettilk. A Qdot655 fluorescenciardl a felvételeket 33 ms-ként készitettik.
Az Qdot-tal jelzett TrkA molekulak trajektoridit a sajat szoftveriinkkel hataroztuk
meg (Matlab, Mathworks). A trajektoriak mobil és immobil szegmenseinek
meghatarozasahoz Simson és Sheets modszerét kovettik (Simson és mtsai., 1995) és
kiszdmoltuk az immobil szakaszok valosziniiségét (P). Ezen felul a mean square
displacement-et (MSD) (Kusumi és mtsai., 1993) és a difflzios koefficienst (D) hataroztuk
meg az MSD kezdeti szakaszabdl linearis regresszioval (MSD = 4Dt, ahol t a diffazio ideje).

= sz

kezelésenként.

5.12. Statisztika

Az eredményeket az atlag + éatlag szérasa (+SEM) feltintetésével abrazoltuk. A
szignifikancia meghatarozasahoz a STATISTICA 7.0 programot (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA) hasznaltuk. A kisérleti csoportok kozotti kilonbségek meghatarozadsara a Kisérleti
elrendezésnek megfelel6en egy vagy két utas ANOVA-t, Mann-Whitney U illetve Wilcoxon
tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia hatara p <0,05-nél volt, és ezt az adott diagram

megfeleld oszlopaban csillaggal abrazoltuk.
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6. Eredmények és kovetkeztetesek

6.1.Az 0Osztrogének gyors hatasa a CREB és az ERK1/2 foszforilciora a kozponti
idegrendszerben in vivo (7, 11, 12, 13)

Els6 kiserletsorozatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy az E2 egyszeri injekcioja mely
tertleteken okoz gyors nem-klasszikus hatasokat a CREB és az ERK1/2 foszforilacioban him
¢és noéstény egerek kozponti idegrendszerében. Ezekben a kisérletekben a jelenségek
klasszikus 6sztrogen receptoroktol valo fiiggdségét is meghataroztuk. Megvizsgaltuk tovabba
azt is, hogy a jol ismert fitodsztrogén, a genistein rendelkezik-e E2-szerli nem-klasszikus

hatasokkal a neonatalis kdzponti idegrendszerben.
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12. abra E2 indukalta CREB foszforilacio dozis és idd fiiggése az agy kiilonbozd teriiletein. A grafikonok az dtlag
értékeket mutatjak (+SEM) a vivéanyag (V) hatdsdanak %-4ban mérve. Régionként feltlintettlk a 33ng/g E2 hatésat a
CREB foszforilaciora az E2 adasatol szdmitva 15 perc, 16ra és 4 6ra malva. Ezen kivil régionként abrézoltuk a 3,3 és a
33 ng/g E2 hatdsat a pCREB expresszidra (*p<0,05). Terilet roviditések: 1asd széveg.
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6.1.1 Eredmények

6.1.1.1 Az E2 hatdsa a CREB és az ERK1/2 foszforilacidjara a kozponti idegrendszerben

Ezekben a vizsgalatokban a CREB foszforilacio mértékét az E2 adésa utdn 15 perccel, 1
ordval és 4 oraval hataroztuk meg az ovariektomizalt  néstény egerek kozponti
idegrendszerében. Az immunperoxidaz hisztokémiai festések megmutattak, hogy a pCREB
és a CREB immunreaktivitds a sejtmagra lokalizalédik. Az E2 adésa szignifikansan emelte a
pPCREB-et expresszald sejtek szamat az MPN-ben, az MS-ben, a hippocampus CAl

bizonyult a gCTX-ben és a caudatum-putamen teruletén (12. abra). Ez a valtozas az MPN-
ben, MS-ben, CAl-ben, AVPV-ben 15 percen belul jelentkezett és 4 oOran keresztil
fennmaradt (12. bra). A vVIVMN-ben a pCREB expresszio emelkedés 1 6ra mulva kezd6dott
és még 4 6randl is szignifikdnsan magas volt (12. abra). A 3,3ng/g és a 33ng/g E2 hasonld
hatast produkalt a pCREB expresszidra valamennyi vizsgalt terlleten (12. dbra). A CREB
immunreaktiv sejtek szdma E2 hatdsara nem valtozott egyik vizsgalt teriileten sem.

A CREB foszforilacio szabélyozdsaban az ERK1/2 alapvetd szerepet jatszik
(Shaywitz és Greenberg, 1999). Ezért a

kovetkezd kisérletben meghataroztuk az MPN

E2 hatasat az ERK1/2 és a pERK1/2 ] * - -
c * % *
expressziora. Az  immunperoxidaz & g o I
X S *
hisztokémiai vizsgalataink megmutattak, 3 20 T W
hogy az ERK1/2 immunreaktivitass a & 100/ £ 100 D
@ [
citoplazméban és az idegrostokban O_D 0 D
; . , V 15perc 1l6ra 4dra V  3,3ng/g 33nglg
mutathatd ki, mig a pERK1/2
g . : . 9CTX
expresszid ezeken kivil a sejtmagban is
megfigyelhetd. Erés ERKL1/2 és g 200 ( ) g 200
pERK1/2 immunreakciét talaltunk a : 100 i
hypothalamus preoptikus terlletén, a E D 5 D
o 0 r
hypothalamus  paraventricularis  és m vV 15perc 16ra 4ora A 33nglg 33ngly

supraopticus magjaban valamint a bed 13. dbra E2 indukdlta ERK1/2 foszforildcié dozis és idé fiiggése az

agy kiilonbozo teriiletein. A grafikonok az atlag értékeket mutatjak
(+SEM) a vivéanyag (V) hatdsinak %-&ban. Régionként
feltiintettik a 33 ng/g E2 hatasat az ERK1/2 foszforilaciéra az E2
adasatol szamitva 15 perc, 16ra és 4 6ra mualva. Ezen kivil
régionként abrazoltuk a 3,3 és a 33 ng/g E2 hatdsat a pERK1/2
expresszidra (*p<0,05). Terilet roviditések: lasd szoveg.

nucleus of stria  terminalisban.
Gyengébb volt a festédés a piriform

cortexben, a centralis amygdalaban, a
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thalamusban és a gCTX-ben. Kvantitativ képanalizis segitségével megvizsgalva a CREB
immunhisztokémianal figyelembe vett tertileteket, az MPN-t és a gCTX-et, azt talaltuk, hogy
az E2 alkalmazéasa 15 percen beliil dozisfliggé modon két és félszeresére emelte a pERK1/2
expresszidt az MPN-ben de a gCTX-ben ez nem volt hatésos (13. &bra).

6.1.1.2 A klasszikus 6sztrogén receptorok szerepe az E2 gyors nem-klasszikus hatasaiban a

kOzponti idegrendszerben

VT . S owvree2 0w AkoOvetkezd kisérletben azt vizsgaltuk meg, hogy az E2
=4 ; S ERK1/2-re és CREB-re gyakorolt gyors nem-klasszikus
hatdsaiban a klasszikus 6sztrogén receptorok milyen
szerepet jatszanak. Ezeket a Kkisérleteket 8Osztrogén
receptor hidnyos ERaKO vagy ERPKO egereken
vegeztuk és az ERK1/2, a pERK1/2, a CREB és a

PCREB expresszio mértékét az E2 beadas utan 1 dréval

ek 3y ok
. Sy

ERa/ERBKO+E2

"ERoKO+EZ |

vizsgaltuk immunperoxidaz hisztokémiaval.
Megallapitottuk, hogy az E2 kezelés a KO allatok vad

tipusu utddaiban hasonld véltozasokat produkélt a

pPCREB expresszioban, mint a C57BL/6-0s egereken

14. 4bra. Az E2 indukdlta crReB (15. &bra). Az MPN-ben az E2 kezelés hasonlo
foszforilaci6 a  klasszikus  &sztrogén

receptoroktél fiigg. A mikrofotok a pCcREB ~ VAltozasokat okozott a vad tipust kontroll, az ERaKO
immunoreaktivitdst mutatjdk vad tipusu, B i ; L,
ERaKO, és ERW/ERB KO E2 kezelt VX €S az ERPKO egerekben (14.,15. abra). A vad tipusa és

egerekben. Az E2 néveli a CREB i . i
foszforilacit a vad tipusi (VT), ERak0, — aZ ERaKO egereknél az MS-ben tapasztalt E2 indukalta

ERPKO (itt nem mutatott) és ERa/ERS KO ., .,
egerekben. Kalibraciés egyenes: 100pm, CREB foszforilacio az ERBKO egerekben hianyzott (15.

vl agykamra abra). Ezzel szemben a vad tipusi eés az ERBKO
egereknél a vVIVMN-ben az E2 emelte a pCREB immunreaktiv sejtek mennyiségét, de az
ERaKO allatokban nem (15. abra). Az E2 vivOanyagaval torténé kezelést kovetben az
alapszintli CREB foszforilacié az ERaKO egerek esetén a vIVMN-ben emelkedett volt a vad
tipusu egerek adataihoz képest (15. abra). Az az eredmény, hogy az MPN-ben az E2-
indukélta CREB foszforilacio nem filigg a klasszikus 6sztrogén receptoroktol, arra utalhat,
hogy az ERa és ERp receptorok kompenzalhatjak egymas hianyat. Ez a megfigyelés arra
sarkallt, hogy kisérleteinket elvégezziik kettés KO, ERa/ERB KO, egereken, amelyekben
mind az ERa, mind az ERB gén hidnyzik a sejtekbdl. A kisérletek megmutatattak, hogy az E2

nem volt hatassal a CREB foszforilaciéra az ERo/ERP KO egereknél az MPN-ben (14, 15.
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abra). Ezekkel az adatokkal ¢sszhangban az E2 kezelés a tobbi teriileten (VIVMN, MS,
AVPV, hippocampus CAl-es régidja) sem befolyasolta a pCREB expressziét az ERo/ERp
KO egerekben. A CREB alapaszintje nem kiilonb6zoétt az ERaKO, ERBKO és ERo/ERB KO
egerekben és az E2 alakalmazasa utan sem mutatott valtozast.

A pERK1/2 expresszio vizsgalatdnal megfigyelheté volt, hogy a pERK1/2
immunreaktiv sejtek szdma csokkent értéket mutatott a vivanyaggal kezelt ERBKO
allatokban a vad tipusu testvéreik értékeihez képest az MPN-ben (16.D &bra,) . A CREB
foszforilacio vizsgélatanal kapottakkal ellentétben, egyik KO egértorzsben (ERaKO, ERBKO

MS
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15. abra. Az E2 indukalta CREB foszforilacio fiigg az ERo-t6l, az ERB-t6l vagy mindkét receptortol az agyban in
vivo. Régionkent feltiintettiik a 33ng/g E2 vagy a vivéanyag hatasat a CREB foszforilaciora az E2 adasatol szamitva
16ra mulva ERo vagy ERS KO egerekben. Ezen kivil régionként abréazoltuk a 33 ng/g E2 hatdsat a pCREB
expressziora dupla KO (ERW/ERS KO) egerekben (+*p<0,05). Terllet roviditések: lasd szoveg.
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¢s ERaw/EKp KO) sem figyeltiink meg E2 indukalta pERK1/2 foszforilaciot egyik anatomia
teruleten sem (16. A-E abra)
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Osztrogén receptortdl az agyban in vivo. A nagy és kis nagyitasu
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6.1.1.3. Nemi kiilonbségek az E2 nem-klasszikus hatésaiban

Korabbi kisérleteink megmutattak, hogy az E2 kdzponti idegrendszeri hatdsa nagy mértékii
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foszforilacié maximalis szintet ért el a néstények kozponti idegrendszerében. Az E2 kezelés
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az ¢l6z06 kisérletekhez hasonldan emelte a pCREB immunreaktiv sejtek szamat az MPN-ben,
az MS-ben, a hippocampus CAL régidjaban, a vVIVMN-ben (17. B abra) és nem valtoztatta a
gCTX-ben és a caudatum-putamenben. Ezzel ellentétben a gonadektomizalt himekben az E2
kezelés csak az MS-ben és a CAl-ben emelte a CREB foszforilaciot, a tobbi terlileten nem
(17. B abra). Az ERK1/2 foszforilacidé ugyanugy valtozott a néstény allatokban, mint az
el6z6 kisérletben. A gonadektomizalt him egerekben viszont az E2 kezelésnek nem volt
hatasa az ERK1/2 foszforilacidra egyik vizsgalt teriileten sem. Az E2 kezelés nem valtoztatta
meg az ERK1/2 és a CREB (17. A &bra) immunreaktivitast mutataté sejtek mennyiségét

egyik kiserletben sem.

6.1.1.4. A genistein nem-klasszikus hatasai

A genistein Osztrogénszerii hatasai jol ismertek. Kisérleteinkben arra kerestik a
valaszt, hogy a genistein mikeént hat a fejlddésben 1évé idegrendszer CREB foszforilaciojara.
A vizsgalatokat a hypothalamus teriletén végeztik 15 perccel és 4 6raval a genistein ill. az
E2 beadasa utan neonatalis (14 napos) ndstény patkanyokban. A western blot analizis
megmutatta, hogy mind az E2 (33ng/g), mind pedig a genistein (33ng/g) képes emelni a
CREB foszforilaciot a hypothalamusban, a CREB expresszio valtozatlanul hagyasa mellett
(18. A,B abra). A tovabbiakban kvantitativ immunhisztokémiaval elemeztik a genistein és az
E2 hatéséat a beadas utan 4 o6réval. Megvizsgaltuk a genistein hatdsat azon hypothalamikus
tertleteken, melyeken jol ismert az ERa és ERPB expresszidja neonatalis korban lévé
patkanyokban. Ezek a terliletek az AVPV, az MPN és a paraventrikularis mag
magnocellularis szubdivizioja (PVNm) voltak. Az E2 és a genistein dozisfiiggéd modon
emelte a pCREB pozitiv neuronok szamat az MPN-ben és az AVPV-ben, de nem okozott
valtozast az mPVN-ben (19. &bra). A CREB expersszid egyik anatomiai terlleten sem
mutatott valtozast a kiilonbozd dozist E2 vagy genistein kezelések utan.
18. &bra. A Reprezentativ western blot
minta mutatja a vivéanyag (V), a genistein
(GEN) és az E2 hatasat a pCREB, a CREB
és az actin (belsd kontroll) expressziéra 4

oraval a beadads utan. B A grafikonok
mutatjadk a Western blot analizis
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19. abra.A A mikrofotd mutatja a pCREB expressziot az MPN-ben a vivéanyag és a genistein adasa utan 4 éraval. A
grafikonok a genistein (B1) és az E2 (B2) dézis foggd hatdsdat mutatjdk az MPN-ben, az AVPV-ben és a PVNm-ben. .
(*p<0,05). 3V: Ill. agykamra. Terllet roviditések: lasd szdveg.

6.1.2 Kovetkeztetések

6.1.2.1 A klasszikus 6sztrogén receptorok alapverd szerepe az E2 gyors hatdsaiban

Kisérleteink megmutattak, hogy az E2 gyorsan, 15 percen belil képes 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 hatéasai, mint a CREB foszforilacio, a klasszikus 6sztrogén receptoroktdl fliggenek.
Az MS vizsgélatanal, amely terileten javarészt ERB mutathato ki, azt kaptuk, hogy a CREB
foszforilacio az ERp-tol fugg. A vVIVMN-ben azonban, amely féleg ERa-at expresszal, az E2
nem-klasszikus hatasa ERa-tdl fiigg. Erdekes mddon a hippocampus CREB foszforilacioja az
ERB-an keresztll torténik, annak ellenére, hogy ezen a terlileten a hippocampus teljes
volumenéhez viszonyitva alacsony az ERPB expresszi6. A caudatum-putamen és a gCTX
teruletén, ahol az 6sztrogén receptorok szama alacsony, nem tudtunk kimutatni E2 indukalta
CREB illetve ERK1/2 foszforilaciét. Az MPN vizsgélata szintén megerdsitette az E2 nem-
klasszikus hatasanak klasszikus Gsztrogén receptoroktdl vald foggéségét. Ezen a teriileten,
mindkét 6sztrogén receptor tipus, az ERa és az ER is jelentds expresszios intenzitast mutat.
Ugyanitt azonban az egyik illetve a masik 0sztrogén receptor kilitése nem volt hatassal az E2
indukéalta CREB foszforilaciora. Ez a jelenség arra utalhat, hogy a két receptor
kompenzalhatja egymas hianyat. Valoban dupla génkiiitétt ERo/ERB KO egerekben
megfigyelhetd, hogy az E2 képtelen volt foszforilalni a CREB-et az MPN-ben. Ez a
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megfigyelés azt is jelezte, hogy az ERaKO egerckben korabban, mas kutatok altal
megfigyelt, esetlegesen el6forduld rezidualis ERa expresszid (Shughrue és mtsai., 2002) nem
vesz részt az E2 gyors nem-klasszikus hatdsainak kozvetitésében. Kordbbi in vitro
vizsgalatok is megerdsitették az ERa és ERP felcserélhet6ségének a lehetdségét (Razandi és
mtsai., 1999; Migliaccio és mtsai., 2000; Wade és mtsai., 2001). Ezek az adataink tehat az
els6 in vivo bizonyitékot szolgaltattdk arra vonatkozdlag, hogy barmelyik klasszikus
Osztrogén receptor részt vehet az E2 nem-klasszikus hatésaiban.

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
forméacidja kell, amit tobb transzkripciés mechanizmusban korabban leirtak (Cowley és
mtsai., 1997). Erdekes médon az ERB hianya az ERK1/2 alapfoszforilaciojat is befolyasolta
kisérleteinkben. Metodikai okbol kifolyolag csak néhany anatomiai tertletre korlatozodtak
méréseink az ERK1/2 aktivacio vizsgalataban. Eredményeink azonban azt mutattak, hogy az
E2 indukédlta ERKZL/2 foszforilaci6 ezeken a terileteken a CREB aktivacional
megfigyelteknél komplexebb maddon, de az 6sztrogén receptoroktdl filgg. Erdekes, hogy
korabbi in vitro adatok ellentmondasban vannak ezzel az in vivo kovetkeztetésiinkkel, mivel
Dorsa és munkatarsai leirtdk, hogy az E2 kivaltotta MAPK aktivaciohoz vagy az ERa vagy
az ERP elegenddnek bizonyultak (Singer és mtsai., 1999). Toran Allerand laboratériumaban
folytatott in vitro vizsgalatok szerint pedig nem a klasszikus 6sztrogén receptorok, hanem az
ER-X medidlja az E2 indukalta ERK1/2 foszforilaciét a neonatalis kortikalis terlleteken
(Toran-Allerand és mtsai., 2002). Adataink szerint az agykéregben, vagyis a gCTX-ben az E2
nem volt hatdssal a pERK1/2 immunreaktivitasra, in vivo koriilmények kozott.

A kapott eredmenyek, arra engednek kdvetkeztetni, hogy kapcsolat van a klasszikus
genomialis és a nem-klasszikus E2 indukalta folyamatok kozott. Korabbi in vitro
neuroblastoma sejtvonalon végzett vizsgalatok megmutattdk, hogy az &sztrogén nem-
klasszikus folyamatai alapvetd jelentOségiick az E2 genomialis transzkripcios
mechanizmusainak beinditasdban (Vasudevan és mtsai., 2001). Egy maésik osteoblastokon
végrehajtott in vitro kisérletben arra jutottak, hogy valdsziniileg a nem-klasszikus §sztrogén
hatasokat a klasszikus 0sztrogén receptor egy az eredeti allapottol eltéré konformacioban
kozvetiti (Kousteni és mtsai., 2001). Ezek az eredmeények tehat rAmutatnak, hogy a klasszikus
Osztrogén receptorok vezérlik az E2 jelatvivo rendszerekre gyakorolt nem-klasszikus hatasait

a kdzponti idegrendszerben.
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6.1.2.2. Nemi kulonbségek az E2-indukalta CREB és ERK1/2 foszforilaciéra az agy
kiilonbozo teriiletein
Kisérleteinkben egyértelmt nemi killonbségeket tapasztaltunk az MPN-ben és a vIVMN-ben.
A korébbi kisérletek szerint ezek a terlletek részt vesznek a szexuélis magatartdsformak nemi
kilonbségének kialakitasdban (Flanagan-Cato, 2000). Az MPN szamtalan kémiai és
strukturalis nemi dimorfizmussal rendelkezik, aminek szerepe lehet a him nemi szaporodasi
magatartdsformak kialakitdsaban (Vries, 1990; Simerly, 2002). Ezek a nemi killinbségek
abbol fakadhatnak, hogy az MPN-ben az dsztrogén receptorokat expresszalé neuronok szama
illetve az 6sztrogén receptort expresszald neuronok fenotipusa nemi kiliinbséget mutat. Az
Osztrogén receptor KO egereken elvégzett kisérleteink azt mutattak, hogy a nem-klasszikus
hatdsok a Kklasszikus Osztrogen receptoroktdl fiiggenek, vagyis elképzelhet6, hogy az
Osztrogén nem-klasszikus hatasaiban megfigyelt nemi kilonbségeket az eltér6 Osztrogén
receptor eloszlas okozza. Az MPN-t6l eltéréen joval kevesebb nemi kiillénbség mutatkozik a
VIVMN-miikodésében (Grattan és Selmanoff, 1997; Sakuma, 2009). Ennek a tertletnek az
0sztrogén indukélta nem-klasszikus hatasa az ERa-tol fiigg, ezért elképzelhetd itt is, hogy a
nemi kilonbségért az Osztrogén receptor expresszio felelés. Ezen a teriileten azonban a
ndstények és a himek egyenld aranyban expresszaljdk az ERa-t (Herbison, 1994). Ezért
lehetséges, hogy az 6sztrogén receptor sejtmag felé iranyuld jelatvitelében vannak nemi
kilonbségek a VvIVMN-ben. Mivel ez a terulet fontos szerepet jatszik a lorddzis
szabalyozéasaban (Pfaff és Sakuma, 1979) valdszinii, hogy az E2 indukélta nem-klasszikus
hatasok szerepet jatszanak a néstények szaporodasi magatartasformainak kialakitasaban.
Korabbi vizsgalatok megerdsitették a nemi kullinbségek jelenlétét a pCREB-et
expresszald neuronok tekintetében az MPN-ben, a vVIVMN-ben és a CAl-ben (Auger és
mtsai., 2001). Mindegyik teriileten a himek tobb pCREB-et expresszélnak, ami érdekes
maodon lehet, hogy 06sszefigg az Gjszulott himek megnovekedett endogén 0Osztrogén
A hippocampus CAl-es régidjaban és az MS-ben nem taldltunk nemi kilonbségeket
az E2 nem-klasszikus hatdsdban. Korabbi, hippocampusban végzett elektrofizioldgiai
vizsgalatok sem mutattak nemi kilénbségeket (Fugger és mtsai., 2001). Ezek az adatok azt is
jelzik, hogy az E2-nek szexualisan nemi kuldnbséget mutato, a CAL régidban a piramis sejtek
dendrit tiske denzitasara kifejtett hatdsa nem fligghet a CREB foszforilaciotdl (Woolley és
McEwen, 1993; Leranth és mtsai., 2003). Azonban az bizonyos, hogy az ERf} ebben a CREB

foszforilacidban fontos szerepet jatszik. Mivel a hippocampusban relative alacsony az ERp
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expresszié (Mitra és mtsai., 2003), ezért feltételezhetd, hogy ez a hatas kozvetett modon az

erre a teruletre iranyul6 0sztrogén szenzitiv bemeneteken keresztil jon létre.

6.1.2.3. A genistein nem-klasszikus hatdsai a neonatélis agy hypothalamusaban
Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy az EZ2-h6z hasonléan a genistein is képes a
hypothalamusban a CREB foszforilacio novelésére neonatalis korban. Fontos megemliteni,
hogy ezt a hatdst egy olyan dozirozéssal értuk el, aminek a legmagasabb koncentracioja
(330ng/qg) is alacsony dozisnak sz&mit az emberi tplalkozési adatok szerint csecsemé korban
(Setchell és mtsai., 1998). A genistein CREB foszforilaciét okoz6 hatasmechanizmusaban
feltehetleg az Osztrogén receptorok fontos szerepet jatszanak, mert a neonatalis
hypothalamusban ERa és ERP is expresszalodik (Perez és mtsai., 2003). Mivel a genistein
affinitdsa az ERB-hoz nagyobb (Kuiper és mtsai., 1998), ezért elképzelhetd, hogy ez a
receptor tipus medialja a genistein neonatalis hypothalamikus hatasat. Azonban a genistein
nem valtoztatta meg a CREB foszforilaciot a féleg ERB-t expresszalo PVN-ben (Perez és
mtsai., 2003). Ezen kivil az AVPV-ben emelte a CREB foszforilaciot, ahol az ERa
expresszio dominal (Perez és mtsai., 2003). Ezek a megfigyelések réavilagithatnak egy masik
mechanizmus lehetdségére is. A genisteinrdl jol ismert, hogy a TrkB receptorra kifejtett
tyrozin kinaz inhibitor hatasa (Yan és mtsai., 1997) mellett képes aktivalni az adenilat ciklazt
(Liu és mtsai., 2005), ami fontos kezd6 1épcséje a CREB foszforilaciohoz vezeté jelatvivo
kaszkad rendszernek és igy kisérleteinkben is szerepe lehetett.

Az AVPV jelentds szerepet jatszik a fertilitds szabalyozdsdban, mig az MPN a
szexualis magatartds szabalyozasaban alapvetd fontossagu (Wiegand és Terasawa, 1982;
Kartha és Ramakrishna, 1996). Allatkisérletekben a genistein neonatalis adagolasa
volumetrikus elvaltozasokat okoz az AVPV-ben és az MPN-ben (Patisaul és Polston, 2008),
valamint megzavarja az 6sztrusz ciklust és a szexualis magatartasban fontos szerepet jatsz6
lordozis gatlasaval is jar (Kouki és mtsai., 2003). A jelenlegi Kkisérleti eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a genistein CREB foszforilacidt indukald hatasa az AVPV-ben
és az MPN-ben szerepet jatszhat a feln6tt korban megfigyelhetd genisteinnel dsszefiiggésbe

hozhat¢ fertilitasi és szexualis magatartasi anomalidk kialakulasaban.
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6.2. Az E2 nem-klasszikus hatdsai a GhnRH neuronokon (2,9,14,12)

Az E2 visszacsatolds egyik alapvetd cél neuron csoportja a GnRH neuronok. Ebben a
kisérletsorozatban az E2 gyors, nem-klasszikus hatésait vizsgaltuk a GnRH neuronok
membranpotencialjara, az intracellularis Ca®* szintjére, a CREB foszforilaciéra és az abban
részt vevd jelatviteli rendszerekre. A Ca** mérésekhez néstény GnRH-pericam éllatokbdl
szarmazo6 tulélé agyszeleteket hasznaltunk. Az elektrofiziologiai vizsgalatainkhoz GnRH-
GFP transzgenikus egerekbdl szarmazo taléld agyszeleteket alkalmaztunk. Az Gsztrogén
receptorok szerepének vizsgalatit ndstény GnRH-ERBKO illetve GnRH-pericam/ERBKO
egereken vegeztik. A GnRH neuronban az ERK1/2 és a CREB foszforilaciot kettés jeldléses

immunhisztokémiaval hataroztuk meg.

6.2.1. Eredmények

6.2.1.1. Az E2 gyors hatasa a GnRH neuron Ca* dinamikajara

A GnRH neuronok nagy része mutatott lassii Ca®* tranzienseket illetve nem mutatott Ca®*
tranzienseket egyaltalan. A Kisérleteinkben azokat az rPOA-ban elhelyezked6 GnRH
neuronokat teszteltiik, amelyek kevesebb, mint 8 Ca?* tranzienst mutattak 6ranként. Ezekben
a kisérletekben az E2-t novekvé mennyiségben adagoltuk folyamatosan (1, 10, 100 nM) 15
percen keresztil, majd E2 mentes ACSF-fel &ramoltattuk at az agyszeleteket. 27 darab GnRH
neuronbél 13 (48%) noévelte a Ca** tranziensek szaméat E2 hatasara (a 100 nM-os kezelésnél
valt szignifikans hatasiva az E2 kezelés) (20. abra) és 14 nem mutatott valtozast az E2
kezelés alatt. A Ca®" tranziensekben tapasztalhatd ndvekedés gyakran megmaradt még a
kimosas utan is. A tulélo agyszeletekhez a kisérlet végén 30 mM Kkoffeint adtunk, mely

jellemzé Ca®* tranziens valtozast okozott (21. &bra). Ezzel ellendriztiik az adott sejt Ca**
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20. dbra Az E2 stimuldlja a Ca®"tranzienseket a GnRH neuronban. A Az emelkedd E2 koncentricé hatdsdra
bekovetkezett reprezentativ Ca?* tranziens névekedés. A CaZ* szint idébeli alakuldsdt mutatjia a sziirke vonal, mig a
piros a Daubechies 4 wavelet transzformaciéval kapott eredményt jelzi. B A digram az E2 hatasat mutatja a Ca®*

kezeléseknél a GnRH neuronokban (n=13, ***, p<0,001)

48



Ratio (493/415)

Ratio (493/415)

dc_474 12

100 nM E2-6-BSA caff

0.7
0.6
0.5

T T T T T T 1

0 15 30 45 60 75 90 perc

100 nM 17a-E2 caff
0.7
L ] POTTPRE TUMTTTRINETN F IV b Wb
4

0.5

T T T T

0 15 30 45 perc

G-1 call

o)
@

Ratio (493/415)

e
=3
=]

r T T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 perc

21. abra Az intracellularis receptorok kellenek az E2 indukalta Ca®" tranziens
novekedéshez. A Ca®" szint idébeli alakuldsat mutatia a sziirke vonal, mig a piros a
Daubechies 4 wavelet transzforméciéval kapott eredményt jelzi. A reprezentativ
felvételek mutatjak a BSA-E2, a 17a-E2 és a G1 kezelések hatastalansagat a Ca®*
tranziensekre a GnRH neuronokban. Minden megvizsgalt GnRH neuron véalaszolt a
koffein (caff) alkalmazasara (n=13, ***, p<0,001)

homeosztazisanak az
integritasat. A GnRH
neuronok ca?*
tranzienseiben
megfigyelt
valtozasok nem

mutattak  anatdmiai

specificitast. Az
allatok 0sztrusz
statusza sem

befolyasolta az E2

indukélta ca®
tranziensek

novekedéseét.

A kezdeti
eredmények azt is
megmutattdk, hogy
bizonyos id6 telik el
az E2 alkalmazésa és
a ca?*

tranziensekben

megfigyelhetd novekedés kozott. Ezért megvizsgaltuk a Ca® vélasz latenciajat is 100pM,

InM, 10nM illetve 100nM E2 kezeléseket kovetden. Ezekben a vizsgalatokban mindegyik

koncentracid hatékonynak bizonyult és a latencia atlagosan 15 percnek adédott.

DRB, RNS szintézis blokkolot alkalmaztunk azért, hogy megvizsgaljuk, hogy az E2

gyors hatasabél mennyire zarhatok ki a transzkripcionalis hatdsok. Méréseink azt mutattak,

hogy a 150uM-0s DRB-vel torténd elékezelés nem befolyasolta az E2 Ca®* tranziens ndveld

hatasat.
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A kovetkezd

Iépésben meghataroztuk az 2 e lonMEz __omeet
E2 hatds helyét és 2 oe e .
specificitaisdt a  GnRH 5 O-SK’V’\———/‘/MWM
neuronon. Ezért elészor a ) " 15 30 s 60 75 perc
membran Osztrogén B R———
receptorokat vizsgalva a §7 1
szeleteket membran = TR ‘4(\7 /"HMH‘

= 05
impermeabilis E2-BSA-val 0 15 30 45 60 perc
(100nM), GPERI agonista C@ — 2
G-1-gyel (100 nM) illetve 3 .| ®™ ; e | T
az inaktiv E2 izomerjével, § 20 g ) u

8 g 10
17a-6sztradiollal  (100nM) g '] L B g
kezeltik. Ezek  kozal = ° ::rhT? ll(TnM- el T(’ oonm  Kimosés

E2
semelylk vegyUlet Sem 22. dbra. Az E2 indukalta Ca** tranziens emelkedést az ERo medidlja a
i B GnRH neuronban. A Ca** szint idébeli alakuldsat mutatja a sziirke vonal,
blzonyult hatekonynak a mig a piros a Daubechies 4 wavelet transzformacioval kapott eredményt
jelzi. A reprezentativ felvételek azt mutatjak, hogy az E2 Ca®" tranziens

2 -
Ca™ tranziensek emelkedést indukal a pericam-GnRH/ERBKO egerekben (A) a szelektiv
B L, B ERa agonista 16a-LE2-hoz hasonléan (B). A diagramok mutatjak a Ca**
valtoztatasdban (21. abra). tanziensek ferkevencia valtozasat a pericam-GnRH/ERBKO egerekben

A kovetkezo kérdésiink az 'JZéé;"béEisz li(éﬁif:sterﬁaﬁ’énw(éefel(isff h?)tif)?(;gl(cézé ’ /ig%ngéf:i-étEezl
volt, hogy a klasszikus renasontival

Osztrogén receptorok milyen szerepet jatszanak ebben a jelenségben. Mivel a GnRH
neuronok kizarolag ERB-at expresszalnak (Hrabovszky és mtsai., 2001), ezért a kisérleteinket
elészor pericam-GNRH/ERBKO egereken végeztik, amelyekben a pericam-GnRH
neuronokban hianyzik az ERB. Ezek a mérések azt mutattak, hogy az E2 ugyanugy emelte a
Ca’®* tranziensek szamét a pericam-GnRH/ERBKO egerek GnRH neuronjaiban (50%), mint
azok vad tipust kontroll egyedeiben (48%) (22. abra). Azért, hogy az ERa lehetséges
szerepét is megvizsgaljuk 10 és 100 nM ERa agonista, 16a-LE2-t adtunk. 10 nM-os 16a-LE2
hataséara 10 GnRH neuronbdl 2 vélaszolt a Ca** tranziensek emelkedésével. 100 nM 160-LE2
adasa pedig tovabb novelte a hatast, mivel 20 GnRH neuronbdl 10 esetében ndvekedett a

Ca** tranziensek szama (22. B,D ébra).
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TTX

Korabbi  kisérletek

E2

szerint a GnRH neuronban

g o° megfigyelhetd ca®*
k] . ,
tranziensekert az IP3
i I - % G z Thiperc receptorokbdl szarmazo
Ca®" tehetd felelBssé (Jasoni
E2 caff
g N és mtsai., 2007).
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; 3 2 perc o - Bpore vizsgalatainkban arra
kerestlik a valaszt, hogy az
23. &bra. Az E2 indukélta Ca®" tranziens novekedést az akcids potencial E2 kozvetlenil a GnRH
filggetlen GABA felszbadulas medialja a GnRH neuronokban. A Ca** szint
idébeli alakuldasat mutatja a sziirke vonal, mig a piros a Daubechies 4 neuronra hatva vagy
wavelet transzformécioval kapott eredményt jelzi. (A) A reprezentativ . i
felvételek azt mutatjak, hogy az E2 a TTX jelenlétében igen, de a GABA, kozvetett maodon az
receptor blokkolé gabazin jelenlétében nincs hatassal a Ca2* tranzeinsekre ] )
A GABA kezelés TTX jelenlétében (C) és annélkill (B) is Ca?* tranzies interneuronokon  keresztil,

emelkedést idéz elé a GnRH neuronban.

emeli a GnRH neuron Ca**
tranzienseit. Eloszor TTX-et hasznaltunk, mely blokkolta az akcids potencial fliggd
transzmitter felszabadulast. Ezek a vizsgalatok azt mutattak, hogy 10 GnRH neuronbdl 3
neuronban az E2 emelte a Ca** tranziensek sz&mét, amely azt sugallja, hogy az E2 hatasa
kdzvetlenil a GnRH neuronokon val6sulhat meg (23. A abra). Ez a megfigyelés azonban
ellentmondasban van azzal az adatunkkal, miszerint az E2 hatast az ERa kozvetiti, mert a
GnRH neuronok nem tartalmazzak ezt az 6sztrogen receptor tipust, és igy az E2-nek
indirekten kéne hatnia. Feltételeztiik korabbi elektrofizioldgia kisérletek alapjan, hogy ebben
a folyamatban akcios potencidl fiiggetlen GABAerg neurotranszmisszio is részt vehet (Sim és
mtsai., 2000; Christian és Moenter, 2007). Ezért elvégeztik a kisérletet 1 mM gabazin,
GABAA receptor gatlo jelenlétében is. A gabazin a bicuculinnal ellentétben nem mutatott
fluorescenciat, abban a hullamhossz tartomanyban, amiben a pericam és blokkolta az 6sszes
inhibitorikus posztszinaptikus aramot (IPSC) a GnRH neuronban. TTX és gabazin
jelenlétében 13-b6l 13 GnRH neuronon tapasztaltuk, hogy az E2 nem befolyasolta a Ca®*

tranziensek szdmat a GnRH neuronokban (23. A abra). Ez a jelenség arra is utalt, hogy a
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GABA képes a GnRH neuronban koézvetleniil a Ca** tranziensek emelésére. Valéban TTX és
50 mM GABA egyiittes alakalmazéasa esetén 11-bél 6 GnRH neuronban emelkedet a Ca®*

tranziensek szama (23. B,C abra).

A | ——— ]
[ CNQX + AP-5 + TTX | C 1o *
8 -
g
N
g
a -
D T 10 “§ 20 30 mh. 32

r,f““f‘w' (s o f-”.'fw"r’
| | [[ 'N Aa f 'M»M{ (WI‘ i M

|
50 pA ‘ |
1 sec

B

[ CNQX + AP-5 + TTX |

mIPSC (Ha)

24. dbra. Az E2 mIPSC burst-et indukdl a GnRH neuronokban. A Whole cell patch clamp fevételek TTX és glutamat
receptor antagonista CNQX és AP-5 jelenlétében 15 perces 100 nM-os E2 adas esetén. B Reprezentativ felvétel egy
GnRH neuronrol, amelyik nem reagal az E2 kezelésre (a felsé részen a regisztratum, az also részen az mIPSC
ferekvencia hisztogramja lathaté). C-F Négy db GnRH neuron frekvencia hisztogramja, amelyek késleltetett mIPSC
burst-tel (*n<0.05) valaszoltak az E2 kezelésre.

6.2.1.2. Az E2 hatasa az IPSC-re a GnRH neuronban

Az el6z6 eredmények arra utaltak, hogy az E2 képes az akcids potencial fiiggetlen GABA
transzmisszio novelésére a GNRH neuronokon. Azért, hogy kdzvetlenil megvizsgaljuk ezt a
feltevéslinket, GABAA receptor aramokat mértink a GnRH neuronokon whole cell patch
clamp technikdval GFP-GnRH egerek t0lél6 agyszeletein. Az IPSC mérések megbizhatdsagat
a TTX mellé adott glutamat receptor antagonistak, AP-5 és CNQX, alkalmazésaval értiik el.
A miniattr IPSC (mIPSC) atlag ferekvenciaja 0,75 + 0,2 Hz-nek, amplitudoja 29,5 + 3,3 pA-
nek, a decay ideje 15,5 = 0,7 ms-nak addédott. Az mIPSC blokkolhat6 volt GABAA receptor

antagonista bicuculinnal vagy gabazinnal, ami mutatja az akcids potencial fliggetlen GABAA
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receptorok aktivaciojanak jelenlétét a GnRH neuronokon. Kisérleteink egyértelmiien
megmutattak, hogy 100 nM-os E2 15 percen keresztiil adva jelentds emelkedést (burst) okoz
az IPSC-ben, 17 GnRH neuronbdl 4 esetében. A tébbi GnRH neuronban az IPSC
frekvencidja és karakterisztikaja nem valtozott a kezelés hatasara (24. &bra).

6.2.1.3. Az E2 hatasa a CREB foszforilaciéra a GnRH neuronban

Az E2 névelte a Ca®* tranzienseket a GnRH neuronokban. A Ca®* tranziensekrél
ismert, hogy alapvetd szerepet jatszanak a jelatvivé molekulak és a transzkripcids faktorok,
mint pl. a CREB aktivaciojanak szabalyozasaban (Shaywitz és Greenberg, 1999; Kornhauser
és mtsai., 2002). Ezért megvizsgaltuk az E2 hatasat a CREB foszforilaciora a GnRH
neuronokban. Ebben a kisérletsorozatban immunperoxidaz hisztokémiaval hataroztuk meg az
E2 hatasat a CREB foszforilaciora és a CREB expressziora a GnRH neuronokban 15 perccel,
1 6raval és 4 oraval az E2 injekcidja utdn ovariektomizalt egerekben in vivo. Kisérleteink
megmutatték, hogy 33 ng/g E2 szubkutan injekciéja szuprafiziolégiés szintre emelte a

15 perc (vivOanyag:

3,42+1,44 pg/ml; E2: 854,39+197,45

A. CREB C. pCREB
. 40 - 900+ % pg/ml; p<0,05), 1 6ra (vivéanyag:
§g 1 % oo 2,37+1,51 pg/ml; E2: 492,91+80,89
ég ::: |] |i' %;, o " pg/ml; p<0,05), és 4 6ra (vivbanyag:
;2 i 2 o-D. 6,01+0,38 pg/ml; E2: 225,35+£92,54

15perc léra 4ora v ”Ezg iZE/g pg/ml; p<0,05).

B. pCREB Ov ez P A Eredményeink azt is
< 20 - ; z 3 igazoltdk, hogy a pCREB és a CREB
gg 15 1 ' immunreaktivitds a GnRH neuronok
ég 1: t' J [:' ,._" sejtmagjaiban  volt megfigyelhetd
© = N '" (25. D abra). Az E2 kezelés hatasara

15perc 16ra 46ra ;-— a GnRH neuronok szama nem

25. dbra. Az E2 gyorsan idd és dozis ﬁ4gg0en foszforildlja a
CREB-et a GnRH neuronban. Az grafikonok a CREB-et (A) és a
pCREB-et (B) expresszalo6 GnRH neuronok %-os aranyat
mutatjdk 15 perccel, 16raval és 4 éraval az E2 adasa utan OVX
egerekben.(*p<0,05) C, A grafikon a pCREB-et expresszal6
GnRH neuronokat mutatja kiiliinbozé E2 dozis esetén 1 oraval az
injekcié utan. Az adatokat a vivéanyag addsa utdn megfigyelt

valtozott egyik idépontban sem.
Ellenben a pCREB-et expresszald

GnRH neuronok szdma 6-7-szeresére

értékek %-ban fejeztiik ki. (*p<0,05) D, A mikrofoté a pCREB
immunreaktivitast (fekete) mutatja a GnRH neuronban (barna). A
kalibracios egyenes 20 pum.

emelkedett 15 perccel a beadas utan,
majd 1 oOra malva érte el a

maximumat és 4 o6ra elteltével is

szignifikdnsan magas szintet mutatott (25. B abra). Ezzel szemben a GnRH neuronok szdma
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és a CREB expresszidja nem valtozott (25. A abra). A CREB és a pCREB expresszio nem
mutatott anatomiai killonbsegeket sem, mivel nem talaltunk eltéréseket az MS-ben, az rPOA-
ban illetve az AHA-ban 1év6 GnRH neuronok CREB illetve pCREB expresszidja kozott. A

CREB foszforilacio

. CREB PCREB mértéke az alkalmazott
@ 401
A 5 Ov RE2 E2  dozisatol fuggott,
o 4 -
’ 5% L % t amit a 3,3 és a 33 ng E2
, 2 20 20 dézis-hatds  grafikonja
L] i - .
5 101 10- . mutatott (25. C abra).
L =S
> o) U 0. ] A GnRH
Q 3 Q 3 neuronok CREB

26. abra Az E2 indukdlta CREB foszforilacié szexdimorfizmust mutat. A A
mikrofoté a pCREB immunreaktivitast (fekete) mutatja a him GnRH neuronban
(barna). A kalibracios egyenes 20 um. A grafikonok a CREB-et és a pCREB-et
expresszalé GnRH neuronok Y%-os ardnydt mutatjak 1éraval a vivéanyag és az
E2 addsa utdn gonadektomizalt néstény (Q) és him (3) allatban. (*p<0.05)

foszforilacijdban  nemi
kilonbségeket is
talaltunk, mivel 33ng/g
E2 adasa gonadektomizalt him egerekben nem foszforilalta a GnRH-ban 1évé CREB-et (26.
abra). A him egerek GnRH neuronjdban mért CREB alapfoszforilacié szignifikansan
magasabb volt, mint a ndstényekben. A CREB-et expresszal6 GnRH neuronok szama
himekben hasonld volt, mint néstényekben és nem mutatott valtozast az E2 kezelést kovetden
sem (26. abra). A GnRH neuronok szdma ugyancsak valtozatlan maradt E2 kezelés utén a

him allatokban.

6.2.1.4. Az 6sztrogén indukalta CREB foszforilacio jelatviteli utvonalai a GnRH neuronban
(Shaywitz és Greenberg, 1999), ezért megvizsgaltuk az ERK aktivaciot a GnRH
neuronokban. Vizsgalatainkban kettds jeloléses fluorescens immunhisztokémidval mutattuk
ki az ERK1/2 és a pERK1/2 expresszidét a GnRH neuronokban E2 adasa utan 15 perccel, 1
Oraval és 4 oraval. Az ERK1/2 immunreaktivitas az idegsejtek citoplazméjara korlatozodott,
a pERK1/2 expresszio a citoplazman kivil a magban is kimutathatd volt (27. A é&bra). A
GnRH neuronok szamanak valtozatlanul hagyasa mellet az E2 a pERK1/2-t expresszald
neuronok szamat jelentésen novelte 15 percen belll, majd ez az érték 1 6randl az alapértékre
esett vissza (27. B abra). Az ERK1/2 expresszié a GnRH neuronokban nem valtozott (27. E
abra). A pERK1/2 expresszié novekedese anatomiai sepcificitast mutatott, mivel egyedil az
rPOA teruletén Iévé GnRH neuronokban volt szignifikans (27. D &bra).
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Tovabbi vizsgalatainkban arra kerestiik a vélaszt, hogy az ERK1/2 aktivacid reszt
vesz-e az E2 indukélta CREB foszforilacioban. Ezekben a kisérletekben szelektiv MEK1/2
(ERK1/2 aktivator kinaz) inhibitort, U0126-o0t alkalmaztunk talél agyszeleteken és az E2

indukalta CREB foszforilaciot kettds jeloléses immunperoxidéz hisztokémiaval mutattuk ki,

15 perccel az E2 alkalmazasa utan. Hasonl6an az in vivo vizsgalatban tapasztaltakhoz a
GnRH neuronokban 1évé CREB és a pCREB magi lokalizaciot mutatott (28. A abra) és a

PCREB-et expresszaldé GnRH neuronok szdma szignifikdnsan megemelkedett az E2 adasa

utdn 15 percen belll. Az 1uM U0126 alkalmazasa blokkolta ezt az emelkedést a GnRH

GnRH pERK1/2

GnRH+pERK1/2

“‘W

C D 15 perc
S = * S w0

| el | enp—

o o 20 o o

23 = >

D s T 20
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°

27. dbra Az E2 gyorsan id6 fiiggden foszforilalia az ERKI1/2-t a GnRH
neuronban. A A4 mikrofoto kettds jeldléses immunfluorescenciat mutat, ahol a
PERK1/2 piros a GnRH neuron zold szinii. A kalibracios egyenes 20 um. B A
sematikus abra az ERK1/2 expresszioval rendelkez6 GnRH neuronok eloszldsat
mutatja az MS-ben, az rPOA-ban és az AHA-ban. A grafikonok a pERK1/2-t (C)
illetve az ERK1/2-t (E) expresszalé GnRH neuronok %-os aranyat mutatjak 15
perccel, 1oraval és 4 oraval a vivéanyag illetve az E2 adasa utan, valamint 15
perccel az E2 adasa utan az ERK1/2-t expresszalé GnRH neuronok expressziojat
kiilonbozé  agyteruleteken az MS-ben, az rPOA-ban és az AHA-ban
(D)(*p<0,05). Anatomiai tertlet roviditések: lasd szdveg.
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neuronokban  az
CREB

vatozatlanul
mellett (28. B &bra). A

GnRH neuronok szamat és

alap
foszforilacio

hagyasa

CREB expressziojat sem

az E2 sem pedig az U0126

nem  befolyasolta. A
pCREB  immunoreaktiv
neuronok szdma itt is
specifikus anatémiai
eloszlast mutatott, mivel
kizar6lag az rPOA-ban

lévé GnRH neuronoknal
mutatkozott meg a hatas
(MS, vivbanyag: 34,2 +

12,2%, E2: 44,1+8,2%j;
rPOA, vivéanyag:
27,6%2,8%, E2:
42,2+51%, p < 0,05
AHA, vivéanyag:
11,6+7,2%, E2:

44,6+16,1%).
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Vizsgalataink azt mutattak, hogy az ERKZL/2 aktivacidja kell a CREB
foszforilacidéjahoz a GnRH neuronokban. Korabbi kisérletek azonban azt igazoltak, hogy mas
jelatvivo rendszerek is részt vehetnek a CREB foszforilacioban. Ezért a kovetkezd 1épésben a
PKA, a CaMKII és a PKC jelatvivd palyarendszerek szerepét tanulméanyoztuk az E2
indukalta CREB foszforilacioban a GnRH neuronokban. Ezeket a vizsgalatokat specifikus
blokkolok, igy H-89, AIP és GF109203X segitségével végeztik tGlél6 agyszeletekben in
vitro. Méréseink azt mutattak, hogy sem az E2 sem pedig a blokkoldk nem véltoztattdk meg a

GnRH neuronok szamat. Az el6z6 kisérletekhez hasonléan az E2 emelte a CREB
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28. dbra. Az E2 az ERK1/2, a PKA-n és a CaMKII jeldatvivd pdlyarendszereken keresztiil foszforildlja a CREB-et
és az ERK1/2-t a GnRH neuronban. A A mikrofotd6 a pCREB immunreaktivitast (fekete) mutatja a him GnRH
neuronban (barna). A kalibracios egyenes 20 um. B-E A grafikonok a pCREB-et expresszalé GnRH neuronok
%-os aranyat mutatjak 15 perccel a vivéanyag illetve az E2 adasa utan U0126, H-89, AIP vagy GF109203X
ielenlétében.(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

foszforilacié mértékét a GnRH neuronokban (28. D-E abra). Azonban 10 uM H-89-es és 10
UM-os AIP kezeléssel ezt az emelkedést blokkolni tudtuk (28. D,C &bra), de a 100 nM
GF109203X-nek nem volt hatasa (28. E abra). Egyik antagonista sem befolyasolta az alap
CREB foszorilacios szintet. Az el6z0 kisérletekhez hasonléan a GnRH neuronokban az E2
adasa utani megnovekedett CREB foszforilacid itt is az rPOA-ban 1évé GnRH neuronokra
korlatozédott. A GnRH neuronok CREB expresszidjat sem az E2, sem pedig az inhibitorok

nem valtoztattak meg.
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Kiserleteink
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>3 neuronban. A grafikonok a pERK1/2-t .. ,
E o 101 expresszalé GnRH neuronok %-0s aranyat kerestik a valaszt,
& mutatjak 15 perccel a vivéanyag illetve az ; p
w
l—f{ = E2 adasa utan, H-89, AIP vagy hogy ez a szabalyozas
= D GF109203X jelenlétében. AtV
0 (*p<0’05;**p<0,01;***p<01001), _]e atvivo
Kontroll GF109203X pélyarendszerek

melyik szintjén torténik. Ezért megvizsgaltuk az inhibitorok hatasat az E2 indukéalta ERK1/2
foszforilaciora in vitro. Kettés jeloléses immunhisztokémiaval tortént vizsgalataink azt
mutattak, hogy hasonléan az in vivo kisérletekhez az E2 emelte az ERK1/2 foszforilaciét a
GnRH neuronokban 100 nM E2 alkalmazésa utan 15 percen belil (29. A-C éabra). Ebben a
kisérletben is hatékonynak talaltuk a H-89-et és az AIP-ot (29. A-B abra), és a GF109203X
itt sem mutatkozott hatasosnak (29. D abra). A GnRH neuron pERK1/2 emelkedése ebben a
kisérletben is az rPOA-ra korlatozodott. A GnRH neuronokban az ERK1/2 expresszi6ja nem

valtozott az E2 és az inhibitorok adasa utan sem.

6.2.1.5. Az indirekt transzszinaptikus és a kdzvetlen folyamatok szerepe az E2 indukalta
ERK1/2 foszforilaciéban a GnRH neuronokon

Tovébbi vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy az E2 hatdsa kozvetlenlil a GnRH
neuronokon vagy kozvetett modon interneuronokon keresztll valdsul meg. Azt is vizsgalni
kivantuk, hogy ezekben a folyamatokban milyen szereppel rendelkezik a GnRH neuronokban
kifejez6d6 ERP receptor. Ahhoz, hogy mind a direkt hatasra, mind a nem-klasszikus E2 hatés
ERP fluggdségére egyarant valaszt kapjunk vizsgalatainkat Cre-LoxP technolégiéval
létrehozott GNRH-ERB KO egereken végeztiik, amelyekb6l szelektiven csak a GnRH
neuronokbdl Utéttilk ki az ERB-at. Igy az E2-indukélta CREB és ERK1/2 foszforilaciot
GnRH-ERP KO egereken vizsgaltuk az E2 adésa utan 15 perccel in vivo. Mivel egérben nem
tudjuk kimutatni az ERB-t immunhisztokémiédval a GnRH neuronokban, ezért megvizsgaltuk
a Loxp rekombinacié neuroanatomiai specificitasat. A PCR vizsgalatok megmutattak, hogy

az rPOA-ban igen, de a cerebellumban nem kovetkezik be az ERB gén rekombinacioja, ami
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A pERK1/2
a v . -y ,
« M ok =) azt mutatja, hogy a Cre rekombinaz hatasosan
[=) | — |
22 rekombinalja az ERB'™"1°® gént az rPOA-ban.
<2 10 ) ,
3 — Ezekben a vizsgalatokban azt kaptuk, hogy az
O 54
8 ﬁ s E2 hatékonyan emelte a pERK1/2-t és a
0_
VT GnRH-ERGKO pCREB-et expresszalé6 GnRH neuronok szamat
a vad tipusu egerekben (30. abra). Azonban a
B oCREB pust eg ( )
301 sk GnRH-ERB KO egerekben az E2 nem volt
% | — |
53 1. hatassal az ERK1/2 és a CREB foszforilaciora
g@ a GnRH neuronokban (30. abra). Az E2
2" = : .
e Iil - indukalta ERK1/2 foszforilacio itt is az
0-
vT GnRH-EREKO rPOAban 1évo GnRH neuronokra
30. 4bra Az E2 az ERp-4n keresztill foszforilalja korlatozédott. A GnRH neuronok szama nem
az ERK1/2-t és a CREB-et a GnRH neuronban. ; .,
A grafikonok a pERKL/2-t (A) és a pCREB-et valtozott az E2 hatdsara ezekben a
(B) expresszal6 GnRH neuronok %-os aranyét L,
mutatjak vad tipust és GnRH-ERBKO egerekben kisérletekben sem.
15 percen beliil a vivéanyag illetve az E2 addsa . . i
Utan in vivo (***p<0,001). Egy kovetkezd taléld agyszeleten
végzett in vitro kisérletben
A DERK112 GnRH + pERK112 azt is megvizsgaltuk, hogy

a GnRH neuronok afferens
neuronjai milyen szerepet
jatszanak az E2 nem-

klasszikus hatasainadl a

GnRH neuronokon.

B P Ezekben a kisérletekben
15 av

- e inhibitor koktélt

10

alkalmaztunk, mely TTX-

s I__.___I lji et, glutamat receptor és
0 GABA receptor

Kontroll  TTX + Picrotoxin

% GnRH neuronok
pERK1/2-vel

WARSHRENER blokkoldkat, vagyis
31. dbra Az E2 kozvetetten interneuronokon keresztil foszforilélja az . . i
ERK1/2-t a GnRH neuronban. A A mikrofotd kettés jeléléses picrotoxint, CNQX-et és
immunfluorescenciat mutat, tulélé agyszeletben ahol a pERK1/2 piros a
GnRH neuron zold szinii. A kalibrdciés egyenes 20 um. B A grafikon a AP5-0t tartalmazott. Az
PERK1/2-t expresszal6 GnRH neuronok %-os aranyat mutatja 15 o i .
perccel a vivéanyag illetve az E2 addsa utan, TTX, picrotoxin, AP5 és inhibitor koktél sikeresen

CNQX jelenlétében vagy anélkil (***p<0,001). blokkolta az E2-indukalta
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ERK1/2 foszforilacidt és hasonldan a kordbbiakhoz fokozott pERK1/2 expressziot mutatott
az rPOA-ban clhelyezked6 GnRH neuronokban (31. abra).

6.2.1.6. A fizioldgids E2 koncentracio szerepe a nem-klasszikus folyamatokban a GnRH
neuronokban

Az in vitro vizsgalatainkban hasznalt 100 nM-

0os E2 koncentraci6 a kutatok széles korében 151 ¥
. . E -
alkalmazott, azonban ez a dézis nem tekinthetd §T 1o
fiziologiasnak  (Herbison, 2009). Ezért annak %E 5 —
érdekében, hogy az eredményeinket fiziologiasan °"
04
“megfelel6”  kontextusba  helyezzik  ketféle ovX Intakt

elrendezesben végeztiik el Gjra a kisérleteket. Elészor g
ovariektomizalt (minimalis E2 szinttel rendelkezd) ¢és "]
GnRH
neuronjainak pERK1/2 szintjét hasonlitottuk ¢ssze in

A masodik

60

diosztruszban  1évé  aloperalt  egerek 451

30

% GnRH neuronok
pPCREB-bel

154
ezerszer o

Vivo. kisérletsorozatban

oL i v 100pM E2
alacsonyabb E2 koncentraciét, 100 pM-t hasznalva
32. 4bra Az E2 hatés fiziologids korulmények

vizsgaltuk a GnRH neuronok CREB foszforilacidjat in
vitro talélo agyszeletben. Az elsd kisérletben azt
kaptuk, hogy az ovariektomizélt egerekben a GnRH

neuronoknak csak kis hanyada expresszalt pERK1/2-t,

kozott is érvényesil. A A grafikon a pERK1/2-t
expresszalé  GnRH neuronok %-o0s aranyat
mutatja OVX és intakt prodsztruszban 1évd
egerekben (***p<0,001). B A grafikon a
PERK1/2-t expresszal6 GnRH neuronok %-0s
aranyat mutatja tulélo agyszeletben vivéanyag
(V) és 100 pM-os E2 akalmazasat kévetéen 15

} ) . . percen beldl.
azonban a prodsztruszos egereknél kétszer annyi

GnRH neuron rendelkezett pERK1/2-vel (32. A abra). Az ovariektomia nem befolyasolta a
GnRH neuronok szdmat és az ERK1/2 expresszidjat. A masodik, in vitro kisérletsorozat
megmutatta, hogy 100 pM E2 is képes szignifikansan emelni a CREB foszforilaciét a GnRH
neuronokban (32. B abra). Ebben a kisérletben sem valtozott a GnRH neuronok szama illetve

a pCREB expresszioja az E2 adasat kdvetden.

6.2.2. Kovetkeztetések

6.2.2.1. Az E2 nem-klasszikus hatasa emeli a Ca** tranzienseket a GnRH neuronokban
A sejtek jelatvivé utvonal haldzaténak egyik legfontosabb eleme a Ca** mely igen sok
jelatvivé molekula mitkodését szabalyozza (Shaywitz és Greenberg, 1999). A vizsgélataink

megmutattak, hogy az E2 egyértelmiien novelte a Ca®" tranzienseket a GnRH neuronokban.
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Az ERBKO allatokkal és Osztrogén receptor antagonistakkal elvégzett kisérleteink azt is
megmutatték, hogy az intracellularisan elhelyezkedd ERo-4n keresztiil az E2 emeli a Ca**
tranziensek mennyiségét a GnRH neuronokban. Mivel ERo nem talalhaté a GnRH
neuronokban (Herbison és Pape, 2001), ezért elképzelhetd, hogy az E2 interneuronokon
keresztiil éri el a hatast. Ez a feltevés és az, hogy a Ca* tranziens emelkedés nem fiigg az
akcios potencial dependens szinaptikus neurotranszmissziétol, arra engedett kdvetkeztetni,
hogy az E2 Ca®*" tranziensekre gyakorolt hatasaiban a GnRH neuronok akciés potencial
fuggetlen GABAerg szabalyozésa is szerepet jatszhat. Ezt a hipotézisiunket alatdmasztotta 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 emelni az mIPSC-t a GnRH neuronokban, vagyis az E2 képes novelni a
GnRH neuronokat célzo, akcids potencial fliggetlen GABA felszabaduldsat. Azonban azt
nem tudjuk, hogy az E2 kivaltotta GABA inicialta Ca®* tranziens emelkedés milyen
mechanizmussal megy végbe. Kimutattuk, hogy ez a mechanizmus a nem-klasszikus
hatdsokhoz kotddik, mivel nem fligg a géntranszkripciotol, és azt is, hogy valamilyen
mechanizmus szerint az 1P3 receptoroktol fiigg. Erdemes megjegyezni, hogy annak ellenére,
hogy a korabbi kisérletekben is lefrtak hasonlé E2 kivéltotta Ca** tranziens emelkedést a
GnRH neuronokban, e kisérletek eltéréseket mutattak a mi vizsgalatainktol (Temple és mtsai.,
2004; Abe és mtsai., 2008). Majom idegsejt kultiraban a Ca®* tranziensek emelkedéséhez
példaul membran 0Osztrogén recepcid kellett (Abe és mtsai., 2008), mig egér idegsejt
kultiraban ez a jelenség az ERo-an keresztil zajlott le (Temple és mtsai., 2004). Talan a
legfontosabb kiilonbség az, hogy a mi kisérletiink volt az elsd, ahol feln6tt GnRH neuronban
irtuk le a folyamatot, és a tobbi eredménnyel egyiitt ez felhivhatja arra is a figyelmet, hogy az
E2 hatisdban kiilonbség mutatkozik embrionalis és felndtt korban a Ca®" regulécio

tekintetében.

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

A Ca?" tranziensek novekedése jelentdsen emeli a CREB foszforilacio mértékét a
sejtekben (Shaywitz és Greenberg, 1999), ezért valoszintsithetd, hogy az E2 adasa emeli a
CREB foszforilaciot a GnRH neuronokban. Valoban, in vivo kisérleteinkben megmutattuk,
hogy az E2 gyorsan (<15 perc), dozisfiiggd modon novelte a GnRH neuronokban a CREB
foszforilaciot és ez 1 6ra illetve 4 6ra milva is megfigyelheté volt. Erdekes modon ez a

foszforilacié a him allatokban hianyzott és az alap foszforilaciés szint is nagyobb volt a
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CREB-nél a him GnRH neuronokban, ami a GnRH neuronok szignaltranszdukcids
utvonalainak szexdimorfizmusara utal.

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy milyen jelatviteli utvonalak allhatnak
ennek hatterében. Az E2 indukalta ERK1/2 foszforil&cid tranziensnek adddott, 15 percnél
érte el a maximumat, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az ERK1/2 foszforilacid
megeldzi, és talan befolyasolhatja a CREB foszforilaciot. Ezt a feltevésiinket a MEK1/2
inhibitorral tortént in vitro kisérleteink megerdsitették. Tovabbi in vitro kisérleteink azt is
megmutattak, hogy a PKC jelatvive rendszerrel ellentétben a PKA és a CaMKII alapvetd
szerepet jatszanak az E2 kivaltotta CREB és ERK1/2 foszforilaciéban. A PKA és az ERK1/2
kozotti kommunikacios utvonalak ismertek (Impey és mtsai., 1998), azonban a CaMKII és a

PKA kozotti jelatviteli kapcsolatrdl nincs szakirodalmi adat.

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

Mivel az ERK1/2
foszforilacié a transzszinaptikus

aktivacio részeként johet Iétre,

ezért feltételeztilk, hogy az E2 ERa/p
. . Lo A Q 00 Q Extracelluléris tér
transzszinaptikusan valtja ki az ° S
Q
ERK1/2 foszforilaciot a GnRH GABA am 2 Glu

neuronban. Megfigyeltiik, hogy m
TTX eés  glutamat/GABAA \ C%
. (ERB

receptor  blokkol6  egylittes Citoplazma
) o \\ ‘ PKA  CaMKIl

alkalmazasakor az E2 nem volt i) / —

hatassal az ERK1/2 ERK1/2

foszforilaciéra. Ez arra enged la

kovetkeztetni, hogy az E2 -

indirekten hat az ERK1/2 és a

s e, 33. &bra A nem-klasszikus 6sztrogén hatasok lehetséges mechanizmusai a

CREB foszforilaciora a GNRH  camP response element binding protein (CREB) foszforilaciét szabalyozo

- intracellularis jelatvivé rendszereken GnRH neuronban. Az E2 az

neuronban. Korabbi interneuronokban lévé Osztrogén receptorokon keresztiil a GABA vagy

L, . . . glutamat neurotranszmisszion at Ca®* tranziens emelkedés kozvetitésével

kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a  ugveii o CrEB Joszforilaciot. A mdsik utvonal az ERB-an keresztil a

a , , ERK1/2 illetve a CamKIl és a PKA kozvetitésével torténik. Az ERK1/2

TTX Onmagaban nem gatolta a  jpincidencia detektorként mitkidik. Réviditések: PKA: protein kindz A,

cs g MAPK: mitogen-activated protein kinaz, E2: 174 osztradiol, CaM:

CREB foszforilaciot (3), de calmodulin, CaMKII: calcium calmodulin kinaz 11, ERK1/2: extracellular
signal regulated kinaz, IP3R: inositol 3 foszfat receptor.
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glutamat/GABAA receptor blokkolokkal egyiitt adva igen. Ez azt jelentheti, hogy az akcids
potencial dependens és independens neurotranszmisszids folyamatok egyittes gatlasa esetén
tiinik el az E2 nem-klasszikus hatasa a GnRH neuronokon. Igy elképzelhet$ az, hogy az E2
az akcios potencial fiiggetlen GABAerg neurotranszmisszid felerdsitése révén modulalja a
jelatviteli rendszereket a GnRH neuronokban. Kisérleteink ugyanugy egyértelmiien
megmutattdk, hogy az E2 indukalta ERK1/2 és CREB foszforilacio a GnRH neuronban
torténik, azonban a PKA és a CaMKII elhelyezkedését nem tudjuk pontosan meghatarozni.
Lehetnek preszinaptikusan a GABAerg terminélisokban vagy posztszinaptikusan a GnRH
neuronokban. Erdekes mddon a GnRH-ERP egereken végzett kisérleteink azt mutattdk, hogy
az E2 indukalta CREB és ERK1/2 foszforilaci6 a GnRH-ban 1évé ERp-tol fligg. Ez a
megfigyelés azt igazolja, hogy az E2 az ERK1/2-n és a CREB-en megfigyelt nem-klasszikus
hatasat kozvetleniil a GnRH neuronra hatva az ERB-an keresztl fejti ki. A transzszinaptikus
blokkolokkal kapott kisérleti adatainkkal egybevetve arra a kdvetkeztetésre juthatunk, hogy
az E2 jelatvivé rendszerekre gyakorolt hatasa a GnRH neuronokban kdzvetleniil az ERB-an
keresztll és ezzel parhuzamosan kozvetetten transzszinaptikusan is érvényesil. Ebben a
modellben ugy képzeljuk, hogy az ERKZL/2 foszforilaci6 a GnRH neuronban egy
koincidencia detektor, aminek aktivalasahoz mind a direkt ERB-an keresztil megvalosulé E2
hatds, mind az indirekt E2 indukalta GABAerg szinaptikus transzmisszid jelenléte sziikséges
(33. abra).

6.2.2.4. Az E2 indukalta CREB foszforilacio fiziologiasan relevans jelenség

Az E2 nem-klasszikus hatasainak vizsgalatdban az egyik alapveté kérdés, hogy van-e
fizioldgiai relevancidja a jelenség meglétén tal. Kisérleteink azt mutattdk, hogy a GnRH
neuronokban a CREB és az ERK1/2 foszforilaci6 magasabb volt az aloperalt diésztruszban
1év6 allatokban, mint az ovariektomizaltakban. Ez az eredmény azt sugallja, hogy az endogeén,
fiziologiasan a vérplazmaban jelen 1évé E2 moduldlni tudja az ERK1/2-CREB jelatvivo
halézatot a GnRH neuronban. Az in vitro kisérleteket nagyrészt nM-os tartomanyban 1év6
E2 koncentraciokkal végzik (Lagrange és mtsai., 1995; Cornil és mtsai.,, 2006), ami
szuprafizioldgias és nem tikrozi az élettani viszonyokat, mivel a keringésben 1évé E2
koncentracié a pM-os tartomanyba esik (Butcher és mtsai., 1974). In vitro kisérleteinkben
100 pM E2 adésa emelte a CREB foszforilaciojat a GnRH neuronokban, ami valoszinisiti,
hogy ez a jelenség létrejohet a kozponti idegrendszerben a keringésben 1évé fiziologias E2

szint hatsara is.
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Az itt bemutatott Kisérletsorozatot nagyrészt ovariektomizalt ndstény egereken
végeztik és nagy dozisu egyszeri E2-vel kezeltiik Oket. Ez valdjaban egy E2 negativ
visszacsatolasos 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 valdszintsitik az E2 visszacsatolasokban (Couse
és mtsai., 1999; Wintermantel és mtsai., 2006; Glidewell-Kenney és mtsai., 2007), azonban a
GnRH neuronok ERB-t expresszalnak, ami azt jelentheti, hogy a nem-klasszikus folyamatok
transzszinaptikus modon, az ERa-4n keresztul 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 visszacsatolasos mechanizmusaiban a kozvetett és kozvetlen hatasoknak egyarant
szerepe lehet.

Az ERK1/2-t és a CREB-et valamint a pERK1/2-t és a pCREB-et expresszal6 GnRH
neuronok szdma alacsony, aminek egyrészt metodikai okai vannak, mivel az
immunhisztokémia detekcios kiiszObe miatt nem minden molekula tehetd lathatova egy
bizonyos expresszids szint alatt. A kapott adatok azt is mutatjdk, hogy nem minden GnRH
neuron valaszol ugyanlgy az E2 alkalmazasara. Ezt tdmasztja ala, hogy a pERK1/2-t és a
pPCREB-et expresszald6 GnRH neuronok nagy részét az rPOA-ban talaltuk az E2 kezelés utan.
Az rPOA-ban 1évé GnRH neuron populacié az un. “surge” sejt csoport, ami kritikus szerepet
jatszhat a preovulatorikus gonadotropin “surge”-ben (Wintermantel és mtsai., 2006). Annak
ellenére, hogy e neuron csoport szerepe a negativ visszacsatolasban nem ismert, kisérleteink
megmutattak, hogy az ERK1/2 és a CREB foszforilacio tanulmanyozasa segitséget nyujthat a

GnRH neuronok kdzotti funkcionalis kiilonbségek megtalalasaban.
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6.3. 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
kovetkez6 kisérletsorozatban ennek a hatasnak a fiziologiai relevancidjat tanulmanyoztuk.
Ezért a kisérletekben GnRH-CREB KO, global-CREM KO és GnRH-CREB KO/global-
CREM KO egerek alkalmazasaval megvizsgaltuk az E2 negativ visszacsatolasat a GnRH

neuronokon.

6.3.1. Eredmények

6.3.1.1. A CREB GnRH neuron specifikus delécidja és a GnRH neuronok szdma a GnRH-
CREB és a CREM KO egerekben

A kett6s jeloléses peroxidaz immunhisztokémiai vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a CREB
a kontroll allatokban (C57BL/6, CREB'™™® és CREM gént tartalmazé CREM™"* egerek) és
a gobal-CREM KO egerekben a GnRH

loxP/loxP

neuronok magjaban mutathaté ki. Ezzel A CREB GnRH-CREB KO
] LY | = - L
ellentétben a GnRH-CREB KO és GnRH-  * &% uf' . y *
‘S ‘ .. Q L ' V
CREB KO/global-CREM KO egerekbena o \.,j R A R
CREB nem volt detektalhato (34. dbraya  _ %, * 4"~ 4 20 v 4
GnRH neuronokban, ami a Cre B
50
rekombinacio nagyfokd hatékonysagat 3 , i
@ 40 *kk
bizonyitja. % T -
o < 301
Megvizsgaltuk, a GnRH ¢
neuronokban a pCREB expresszidjat az E» =
I =
E2 adésa utan 3 oraval. A kontroll % 10
7 7 oo 0- —
allatokban és a global-CREM KO = F o & Qypgp
egerekben, a  GnRH  neuronok (@‘9 £ & &£ & &
kS F XS
hozzavetblegesen 25%-aban figyelhettiink & § &S

. s 34. dbra Az CREB expresszi6 a CREB mutans egerekben. A A
meg pCREB immunreaktivitast az E2 mikrofotd a CREB immunrektivitast (fekete mag piros nyillal)

;. . , , mutatja a GnRH neuronban (barna citoplazma, sarga nyillal)
adasat kovetben. Ezzel ellentétben a  ~prpioeior egerekben. Kalibraciés egyenes 10um. B A

} . _ grafikon a CREB-et expresszdl6 GnRH neuronok %-o0s
GnRH-CREB KO és GnRH-CREB aranyat mutatja kontroll (C57BL/6, CREB'>™®  CREM*'™)

és GnRH-CREB KO, global-CREM KO, GnRH-CREB
KO/global-CREM KO egerek GnRH KO/global-CREM KO egerekben. (***p<0,001) (ANOVA

neuronjaiban nem volt kimutathatg ~ UkevPosthoc tesd

PCREB expresszio.
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Osszes GnRH neuron

Egér vonal MS rPOA AHA syAma
C57/816 6+0.3 14+0.6 33+03 218 £1.4
CREB'**o® 6.3:0.3 12.6 +0.5 3404 21.7+0.6
GNRH-CREB KO 6.9+0.2 126+0.4 33+03 21.5+0.9
CREM ** 5+0.3 133+0.4 35+03 189+1
global-CREM KO 6.1+0.2 15.1+0.6 43+04 25.9+0.6 **
GNRH-CREB KO/global-CREM KO 8+0.4* 15+0.6 6.1+0.2* 28.9+ 0.5 ***

Tablazat A tablazat mutatja az 6ssz GnRH neuron szamot és feltlinteti az anatoémiai
régionkénti értékeket a vad tipusi és mutans egyedekben (n=7-16, *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001) (ANOVA Tukey post hoc test)

A Kkorédbbi vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a global-CREM KO és CREB KO
egerekben nagymértékii sejtpusztulas volt megfigyelheté (Mantamadiotis és mtsai., 2002).
a kontroll és a mutéans allatokban. A mérések azt mutattdk, hogy a GnRH-CREB KO és a
kontroll &llatokban a GnRH neuronok szdma nem Kkiilonbozott (Tablazat). Ezzel szemben
szignifikansan tébb GnRH neuront figyeltink meg a global-CREM KO és a GhnRH-CREB
KO/global-CREM KO allatokban a kontroll CREB'>™® ¢s CREM™* egerekéhez
viszonyitva (Téablazat). Hasonloan az el6z6 kisérletekhez a GnRH neuronok szama anatomiai
specificitast mutatott, mert a legtobb GnRH neuront az rPOA-ban talaltuk (Tablazat). A
GnRH neuronok anatémiai eloszlasa nem mutatott killonbséget a kontroll és a mutans allatok
kozott.

A Vaaina
s 7 " - , 404 *

6.3.1.2. A pubertas és az 0Osztrusz ciklus a CREB mutans . | — =

8.30*
egerekben g

220*
A GnRH neuronok aktivacioja szikséges a pubertas %10

g 4o
megjelenéséhez a nemi érés folyaman (Terasawa és 8

Fernandez, 2001). A GnRH-CREB KO allatokban a pubertas & 2 é 3«7‘ £

megjelenését a vagina kinyilasanak az id6pontjaval

w

hataroztuk meg. A vagina Kkinyiladsa a kontroll és a mutans
egerekben, ugyanabban az idépontban kovetkezett be (35. A

abra). Az Osztrus megjelenésének idépontja szintén nem

postnatalis napok
o 3 3

mutatott eltéréseket a kontroll és a mutans allatok kozott (36. )
B abra). &£ &L 8y

Pubertas utdn a GnRH neuronok alapvet6 szerepet — 35. dbra A pubertas megjelenése
] ] ] CREB mutans egerekben. A
jatszanak az Osztrusz ciklus szabalyozasaban. A ciklus  vagina kinyilisinak idépontja és
. . . az elsé Osztrusz megjelenése KO
valtakozasat ezért a vaginalis kenetek vizsgalataval és kontroll egerekben (n=8-14,
*p<0,05) (ANOVA Tukey post
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hataroztuk meg harom héten keresztul. Eredményeink azt mutattak, hogy a komplett ciklus
hossza valtozo volt, de nem mutatott kilénbséget a kontroll és a mutans egerek kdzott (36.
AB &bra). A teljes Osztrusz ciklus hosszahoz képest viszont kiilonb6z6 id6ket toltottek
didsztruszban (34. C,B abra) illetve 6sztruszban. A GnRH-CREB KO és GnRH-CREB KO/
global CREM KO allatok didsztruszban hosszabb de 6sztruszban rovidebb 1dot toltottek, mint
a kontroll egerek (36. C,D abra).
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36. abra Abnormadlis 6sztrusz ciklus CREB muténs egerekben. A-D A grafikonok a ciklusok szamét (A) a ciklusok
hosszdt (B), az észtrusz (C) illetve a diosztruszban (D) eltoltétt napok szamdt mutatjak. E Reprezentativ dsztrusz
ciklus profil, amely mutatja (E: &sztrusz, P: prodsztrusz, D:didsztrusz, M: metdsztrusz) az dsztrusz ciklusban
tortént valtozasokat a CREB KO egerekben a kontrollhoz képest. (n=8-16, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
(ANOVA Tukey post hoc test)
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6.3.1.3. CREB mutéans allatok termékenysége

A g Almok szama B Utédok szama
g
5 3 T T 2 8 N il
K= N (=
© g
B o o
g 4 5
0 E 4
c ~
> wn
§ 2] 2 2
;o a
e
=1
o § ] 3,0 0 $ o] e
e £ £ & ¥ OF o & &£ & OF
v £ & & S ¢ & & & &F
yo& 8 & & &9 & & & & o &o
& & g G Y Y & Is) ¢ 13) = 35Y
Dl & & T & T &
& s & & s £
<) 3 [l @ 3 S
C A sziilések kozott eltelt ido6 fiatal és 6reg egerekben

60 *k Kk S

40

napok
L]
o o
1
<
B
R

(8] e
. & ;9 P é? ngf
& &
& & ¢ & & 8
o @ O & B O
< o k3 © ¥ X F
& & £

kontroll és a mutans ndstények dtlag (+SEM) alomszdmat (A) és az utédok
szamét almonként (B). C A grafikon mutatja a sziilések kozott eltelt idét fiatal
(Y) és oreg (O) egerekben mind a hat genotipusban. (n=4-6, **p<0,01;
***p<0,001) (ANOVA Tukey post hoc test)

Amiatt, hogy a megzavart 6sztrusz ciklus mennyiben valtoztatja meg az egerek
fertilitasat megvizsgaltuk a termékenységet. Meghataroztuk az almok mennyiségét, az utédok
szdmat almonként, és a sziilések kozott eltelt idot. Az els6 hat honapban nem talaltunk
kilonbségeket az dsszesen kihordott almok és az egy alomra jutott utdédok szamaban (37. A,B
abra). A global-CREM KO allatok 50%-a infertilis volt, a fertilisek viszont normalis
mennyiségll alom- és utddszdmot produkaltak. A sziiletések kozotti 1d6 tekintetében szintén
nem talaltunk eltéréseket a kontroll és a mutans egerek kozott.

Ellenben 6 hénap utan a global-CREB KO allatok nem produkaltak tébb almot és a
sziilések kozott eltelt id6 a duplajara nyult a GnRH-CREB KO és a GnRH-CREB KO/ global
CREM KO egerekben (37. C abra). 9 hénapos kor utan a kontroll allatok fertilisek maradtak,
azonban a GnRH-CREB KO és a GnRH-CREB KO/ global CREM KO egerek alom

produkcidja leéllt (37. C abra).
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6.3.1.4. Negativ 6sztrogén visszacsatolas CREB mutans egerekben

Az 6sztrogén GnRH neuronokon megval6sulé negativ visszacsatoldsa kritikus az 6sztrusz
ciklus és a termékenység fenntartasaban. Azért, hogy a GnRH neuronra gyakorolt 6sztrogén

hatast meghatarozzuk 6sztrogen negativ visszacsatolasi protokollt alkalmaztunk, melyben az

LH hormont mértiik alapallapotban, majd ovariektomia és 3 oraval az E2 adasa utan.
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38. &bra A GnRH specifikus CREB deléci6 hatasa az 6sztrogén negativ visszacsatolasara. A A grafikon
asszesitve mutatia az LH szinteket az OVX eldtt (intakt), egy héttel az OVX utdn és harom oraval az E2
adasa utan. Intakt allatok LH szérum szintjei (B) és az LH emlekedés (C) OVX utan. D, OVX LH
szintekhez normalizalt LH szint csokkenés E2 kezelést kiovetden (n=9-16, *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001) (ANOVA Tukey post hoc test).

Az LH basalis értékei szignifikdnsabban alacsonyabbak voltak a GhRH-CREB KO/
global CREM KO egerekben, mint a kontrollokban és a global-CREM KO egerekben (38. A,
B abra). Az ovariektomia négyszeres emelkedést produkalt az LH szintben a GhnRH CREB
KO, global CREM KO és a kontroll egerekben (38. A,C abra). Ezzel ellentétben az LH
emelkedés mértéke a GnRH-CREB KO/ global CREM KO egerekben szignifikansan

alacsonyabbnak mutatkozott (34. A,C abra).
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Az 0sztrogén visszacsatolas protokoll veégén alkalmazott E2 kezelés hatékonyan
csokkentette az ovariektémia indukalta LH emelkedést C57BL/6, CREB'*'*® ¢s CREM ™",
global-CREM KO, GnRH-CREB KO/ global CREM KO egerekben (38. A,D &bra). Az E2-
indukalta LH csokkenés mérteke szignifikdnsan alacsonyabbnak adodott a GhnRH-CREB KO
egerekben (38. A,D abra) (a GnRH-CREB KO egerekben az E2 36+13%-0s csOkkenést
okozott az LH szintben, ez 83 + 13%-nak adddott a kontroll CREB'™'*® egerekben).

6.3.1.4. A GnRH neuronok morfolégiaja CREB KO egerekben

Korabbi morfoldgiai kisérletek azt mutattak, hogy az E2 hatassal van a GnRH neuron
szomajan 1évé szomaticus és dendrit tliskékre (Chan és mtsai., 2011). Ezért Kisérleteinkben
meghataroztuk a GnRH-CREB KO egerekben a somaticus tiskék szamat. A GnRH neuronok
fluorescens immunhisztokémiai és KLSM-mel tortént analizise megmutatta, hogy a GnRH
neuronok CREB delécidja a GnRH-CREB KO egerekben (112 GnRH neuron 5 egérbdl)
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39. dbra Somaticus tlske denzitds a CREB KO egerek GnRH neuronjaiban. A-B A KLSM mikrofotdk a
CREB'>19® &5 a GnRH-CREB KO egerek fluorescens immunhisztokémiai jeloléssel késziilt GnRH
neurojainak morfolégidjat mutatjak. A fehér négyszoggel koérilhatarolt teriiletek mutatjak a tipikus
somaticus tiiskéket a GnRH neuronokban. A kalibracids egyenes 5 um. C-E A grafikonok mutatjak a tiiske
denzitast (C), a soma kerliletet (D) és a tliskék szamat somanként (E). (n=9-16, *p<0,05; **p<0,01;
***n<(0,001) (ANOVA Tukey post hoc test)
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csokkentette a sejttesten 1évé somaticus tiiskék szamat a CREB'™®'® (129 GnRH neuron 6
egérbol) egerekhez viszonyitva, az rPOA-ban (39. A-C,E abra). Nem talaltunk valtozast a
GnRH neuronok sejttestének keriileti méreteiben a GnRH-CREB KO és a CREB'™®/*
egerek kozott (39. D abra).

6.3.2. Kdvetkeztetések

6.3.2.1. GnRH neuronok szama a CREB muténs egerekben
A vizsgéalatok igazoltak, hogy sikeresen kilitottik a GnRH neuronbdl a CREB-et, tehat a Cre

rekombinacio sikeresnek bizonyult a GnRH-CREB KO egerekben. Korabbi transzgenikus
egereken torténd vizsgalatok leirtak, hogy a lateralis septumban is taldlhatok GnRH neuronok
(Skinner és mtsai., 2009), bar ez immunhisztokémiaval nehezen igazolhat6. Elképzelhetd,
hogy a GhnRH-CREB KO egerek lateralis septuméaban expresszalodd6 GnRH neuronokbdl is
kilthettlk a CREB-et, azonban ezeknek a neuronoknak a fertilitasban bet6ltétt szerepe
bizonytalan.

Az egyik érdekes fenotipus a global CREM KO egereknél adddott, amelyekben
valamivel megemelkedett a GnRH neuronok szadma. Ezekben a vizsgalatokban nem
szdmanak tenyleges emelkedése miatt kdvetkezett be. Az emelkedés nem mutatott anatomiai
specificitast a GnRH neuron anatémiai kontinuman (MS, rPOA, AHA), ezért feltehetbleg a

crer

(Jasoni és mtsai., 2009).

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

Az idegrendszerben a CREB-rél koztudott, hogy rengeteg folyamatban jatszik kulcsszerepet,
kezdve a sejtek tulélésének szabalyozasatol egészen a memoria folyamatokig (Silva és mtsai.,
1998; Finkbeiner, 2000; Mantamadiotis és mtsai., 2002). Erdekes mddon azonban a GnRH
neuronok embrionalis kortol val6 CREB delécioja relative kis hatassal rendelkezik. Ugyan
megfigyelhet6 valamekkora deficit a reproduktiv funkciokban, de a GnRH neuronok GnRH
peptid szintetizalé 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 fertilitas csokkenjen (Herbison és mtsai., 2008). Ezek szerint, kisérleteinkben a GnRH
neuronok legalabb 35 %-a megfeleléen mitkodik a CREB/CREM mutans egerekben.
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A CREB eés/vagy a CREM delécidja a GnRH neruonokban nem véltoztatta meg a
pubertas idozitését. Azonban felndtt korban a GnRH-CREB KO egerekben (CREM
delécidval vagy anélkiil) az 6sztrusz ciklus dinamikéja megvaltozott és hosszabb 1d6t toltott
didsztruszban és rovidebbet dsztruszban az allat. Erdekes modon ez a megzavart Gsztrusz
ciklus és negativ visszacsatolas nem volt hatdssal az egerek termékenységére az els6 hat
honapban a mutans egerekben, ami arra utal, hogy a GnRH-CREB KO egerek ovulacidja
nem érintett.  Minddszze az torténhettet, hogy a megvaltozott GnRH/LH kimenet
megzavarhatta az sztrusz ciklus integritdsat a mutans egerekben. A 6. honap utan azonban a
GnRH-CREB KO egerek (CREM delécioval vagy anélkil) nem produkaltak tébb utdédot, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a GnRH neuronokban a CREB delécioja felgyorsitja a
reprodukcios Oregedést. Szamos tanulmény emlitette a GnRH neuronok funkcidinak
csokkenését az oregedés elérehaladtaval (Nass és mtsai., 1984; Lu és mtsai., 1985; Gore és
mtsai., 2000). Megjegyzend6, hogy a GnRH neuronok szerepe a reprodukcids oregedésben
ragcsalokban joval fontosabb, mint emberben (Hall és mtsai., 2000; Gill és mtsai., 2002;
Kermath és Gore, 2012).

6.3.2.3. Negativ 6sztrogén visszacsatolas CREB mutans egerekben

A jelenlegi eredményeink azt mutatjak, hogy a CREB-nek fontos szerepe van a GnRH neuron
fiziologias mikodésében. Korabbi kisérletiink, ahol megmutattuk, hogy az E2 gyorsan
foszforildlja a CREB-et a GnRH neuronban ovariektomizalt allatban, azt sugallta, hogy a
gyors hatasnak lehet valamilyen szerepe az E2 negativ visszacsatolasaban. Az itt bemutatott
negativ visszacsatolasos kisérletek alatdmasztottak azt a feltevésiinket, hogy a GhRH-CREB
KO egerekben az E2 nem tudta az ovariektomia indukélta LH emelkedést visszaszoritani.
Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre juthatunk, hogy a CREB fontos szerepet jatszik a GnRH
neuronok akut Osztrogén visszacsatolasaban. Az is valoszintisithetd, hogy a CREM képes
kompenzalni a CREB veszteséget az ovariektomia indukalta LH emelkedésben, mivel ez az
emelkedés jelentdsen kisebb volt a GnRH-CREB KO/global CREM KO egerekben, mint a
GnRH-CREB KO egerekben. Lathaté még, hogy a CREB-en kiviil mas jelatvivé rendszer is
szerepet jatszhat a negativ visszacsatolas szabalyozasaban. Ezt az a megfigyelésiink tamasztja
ala, hogy a bazélis LH szint és az ovariektdmia indukalta LH emelkedés is normalis
tartomanyban volt a GnRH-CREB KO allatokban, ami a CREB mellett miik6do jelatvivo

rendszer meglétét valosziniisiti ezekben a folyamatokban.

6.3.2.4. A GnRH neuronok morfoldgiaja CREB KO egerekben
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Az el6z0 kisérletek azt mutattak, hogy a CREB fontos szerepet jatszik az E2 indukalta
dendritikus atrendezédésekben és a somaticus tuske kialakulasaban a hippocampusban
(Murphy és Segal, 1997; Segal és Murphy, 2001). Mivel az E2-r61 ismert, hogy szabalyozza a
GnRH neuron somaticus és dendrit tuskeéinek denzitasat (Chan és mtsai.,, 2011),
megvizsgaltuk, hogy a GnRH neuron CREB delécidja, hogyan hat a somaticus tuskek
mutattdk a GnRH-CREB KO allatok GnRH neuronjaiban. Ez a megfigyelés azt jelenti, hogy
a somaticus tuskék szdmanak a csokkenése valdszinuleg csokkenti az efferens bemenetek

szamat, mely a negativ visszacsatolas defektusahoz vezethet a GnRH neuronban.

6.4. Nem-klasszikus 6sztrogén hatasok a basalis eléagyi kolinerg neuronokban (4,17)

Kdvetkez6 vizsgalatainkban arra kerestik a valaszt, hogy az E2 milyen nem-klasszikus
hatdsokkal rendelkezik egy-sejt szinten a memoria valamint a kognitiv folyamatokban
kdzponti szerepet jatszo kolinerg BEK neuronokon. Vizsgalatainkat vad tipusd, ChAT-GFP
és nERo KO egereken végeztik. Kisérleteinkben immunhisztokémiéat, konfokalis péasztazé
Iézer mikroszkopiat technoldgiat és é16 sejten megvaldosuld egy-molekula detekcids valos

idejti mikroszkopiat alkalmaztunk.

6.4.1. Eredmények

6.4.1.1. Egy-molekula detekcios mérések a BEK neuronok TrkA receptorain

A neutrophin jelatvivé rendszerek kezdé pontja a kolinerg neuronokban a TrkA receptor
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40. &bra Az E2 TrkA receptorra gyakorolt hatdsdnak egy-molekula detekcids analizise felndtt egérbdl szarmazé kolinerg neuronban. A-
C Tipikus a TrkA receptor mozgdsdanak trajektoridja a kolinerg neuron membranjdaban. A szinek (A) idében mutatjak a receptor helyét az
adott trajektoriaban. A sarga szinnel kdrilhatarolt piros teriiletek (B) mutatjak a TrkA receptor immobilizacids helyeit a trajektoriaban.
A nagyobb nagyitasu képen (C) jol latszanak az immobil szakaszok részletei a trajektdridban. D A grafikon egy TrkA molekula immobilis
(IP) szkaszainak hossz valtozdsait mutatja az idében 100 pM E2 addsa utan.
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(Sobreviela és mtsai., 1994). Ezért ezekben a kiséerletekben megvizsgaltuk, hogy az E2, hogy
befolyasolja a TrkA receptor mozgasat feln6tt kolinerg neuronban. A TrkA receptor tranziens
immobilizaciora képes a sejtmembranban, ami a receptor aktivacidjat jelzi (Shibata és mtsai.,
2006). Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a TrkA receptorok membranfelszini mozgésaban
immobilis és mobilis szakaszok valtjak egymast feln6tt izolalt kolinerg neuronokban (40.
abra A,B,C). 100nM NGF adasa a TrkA receptorok 1 percre jutd immobilizacidinak szamat
(Ni) nem, de a immobilizacioval percenként eltoltott idejét (%T;) jelentésen megndvelte
(NGF kezelés elott: %Ti:39,9£3,3% , NGF kezelés alatt: %T;:47,8+1,3%, p<0,05; NGF
kezelés el6tt: N;j:41,8+3,1, NGF kezelés alatt: N;: 38,5+4,2). Az NGF kezeléshez hasonldan
100 pM E2 szignifikdnsan novelte a %T;-t az N; valtozatlanul hagyasa mellett (E2 kezelés
el6tt: %T;:32+6,3%, E2 kezelés alatt: %T;:43+4,3%, p<0,05; E2 kezelés elott: N;:46,8+6,7,
E2 kezelés alatt: N;: 56,1+13,4).

6.4.1.2. Az E2 hatasa a CREB foszforilaciéra a BEK neuronokon

A neutrophin
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MS
végpontjaban a CREB > - -
transzkripcios faktor ’ é
3 20
talalhato  (Shaywitz  és _ “ s
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Greenberg, 1999). Ezért f, - ".
- 0
ezekben az C 30 15 perc 16ra 4 6ra

2
(=4
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immunperoxidaz
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hisztokémiat alkalmazo & )
vizsgalatainkban 33ng/g E2 ‘
adasa utan 15 perccel, 1

Oraval és 4 Oraval 15 perc 1é6ra 4 ¢6ra 15 perc 16ra 46ra
i 41. &bra Az E2 gyorsan idé fiiggden foszforililia a CREB-et a Kkolinerg
meghataroztuk a CREB  neuronokban in vivo. A mikrofotd (A) mutatja a nukledrisan elhelyezkedé CREB
L Lo (fekete) immunreaktivitast a ChAT pozitiv neuronban (barna). A kalibracios
foszforilacié mértékét a egyenes 10um. A grafikonok a pCREB-et expresszalé kolinerg neuronok %-o0s
aranyat (% of ChAT ir) mutatjak 15 perccel, 1 oraval, 4 oraval a vivoanyag illetve
BEK neuronokban  az E2 beadasa utan az MS-ben (A), az SI -ben (SI/NBM-ben) (B) és a caudatum
putamenben (STR) (C) (n=5-8, *p<0,05).

=
% of ChAT ir
1)

% of ChAT

ovariektomizalt egerekben.

A CREB és a pCREB immunreaktivitast a BEK neuronok magjaban mutattuk ki (41.
A abra). Kvantitativ vizsgalataink megmutattak, hogy E2 adasa utan 15 percen beliil az MS-
ben talalhaté6 pCREB immunreaktivitassal rendelkez6 kolineg neuronok szdma szignifikansan

megemelkedett, majd 1 6ra mulva érte el a csucsat (41. B abra). Az SI/NBM-ben az E2
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indukalta CREB foszforilacié 15 percen bell szignifikansan megnévekedett, de 1 6ra mulva
az értek visszaesett az alapszintre. Az E2-nek nem volt hatasa a caudatum-putamenben 1évé
kolinerg neuronok pCREB expresszidjara. A BEK kolinerg neuronok CREB
immunreaktivitasat az E2 nem befolyasolta egyik anatomiai teriileten és egyik idépontban

sem. A BEK neuronok szama nem valtozott az E2 kezelést kovetden.

6.4.1.3. Az 0sztrogén receptorok szerepe az E2 indukdlta CREB foszforildciora a BEK
neuronokban

Azért, hogy meghatarozzuk az 6sztrogén receptorok szerepét, ERaKO, ERBKO és vad tipusu
egereken is elvégeztik kisérleteinket. Az E2-indukalta CREB foszforilaciot a kezelés utan 15
perc mulva hataroztuk meg, mely idépontban el6z6leg mind az SI-ben, mind az MS-ben 1év6
kolinerg neuronok CREB foszforilacidja szignifikansan magas volt. A C57BL/6 egereken

elvégzett kisérletek eredményéhez hasonl6an az E2 kezelés szignifikansan megndvelte a

CREB foszforilacid v
mértékét a vad tipusi A 30qus - B 30+ Cidhgre "
egereknél az SI/NBM- .
ben és az MS-ben 1évé - 087
kolinerg  neuronokban, 201 20
de a caudatum- ;- é 50'6_
putamenben S O kK 5

S s 5 0.4
véltozatlanul hagyta (42. = 10- S 101 =
A-C abra). Az MS-ben .
1évo kolinerg
neuronokban 1évé CREB 0 0. 0.04

VT ERaKO ERBKO VT ERaKO ERBKO VT ERaKO ERBKO

foszforilacié alapszintje
. , 42. 4bra ERa kell az E2 indukalta CREB foszforilaciohoz kolinerg neuronban in vivo.

csokkent a vad tipushoz A grafikonok a pCREB-et expresszalé kolinerg neuronok %-os aranyat (% of ChAT
} ., ir) mutatjak vad tipusu (VT), ERoKO és ERBKO egerekben E2 beaddsa utin 15

kepest, de az E2 hatasara perccel az MS-ben (A), az SI —ben (SI/NBM-ben) (B) és a caudatum putamenben

o (STR) (C) (n=5-8, *p<0,05).

a CREB foszforilacid

emelkedett értéket mutatott az ER KO egereknél az MS-ben és az SI/NBM-ben (42. A &bra).

Ezzel ellentétben az E2 nem volt képes emelni a pCREB immunreaktiv kolinerg neuronok

szamat sem az MS-ben sem pedig az SI/NBM-ben az ERaKO egerekben (42. A,D abra). A

vivéanyaggal kezelt egerekben a BEK neuronok CREB expresszidja nem mutatott

kilénbseget a vad tipust, az ERoKO és az ERBKO egerek kozott egyik anatomiai tertileten
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sem (42. A-C abra). Az E2 kezelés nem volt hatassal a BEK neuronok CREB szintjére és a

kolinerg neuronok szamara.

6.4.1.4. Az E2-indukalta CREB foszforilacié TTX érzekenységének vizsgélata in vitro

A kovetkezd  kisérletben

VvV 7
R s L= meghataroztuk, hogy a CREB
' _® ‘ foszforilacio emelkedése mennyiben
= 30
‘ o o tekinthetd az E2 kolinerg neuronra
ok gyakorolt direkt hatasanak. Ezért a
! ACSF TTX . ., ,
Coa o Didsm kordbbi  kisérletekhez  hasonléan,
404 8
£ % K tuléld  agyszeleteket  hasznaltunk,
5 3 I melyeket TTX-el kezeltink és 15
¢ s T T o perc elteltével kettds jeloléses
43. abra Tuléls agyszeleten az E2 kozvetleniil foszforilalja a immunperoxidéz hisztokémia
CREB-et a kolinerg neuronban. A mikrofoté (A) mutatja a
nukledrisan elhelyezkedd CREB (fekete) immunreaktivitasat segl'tségével megvizsgéltuk a CREB
a ChAT pozitiv neuronban (barna). A kalibracids egyenes
10pm. A grafikonok a pCREB-et expresszalé kolinerg foszforilacid meértékét. A taléld
neuronok %-os aranyat (% of ChAT ir) mutatjadk ACSF és
TTX jelenlétében E2 beadasa utan 15 perCCEl az MS-ben agyszeletben lévé kolinerg neuronok
(A), az SI -ben (SI/NBM-ben) (B) és a caudatum
putamenben (STR) (C) (n=6-8, (**p<0,05). szdma és CREB immunreaktivitasa

hasonlé volt az in vivo kisérleteknél tapasztaltakhoz (43. A abra). A talél6 agyszeletben 1év6
BEK neuron bazalis pCREB szintje magasabb volt valamivel, mint az in vivo mért bazélis
értékek. Azonban az E2 alkalmazasa utan 15 percen belil szignifikansan megemelkedett a
pPCREB-et expresszald kolinerg neuronok szdma az MS-ben és az SI/NBM-ben (43. B-C
abra). A TTX alkalmazasa nem volt hatassal az E2 kivaltotta CREB foszforilaciora a kolinerg
neuronokban ezeken az anatomiai terlleteken. A CREB-et expresszald kolinerg neuronok

szamat nem befolyasolta sem az E2 sem pedig a TTX kezelés.
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6.4.1.5. Az E2 indukalta CREB foszforilacioban résztvevo jelatvivo utvonalak

Tovabb vizsgélva a CREB foszforilacid mechanizmusat meghataroztuk a PKA és a
MAPK jelatviteli Utvonalak szerepét az E2 kivaltotta CREB foszforilacioban a BEK
neuronokban. Ezekben a Kkisérletekben az allatok agyanak oldalkamrajaba H-89 PKA
inhibitort vagy U0126 MEK inhibitort adtunk 30 perccel az E2 adasat megelézéen. A CREB
foszforilacio kifejez6désének mértékét az E2 adasat kovetden 15 percen beliil vizsgaltuk. Az
E2 a caudatum-putamenben nem, de az MS-ben és az SI/NBM-ben 1év6 kolinerg
neuronokban emelte a CREB foszforilaciot, azokban az allatokban, amelyek eldzdleg az
oldalkamrajukba a jelatviteli molekula inhibitorok vivéanyagat (DMSQO) kaptak (44,45. abra).
Az intercerebroventrikularisan adott H-89 az MS-ben nem, de az SI/NBM-ben blokkolta az
E2 indukélta CREB foszforilaciot (44. abra). Az oldalkamraba adott U0126 ezzel ellentétben
mind az SI/NBM-ben mind pedig az MS-ben gatolta az E2-nek a CREB foszforilaciora
gyakorolt hatasat (45. abra), a caudatum-putamenben viszont egyik kezelés sem okozott

valtozast (44, 45. dbra). A BEK neuronok CREB expresszigjanak mertéke nem valtozott

egyik kisérletben sem.

v v
sk . E2
A 25 *x B2, *x Ciog, HEE Aty *X Bisg C 10y,
¥k
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DMSO  H-8 DMSO  H-89 DMSO  H-89 DMSO  U0126 DMSO U126 DMSO  U0126
3gbesggramig\j; = k'gﬁ‘rj]'g";‘ganeﬁfo'f]%afsfz'rg?l'(‘(’mfk'(’; 45. 4bra Az E2 indukalta CREB foszforilaciéja az ERK1/2
pCREB-et expresszalé kolinerg neuroﬁok %-0s aranyat aktivaciojatol figg a !<0I|ne_r g neuronban. A grafnkonpk a
(% of ChAT ir) mutatjak intracerebroventricularisan PCREB-et expresszalo kolinerg neuronok %-0s aranyat
adott DMSO illetve PKA inhibitor H-89 ielenlétében E2 (% of ChAT ir) mutatjak intracerebroventricularisan adott
beaddsa utan 15 oerccel az MS-ben J(A) az Sl-ben DMSO illetve MEK inhibitor U0126 jelenlétében E2
SI/NBM-tL)Jen B égacaudatum utamenben (STR) (C beadasa utan 15 perccel az MS-ben (A), az Sl-ben
En—6-8 (+* lé 0)5)) P (STR) (C) (SI/NBM-ben) (B) és a caudatum-putamenben (STR) (C)

—o7 (PSR (n=6-8. (**p<0,05)).

76



dc_474 12

6.4.1.6. Az intakt versus ovariektomizalt allatok E2 indukalta CREB foszforilacidjanak
0sszehasonlitasa

Hasonldan a GnRH
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megvizsgaltuk, hogy az endogénen .
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a BEK neuronok  CREB

foszforilacidjat. Ezeért ezekben a
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1004

% of ChAT ir
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kisérletekben 6sszehasonlitottuk az

504

ChAT-ir neuronok szama

ovariektomizéalt és az &loperalt 201

proosztruszban 1évé néstény egerek

BEK neuronjainak pCREB o _
46. abra A CREB foszforilacidja emelkedett szintet mutat a
expresszi(’)jét_ Méréseink azt proosztruszban 1évé egér kolinerg neuronjaban az OVX kontrollhoz
képest. A grafikonok a pPCREB-et (A) és a CREB-et expresszalo (B)

mutattak, hogy prodsztruszban a kolinerg neuronok %-os aranyat (% of ChAT ir) valamint a ChAT
immunreaktiv (ir) neuronok szamat mutatjak az MS-ben, az Sl-ben

pCREB-et kifejez6 kolinerg (SI/NBM-ben) és a caudatum-putamenben (STR) (n=5-6,
(**p<0.01)).

0 i 04 04
MS SI STR MS SI STR MS SI STR

neuronok szama, az Sl-ben és az
MS-ben szignifikdnsan magasabb volt, mint az ovariektomizalt allatokban (46. A &bra). A
caudatum-putamen teriiletén nem figyeltlink meg valtozast (46. A abra). A kolinerg neuronok

szamat és CREB expresszidjat nem befolyasolta az ovariektomia (46. B,C abra).

6.4.2. Kovetkeztetések

A szervezet sok sejtjében leirtak az 0sztrogén gyors nem-klasszikus hatésait, azonban

jelenlegi kisérleteink eldszor mutattak ra arra, hogy az E2 képes a kolinerg neuronban nem-
klasszikus hatasokat kivaltani. Megjegyzend6 egyrészt, hogy az egy-molekula detekcios
méréseink egyértelmtien mutatjdk az E2 hatdsanak nem-klasszikus jellegét. Masrészt az
0sztrogén hatasok CREB foszforilaciét kivalté folyamatanak gyorsasdga (<15 perc)
onmagaban elegendé bizonyiték a folyamat nem-klasszikus voltanak bizonyitasara, mivel
korabbi tanulmanyok megerdsitették, hogy a géntranszkripciéd illetve a protein szintézis
gatlasa hatéstalannak bizonyult a CREB foszforilaci6 ilyen rovid id6 alatt bekovetkezd

foszforilacidjaban (Falkenstein és mtsai., 2000).
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6.4.2.1. Egy-molekula detekcios mérések élo BEK neuronok neutrofin receptorain

A TrkA receptorok alapveté szerepet jatszanak a kolinerg neuronok funkcidinak
szabalyozésaban és aktivaljak az ERK1/2/CREB szignaltranszdukcios rendszert (Shaywitz és
Greenberg, 1999; Niewiadomska és mtsai., 2011) . Korabbi PC12-es sejteken vegzett egy-
molekula detekcids vizsgéalatok kimutattak, hogy a TrkA receptorok immobilis szakaszaiban
torténik meg a receptorok foszforilacidja és a Ras/Raf interakcié (Shibata és mtsai., 2006),
ami aktivalja a receptorokhoz kapcsolt jelatvivé utvonalakat, mint a MAPK rendszert
(Shaywitz és Greenberg, 1999). Kisérleti eredményeink megmutattak, hogy az E2 a TrkA
receptor ligandjdhoz az NGF-hez hasonléan ndveli a TrkA receptor molekula
immobilizacidval eltoltott idejét. Mivel a TrkA receptor aktivacidja az immobilis szakaszban
kovetkezik be (Shibata és mtsai., 2006), ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a
TrkA receptor az E2 hatdsdra a kolinerg neuron memranjaban aktivalodik. Ennek a
jelenségnek fontos szerepe lehet a kolinerg neuronok szignéltranszdukciés miikédésének

szabalyozésaban is.

6.4.2.2. Az E2 kozvetlenil foszforilalja a CREB-et a BEK neuronokban

A kozponti idegrendszerben a CREB mind transzszinaptikusan, mind pedig direkten
az adott sejtre haté folyamatok révén foszforilalodhat (Matthies és mtsai., 1997; Lee és
mtsai., 2005). Kisérleteink azt valoszinisitik, hogy az E2 koézvetlendl foszforilalja a CREB-et
a BEK neuronokban, mivel a TTX alkalmazédsa hatastalannak bizonyult. Ugyanakkor
megemlitendd, hogy ebben az esetben nem gatoltuk az akcids potencial fiiggetlen
neurotranszmissziot, mely jelentGs szerepet jatszik a GnRH neuronokkal szinaptikus

kapcsolatot 1étesité GABA neuronoknal.

6.4.2.3. A CREB foszforilacié dinamikaja

Az E2-indukélta CREB foszforilaciot az idegrendszerben sok terlleten leirtdk (Gu és
mtsai., 1996; Zhou és mtsai., 1996; Purves-Tyson és Keast, 2004), azonban kevés figyelmet
szenteltek a folyamat idegsejt specifikus jellegének kimutatasara. Korabbi kisérleteinkben
megmutattuk, hogy az E2 képes a GnRH neuronokban az ERB-an keresztul foszforilalni a
CREB-et és most igazoltuk, hogy az E2 ugyenezt tudja a BEK neuronokban is az ERa
kozvetitésével. A GnRH neuronokban és a kolinerg neuronokban megfigyelt E2 indukalta

CREB foszforilaci6 dinamikéajaban azonban alapvetd kiilonbségek vannak. A GnRH
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neuronokban a CREB foszforilacio emelkedett marad az E2 adasat kovetd 4 6ra mulva. Ezzel
szemben a BEK neuronokban ez a folyamat tranziens volt és 15 percnél illetve 1 o6ranal
mutatott maximumot. Ez a differencia jelzi azt a nyilvanvald kulonbséget, ami az E2
szenzitiv jelatvivé utvonalban van a két neurondlis fenotipus kozott. A kiillonbség abbol
fakadhat, hogy a GnRH neuronok ERp-t (Hrabovszky és mtsai., 2000), a BEK neuronok
ERa-t expresszalnak (Shughrue és mtsai., 2000). 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. Erdekes megfigyelés,
hogy az E2 indukalta CREB foszforilacié nem volt annyira intenziv az ERBKO allatokban a
septalis tertileten, ami azt is jelentheti, hogy az ERB-nak lehet valamilyen szerepe az MS-ben
lejatsz6d6 CREB foszforilacioban. Ez azonban nem von le abbdl az egyértelmi
kovetkeztetésbol, hogy in vivo az E2 indukalta CREB foszforilacié a BEK neuronokban az

ERa-an keresztil valosul meg.

6.4.2.3. A CREB foszforilacio anatomiai specificitasa, a jeldatvivo palyak szerepe a BEK
neuronokban

Kisérleteinkben a BEK neuronok CREB foszforilacidjanak dinamikaja nem csak a
GnRH neuronoktdl kilénb6zott, hanem anatdémiai specificitast is mutatott. Az MS-ben a
CREB foszforilaci6 maximuma 1 6ranal, az SI/NBM-ben ugyanez 15 percnél volt
megfigyelhet6. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kolinerg neuronok E2 szenzitiv
szignalizacioja a kolinerg neuronok elhelyezkedésétdl fiigg. Kimutattuk, hogy mig a CREB
foszforilacié PKA inhibitorral valé blokkolasa csak az SI/NBM-ben volt hatékony addig az
ERK1/2 gétlasa az SI/NBM-ben és az MS-ben is hatékonynak 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-ERK1/2 jelatviteli rendszeren keresztil
foszforilalja, az MS-ben pedig ugyanehhez csak az ERK1/2 aktivalasa kell.

6.4.2.4. Az E2 indukalta CREB foszforilacio fizioldgias szerepe a BEK neuronban

Az alapvetd kérdés az, hogy mennyire relevansak ezek az adatok a kolinerg neuronok
mokodeését tekintve. Az a tény, hogy a pCREB immureaktivitassal rendelkez6 BEK neuronok
szdma a prodsztruszban 1évé 4allatokban magasabb értékeket mutatott, mint az
ovariektomizaltakban, azt jelenti, hogy a vérben 1évé, az ovariumokban termelédé E2
befolyasolhatja, a GnRH neuronokhoz hasonléan, a BEK neuronokban is a CREB

foszforilaciot.
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Az adatok egyik legfontosabb fiziologiai relevanciaja az E2 jol ismert citoprotektiv
hatdsaival hozhat6 6sszefliggésbe. A CREB egy kozponti jelent6ségli transzkripceios faktor a
neuroprotektiv folyamatokban (Finkbeiner és mtsai., 1997; Walton és Dragunow, 2000).
Szamos antiapoptotikus protein pl. a Bcl2, a Bclx és a neuropeptid, mint a BDNF génje
Saini és mtsai.,, 2004), ami jol mutatia a CREB kozponti jelentdségét az idegsejtek
tulélésének szabalyozasdban. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az E2
indukalta CREB foszforilacionak jelent6s szerepe lehet az E2-nek a BEK neuronokra
gyakorolt protektiv hatasaiban. Azonban tovabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy az E2
indukalta nem-klasszikus folyamatok szerepét tisztazzuk a neuroprotektiv folyamatokban, a
BEK-ben.
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6.5. A nem-klasszikus 0sztrogén hatdsok szerepe az 06sztrogén indukalta
neuroprotekcidéban a bazalis kolinerg neuronokon in vivo (1, 4, 5, 8, 15, 16)

Ezekben a kisérleteinkben arra kerestilk a valaszt, hogy az E2 indukalta nem-klasszikus
folyamatok hogyan hatnak a neurodegenerativ folyamatokra. Megvizsgaltuk, egyszeri E2
irtottuk a BEK neuronokat ovariektomizalt ndstény egerekben. Az E2-t az NMDA injekcio
utan 16réaval adtuk be.

6.5.1. Eredmények

6.5.1.1. Az NMDA hatésa a BEK neuronokra

Az éllatok unilaterdlisan NMDA injekciot kaptak az SI/NBM komplex-be, amely jelentds
csokkenest okozott ipsilateralisan az AChE pozitiv rostok denzitasaban a cortex nagy
részében és a ChAT immunreaktiv sejtek szamaban az SI/NBM-ben (47. A-F abra). A
kolinerg rostok kergi pusztuldsa jo egyezést mutatott az SI/NBM-bdl unilateralisan ered6
kolinerg projekcidk anatomiai elhelyezkedéseével (Luiten és mtsai., 1985). Kisérleteinkben a
legnagyobb kolinerg rostkiesést az elsédleges és a masodlagos szomatoszenzoros cortex (S1,
S2) IV. és V. rétegeben tapasztaltuk (47. C-F abra), ami az SI/NBM komplex kortikalis
projekcids neuronjainak a célteriilete (Zaborszky és mtsai., 1999). A kolinerg rostpusztulas
mértéke nem volt lineéris dsszefliggésben a 10 mM-os NMDA beadastodl eltelt idével, mert a
12. napra érte el a maximumat (40-50%), és ezutan a pusztulads mértéke nem valtozott tovabb
(47. G &bra). A ChAT immunoreaktiv sejtek NMDA-indukalta pusztulasa hasonlé iddlefutast
mutatott, ami ugyancsak a 12. napra érte el a maximumat (80-85%). Ennek megfelel6en 12
napos tulélési 1dot valasztottunk, vagyis az NMDA injekcié utan 12 nappal vizsgaltuk a
kolinerg rostkiesést és a ChAT immunreaktiv sejtek csokkenésének a mértékét. A TBS-sel
injekciozott kontroll allatokban nem tapasztaltunk kolinerg sejttest illetve Kkolinerg
rostpusztulast. Az 1, 10, 20 mM-os NMDA alkalmazasa dozisfiiggd kolinerg rostkiesést
eredményezett a szomatoszenzoros cortexben (47. H &bra). 10 mM NMDA 50%-0s
rostkiesést okozott, ami kedvez6 alapot szolgaltat ahhoz, hogy a defektust egyarant lehessen

lefelé illetve felfelé befolyasolni, ezért a tovabbiakban ezt az NMDA dézist alkalmaztuk.
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47. dbra Az SI/NBM-be adott NMDA injekcié hatdsa a kolinerg rostokra és sejttestekre. A A 10 nM-os NMDA
mintdzat( teriltek jelélik) (n=6). B A sematikus abra mutatja a kolinerg pusztulds neuroanatémiai helyét a
kontralateralis S1/S2 szomatoszenzoros cortexben és az SI/NBM-ben NMDA adéasa utan (a fekete nyil jelzi az injekcié
helyét). C-F A mikrofoték a ChAT immunreaktiv sejttesteket mutatjak az SI/NBM-ben és az AchE pozitiv rostokat a
szomatoszenzoros kéreg 1V. és V. rétegében a kontralateralis (C,E) és az ipsilaterdlis oldalon (D,F) 12 nappal az
SI/INBM-be adott NMDA injekcidt kdvetéen (kalibrdcios egyenes 100um, kis kép 25 um (D) és 50 pm (F)), fehér vonalak
jelzik a réteg hatarokat). G Az NMDA injektalt oldal AChE tartalmd (kolinerg) rost redukcidjat a kontroll oldal
szazalékaban fejeztlk ki. A garafikon a kolinerg rost veszteséget mutatia kiilonbozd idépontokban az NMDA injekcié
utan. A nem-linearis regresszios illesztési fuggvény Y =(platé+ 23,1)(1-exp(0,3x)) adddott, ahol a platd 42,4%. H A

utan. A kontroll injekcié TBS volt (n=5-6, **p<0.01,***p<0,001).
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48. abra Az E2 hatasa az NMDA indukélta kolinerg rostpusztuldsra. A-B A mikrofotdk az NMDA injekci6 utan 1
oraval adott E2 hatasat mutatjak az AchE pozitiv rostokra a szomatoszenzoros kéreg V. és V. rétegében a
kontralateralis (A) és az ipsilateralis oldalon (B) (kalibracios egyenes: 50 pum, fehér vonalak jelzik a réteg
hatarokat). C-D Az NMDA injektalt oldal AChE tartalmd (kolinerg) rost redukciéjat a kontroll oldal szazalékaban
fejeztik ki. C A grafikon az 1 és 24 éraval az NMDA injekcio utan adott vivéanyag (V) illetve E2 hatdsdat mutatia a
kolinerg rostveszteségre. D A grafikon kiilonb6zé E2 dozis hatasat mutatja a kolinerg rostveszteségre (n=5-8,
**p<0,01).

6.5.1.2. Az E2 hatasa a kéreg kolinerg rostdenzitdsara és a kolinerg sejttestek szamara az
SI/NBM-ben

A kisérleteinkben alkalmazott 3,3 és 33 ng/g E2 hasonléan az el6z6 vizsgalatainkhoz
szuprafizioldgias E2 koncentracidvaltozast okozott az allatok vérplazmajaban, ami 24-6ra
elteltével tért vissza az alapértékre. Az E2-t az NMDA injekcio utdn 1 éraval adtuk és ez
szignifikansan csokkentette az NMDA indukalta kolinerg rostkiesés mértékét a kéregben (48.
A-C abra). Az NMDA injekci6 utan 24 oraval adott E2 viszont nem volt hatassal a kolinerg
rostpusztulasra. Az E2 dozisfiiggé modon csokkentette a kolinerg rostpusztulas mertéket (3,3
ng/g E2 hatasa nem volt szignifikans) (48. D abra). A 33 ng E2 nem okozott valtozast a
ChAT pozitiv sejtek NMDA indukélta pusztuldsaban az SI/NBM-ben. Az E2 kezelés nem
valtoztatta meg a kolinerg rostdenzitds mértekét a kontralateralis szomatoszenzoros kéregben
49. D ébra).

83



dc_474 12

vivoanyag kezelés E2 kezlés
A iy B : B C
< - ‘ = 1007
By \\' ; 5 f 2
X, / ~ ~ E,\i 80+
; ; ‘ =
% < o 60
g ; N
b 2 By e B ﬁs* & ¢ a0
I / -, ¥ 32 o i 4 -‘§
* L o= AP & o 207
. Y 7 i G
s | S b iy B g = vV E
Sl NBM . - 4 Sl oy NBM

49. dbra Az E2 hatasa az NMDA indukalta kolinerg sejtpusztulasra. A-B A mikrofotok az NMDA injekci6 utan 1 6raval
adott E2 hatasat mutatjak a ChAT pozitiv neuronokon az Sl-ben és az NBM-ben a kontralateralis (A) és az ipsilateralis
oldalon (B) (kalibraciés egyenes: 100 um). C Az NMDA injektalt oldal ChAT tartalma (kolinerg) sejt redukciojat a

kontroll oldal szazalékéban fejeztiik ki. 4 grafikon a vivéanyag (V) és az E2 hatdsat mutatjia a kolinerg sejt veszteségre.
(n=7).

6.5.1.3. Az ERa szerepe az E2 protektiv hatasdban a BEK neuronokon

Ezekben a vizsgalatokban meghataroztuk az ERa szerepét az E2 indukélta protektiv
hatasokban. Kisérleteinkben nERaKO egereket hasznaltunk, amelyekben a basalis eléagyi
neuronokbol hianyzik az ERa. Fluorescens immunhisztokémiai mddszerekkel validaltuk az
ERa hianyat a BEK neuronokban (50. A,B abra). Az E2 kezelés nem volt hatadssal az NMDA
indukalta kolinerg rostpusztuladsra nERaKO egerekben (50. C abra). Ezzel ellentétben az E2
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50. &bra Az E2 hatisa az NMDA indukdlta kolinerg sejipusztuldsra nERa KO egerekben. A-B A mikrofoték az ERo.
fluorescens immunreaktivitasat (piros) mutatjak a kolinerg neuronokban (zéld) az NBM-ben vad tipust (A) és nERo. KO
egerekben (B) (kalibraci6s egyenes: 100 um). C Az NMDA injektalt oldal AChE tartalm( (kolinerg) rost redukcijat a
kontroll oldal szazalékdban fejeztiik ki. A4 grafikon a vivéanyag (V) és az E2 hatadsat mutatja a kolinerg sejt veszteségre
vad tipusii (VT) és nERo. KO egerekben (n=7).

protektiv volt az NMDA hatassal szemben az nERaKO allatok vad fenotipusédban (normal

ERa expresszidval rendelkezé egerekben (50. C abra).

6.5.1.4. A nem-klasszikus E2 jelatvivé rendszer aktivicidjanak hatdsa az NMDA indukélta

kolinerg rostpusztulasra
Ezekben a vizsgalatokban egy nem-klasszikus jelatviteli aktivatort, az 6sztrént (4-estren-3a,

17B-diol) alkalmaztuk. Az 0Osztrén jol ismert nem-klasszikus hatasairol, mivel bizonyos
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koncentracid tartomany alatt (<300
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medialta transzkripciét (Kousteni $ T ilM S/t_)\ra iﬁéu%:;en hall(tslslﬁe?é
. . c . % 40- ) ,
és misai., 2001; Hewitt és mtsai., & fﬁi;ﬁ’(ﬁ;ﬁt”'g‘fgl ACAhZE ta"r‘t'\g'l?n’a
2006° Wessler és mtsai 2006) Az 2 kolinerg redukciéjat a kontroll
! " ' S oldal szézalékaban fejeztiik ki. A
Gsztrén alkalmazasa 1 oraval az = ] grafikon a vivéanyag (V) és az
e Osztrén hatasat mutatja a kolinerg
NMDA injekcié utdn dézisfiiggé & rostvesztesegre. (**p<0,01, n=6)
, ) . 0-
modon  csokkentette a Kkolinerg V 3.3ng/g 33ng/g
rostpusztulas mértékét a osztrén osztren

szomatoszenzoros kéregben (51. abra).

6.5.1.5. A PKA és a MAPK jelatviteli palydk szerepe az E2 indukéalta neuroprotekcidban a
BEK neuronokon

A kovetkez6 kisérleteinkben tovabb vizsgéltuk a nem-klasszikus jelatvivd palyarendszerek
szerepét az E2 hatasaiban a BEK neuronokon. Ezért az NMDA injekci6é utan 30 perccel a
korabbi kisérleteinkben is hasznalt MEK inhibitort, U0126-ot vagy PKA inhibitort, H-89-et
adtunk az agy oldalkamrajaba és vizsgaltuk az E2 kivaltotta neuroprotekcio mértékét. Az E2
szignifikansan csokkentette az NMDA kivéltotta kolinerg rostkiesést a vivéanyaggal kezelt
kontroll Allatokban (DMSO-t kaptak az oldalkamraba) (52 C. &bra). Ezzel szemben
intracerebroventrikularisan adott U0126 vagy H-89 blokkolta az E2 hatasat a kolinerg

rostpusztulasra (52. A,C abra). Az NMDA-kivaltotta kolinerg rostpusztulas mértékét az
U0126 és a H-89 nem befolyasolta (52. C abra).

8

]
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N
o
1

Kolinerg rostveszteség (%+SEM)

DMSO U0126 H-89
kontroll

52. &bra Az E2 hatisa az NMDA indukdlta kolinerg sejtpusztuldsra jelatvivé pdlya inhibitorok jelenlétében. A-B A
mikrofotdk az NMDA injekecié utan 1 6raval adott E2 hatasat mutatjak intracerebroventricularisan (icv) injektalt DMSO
(A) és U0126 (B) jelenléteben az AChE pozitiv neuronokon az agykéregben az ipsilateralis oldalon (kalibracios egyenes:
100 um, fehér vonalak jelzik a réteghatarokat). C Az NMDA injektalt oldal AChE tartalmd (kolinerg) rostveszteségét a
kontroll oldal szazalékdban fejeztik ki. A4 grafikon a vivéanyag (V) és az E2 hatdsdat mutatia a kolinerg sejtveszteségre
U0129 vagy H-89 jelenlétében . A kontroll allatok DMSO-t kaptak icv. (n=7).
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6.5.1.6. Az endogénen termelddd E2 hatdsa a neuroprotektiv E2 kezelésre a BEK neuronokon
Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy az E2 indukalta neuroprotekcio fiziologiasan valtozé E2-vel
rendelkez6 allatokban is jelen van, megnéztiik az E2 kezelés hatasat az NMDA-indukalta
rostpusztuldsra aloperalt didsztruszban 1évé egereken. Az E2 kezelés az ovariektomizalt
allatokhoz hasonléan szignifikansan csokkentette az NMDA indukalta kolinerg rostpusztulast
(vivOéanyag: 40,5+3,5%; E2: 23,4+4,5%; p<0,05). Nem tapasztaltunk valtozast a kolinerg
rostpusztulasban az ovariektomizalt és a prodsztruszos allatok kdzott (vivéanyag aloperalt:
40,5%3,5%; vivéanyag OVX: 57,7+8,1%). A kontralateralis oldal kolinerg rostdenzitasai sem

mutattak kilonbségeket.

6.5.1.7. Az Oregedés hatdsa az E2-

*
*
*

indukalta neuroprotektiv folyamatokra e A
& a0 Ov
a BEK neuronokon = p
: ) . & 307
Jol ismert, hogy az Oregedéssel a 3
2 204
neuronok tulélési potencialja beszikiil. e o
Ezért egy kovetkezd kisérletsorozatban 5 4l
) ) * fiatal  fiatal  oreg oreg
arra kerestuk a valaszt, hogy az him  néstény ~ him  néstény

egyszeri E2 kezelés hogyan hat az
NMDA indukélta kolinerg

rostpusztulasra. Ezeket a kisérleteket

fiatal néstény

gonadalisan intakt fiatal felndtt (6-8
hetes) és Oreg (2 éves) him és ndstény
egereken végeztik. Az
immunperoxidaz hisztokémiai

méréseink azt mutattak, hogy a

oreg nostény

kontralaterdlis (nem ledalt) oldalon
1év6 ChAT immunreaktiv neuronok

szama és a kolinerg rostok denzitasa

nem kiilonbozott a him és a ndstény
allatok, valamint a fiatal és az Oreg
allatok kozott (53. A &bra). A fiatal

ndstényekben az Osztrusz statusza nem

53. dbra Az E2 hatasa az NMDA indukalta kolinerg sejtpusztulasra fiatal és
oreg egereken. A Az NMDA injektalt oldal AChE tartalmi (kolinerg)
rostveszteségét a kontroll oldal szazalékaban fejeztik ki. 4 grafikon a vivéanyag
(V) és az E2 hatasat mutatja az AChE rostveszteségre gonadalisan intakt fiatal,
idds, him és ndstény egereken (n=4-9, *p<0,05, ****p<0,001). B-E A
mikrofotdk az NMDA injekcié utan 1 érdval adott vivévanyag (B) és az E2 (C)
hatasat mutatjak fiatal egerekben valamint éreg allatokban (D,E) (kalibracios
egyenes:50 pm).
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befolyasolta a kolinerg neuronok szamat és a rostdenzitds mértékét a kontralateralis oldalon
(53. A abra). Az NMDA-indukalta rostpusztulas nem mutatott nemi kulonbsegeket (53. abra
A). A rostpusztulds mértéke az 6reg allatokban hasonlé volt a fiatalokéban megfigyeltekhez
(53 dbra A).

Az E2 injekcid hatékonysagat nem befolyasolta, hogy him vagy néstény allatokon
végeztik a kezelést (53. A abra). 1d6s egerekben azonban az E2 nem volt hatassal az NMDA
indukalta kolinerg rostpusztuldsra egyik nemben sem (53. A, D, E abra). Az E2 kezelés nem
okozott valtozast az NMDA adasa utdn megfigyelhetd ipsilateralis ChAT immunoreaktiv
neuronok pusztuldsédban. Az 6sztrusz ciklus szakasza nem befolyasolta az E2 indukalta
neuroprotektiv hatast fiatal néstényekben. Tovabba az E2 kezelés nem befolyasolta a kolinerg

rostdenzitést az ipsilateralis kéregben.

6.5.2. Kbvetkeztetések

Az NMDA receptorok glutamattal illetve analdg vegyiiletekkel torténd aktivacidja megndveli
a Ca?* influxot és ezaltal excitotoxikus folyamatok kialakulasahoz vezet, mely mechanizmus
alapvetd szerepet jatszik az akut fejsériilésekben, az ischaemiaban és a neurodegenerativ
korképekben (Lee és mitsai., 1999; Kalia és mtsai., 2008). Korabbi kisérleteink azt is
megmutattadk, hogy az Alzheimer kor kialakuldsaban jelentds szerepet jatszd APi-ap az
SI/NBM-ben 1év6 kolinerg sejtekre toxikus és ezen kolinerg sejtek NMDA receptoranak
aktivacioja fontos az Apj.42 kolintoxikus hatdsaiban az SI/NBM-ben (15, 16). Jelenlegi
eredményeink jo egyezést mutatnak a korabbi adatokkal, ahol patkany SI/NBM-be adott
NMDA vagy iboténsav kolinerg neuron pusztulést valtottak ki (Wenk és mtsai., 1984;
Robbins és mtsai., 1989; Luiten és mtsai., 1995; Horvath és mtsai., 2000).

Erdekes médon az NMDA neurotoxikus potenciélja nem valtozott az éregedéssel. Ezt
a megfigyelést alatdmasztjak a korabbi Kkisérletek is, ahol azt talaltdk, hogy az Gregedés
dnmagaban nem valtoztatja meg a kolinerg neuronok szamat és méreteit (Gibbs, 2003). Az
oregedéssel csokken az NMDA receptorok szama is (Magnusson és mtsai., 2010), azonban ez
a valtozas nagy anatomiai variabilitast mutat (Magnusson és mtsai., 2010) és a kolinerg
neuronokban ez a folyamat nem ismert. Ezek az eredmények azt jelezhetik, hogy az NMDA
aktivacioval elindult neurotoxicitasért felelés molekularis mechanizmusok szamottevoen nem

valtoznak az 6regedéssel az SI/NBM-ben 1év6 kolinerg neuronokon.
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6.5.2.1. Az egyszeri E2 kezelés neuroprotektiv a BEK neuronokon: az ERo és a nem-
klasszikus hatasok kézponti szerepe

Korabban hosszan tart6, kronikus E2 eldkezelést alkalmaztak a kutatok, ami egy prevencios
kezelési modellnek felelt meg (Strom és mtsai., 2009). Ezzel szemben a mi kisérleti
elrendezésiinkben az E2-t a 1ézid utan adtuk az allatnak, amely igy a klinikumban az akut
agyi katasztrofak illetve traumak kezelését modellezi.

A Kisérleti eredményeink azt mutattak, hogy az egyszeri E2 dozis nem befolyasolta az
NMDA indukalta kolinerg sejtpusztulast, ami jO egyezést mutatott a kordbbi MS-ben és
SI/NBM-ben veégzett 1ézios kisérlettel patkanyon (Aggarwal és Gibbs, 2000; Horvath és
mtsai., 2002). A magyarazat erre a jelenségre nem ismert.

Az a megfigyelés, hogy az E2 kezelés képes volt novelni a kolinerg rostdenzitast, de a
kolinerg sejtpusztulast nem befolyasolta, felveti annak a lehetéségét, hogy az NMDA irtast
kovetéen az E2 kezelés hatdsdra, a megmaradd kolinerg neuronok axon kollaterdlisokat
novesztenek a kérgi tertleteken azért, hogy a seérilt illetve az elpusztult kolinerg neuronok
funkcidit atvegyék. Elképzelhetd az is, hogy az E2 hatdsara a kolinerg neuronok kevésbé
lesznek fogékonyak az NMDA irtasra. A korédbbi vizsgalatok azonban kideritették, hogy az
E2 képes az axon novekedését serkenteni, az entorhinalis kéregben és a hippocampusban,
1éziot kovetben (Stone és mtsai., 1998; Kadish és Van Groen, 2002). Az is kizarhato, hogy a
kolinerg rostdenzitas emelkedes az E2-indukdlta AchE expresszio novekedes miatt
kovetkezik be, mivel az E2 injekcibnak nem volt hatdsa az AchE rostdenzitasra a
kontralateralis oldalon. Ezen kivul a szakirodalomban sem talalunk arra utalast, hogy az
egyszeri E2 injekcio 12 nap elteltével ndvelni képes a ChaT/AchE aktivitast illetve az
expresszid mértékét. Ennek alapjan az E2 injekcio hatasarél azt gondoljuk, hogy restaural6
folyamatokat indit el a tuléld kolinerg neuronokban azaltal, hogy noveli azok axon
kollateralisainak mennyiségét az SI/NBM kortikalis projekcids teriletein.

A restaurald folyamatokban szerepe lehet az E2 BEK neuronok TrkA receptoréat
érint6 aktivacidinak, amit az egy-molekula detekciés méréseink is aldtamasztanak. A BEK
neuronok expresszalnak p75 neutrofin receptort (p75NTR) is, azonban ennek a receptornak a
szerepe a neutrofin aktivacioban nem tisztazott és elképzelhetd, hogy antitrofikus hatast
gyakorol a BEK neuronokon. Ezt tamasztjdk ald a p75NTR deficiens egerekkel kapott
eredmények, amelyekben nagyobb kolinerg neuronokat talaltak a basalis eldagyban (Yeo és
mtsai., 1997). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a receptorok negativan befolyasoljak a

kolinerg sejtek méretét.

88



dc_474 12

A Wise laboratériumaban tortént vizsgalatok oOta tudjuk, hogy az ERa jelentds
szerepet jatszik az E2 protektiv hatdsaiban agyi ischaemiaban (Dubal és mtsai., 2001). A
BEK neuronok a klasszikus 0sztrogén receptorokbol kizarolag ERa-at expresszalnak, ezért az
E2 protektiv hatasaiban feltételezhetden szerepe van ennek a receptornak. Ezt erdsitették meg
az nERaKO egereken elvégzett kisérleteink is, melyek megmutattak, hogy az E2 az ERa-an
keresztul fejti ki neuroprotektiv hatasait a BEK neuronokon. Az, hogy az 6regedé allatokban
az E2 addsa nem bizonyult hatékonynak, ugyancsak az ERa szerepének jelent6ségét mutatja.
Oregedd egerekben ugyanis a BEK neuronokban az ERa expresszi0ja tobb mint 48%-kal
csokken (Kalesnykas és mtsai., 2005), ami megmagyarazhatja az E2 hatastalansagat az éreg
allatokban. Az UGjabb vizsgalatok szerint a BEK neuronok GPER1-et is expresszalnak
(Hammond és mtsai., 2011), de ennek a membran dsztrogén receptornak a szerepe az E2-nek
a BEK neuronokra kifejtett protektiv hatasaiban nem bizonyitott. Habar a gliasejtek is
expresszalnak 0sztrogén receptorokat és jelent6s szerepet tolthetnek be a neuroprotekcioban
(Arevalo és mtsai., 2010), kisérletiinkben kizarélag neuronokbol iitottiik ki az ERa-at, ami
egyértelmiien a neuronalis ERa szerepét hangsulyozza az E2 hatdsmechanizmusaban a glialis
Osztrogén receptorokkal szemben. Mivel az ERa delécidé nem korlatozodott a kolinerg
neuronokra, igy nem zarhaté ki, hogy az E2 protektiv hatasa interneuronokon keresztil is
érvényesulhet.

A jelenlegi eredményeink azt mutattdk, hogy a nem-klasszikus osztrogén jelatvivé
utvonal aktivator 6sztrén hasonléan az E2 addsahoz neuroprotekciot eredményez a BEK

neuronokon. Az  0Osztrénrdl

seit memhran

korabban in vitro kisérletekben
leirtdk, hogy megvédte a
0’ kortikalis tenyészeteket az AP
neurotoxikus hatasaival

E2
szemben (Cordey és mitsai.,

Védé hatasok 2005) és nem indukalt ERE

nucleus

medialta géntranszkripciot

(Kousteni és mtsai.,, 2002;

54. éabra Klasszikus és nem-klasszikus dOsztrogén jelatvivd A ;
palyarendszerek lehetésges szerepe az E2 indukélta protektiv hatasok Moverare €s mtsai., 2003).
kialakitasdban a BEK neuronokon. Az dres nyilak mutatjgdk a AhA ; ; ; A
receptorok illetve jelatvive molekulak aktivitasat a BEK neuronban. Nehany N vitro VIZSgaIat
ERa: 0sztrogén receptor «; trkA: tropomyosinhoz kapcsolt kinaz A; A - 4
p75NTR: p75 neurotrophin receptor; pERK 1/2: foszforilalt ramutatott, hogy az osziren
extracellular signal-regulated kindz 1/2; PKA: protein kindz A; pCREB

foszforilalt cAMP resnonse element-hindina nrotein. kepes bIZOI’]yOS koncentracio
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tartomanyban gyenge androgén receptor agonistaként is mitkodni (Krishnan és mtsai., 2005),
megjegyezni azonban hogy az Osztrén kisérelteinkben alkalmazott dozisa nem valtott ki
uterotrép hatast (Koszegi és Abraham nem publikalt adat). Az 6sztrén kisérletek azt jelzik,
hogy az E2 neuroprotektiv hatasaiban a nem-klasszikus jelatviteli folyamatoknak jelentOs
szerepe lehet. Jelen kisérleteinkben a jelatviteli rendszerek blokkoldinak (MEK illetve PKA
blokkold) alkalmazésa azt mutatta, hogy képesek az E2-nek a BEK neuronok rostdenzitasara
gyakorolt hatdsait gatolni. Ezekbol az eredményekbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy
az E2 a PKA és a MAPK jelatviteli rendszereken keresztiil indukélja a kolinerg rost

restauraciot az NMDA 1éziot kovetéen (54. abra).

6.5.2.2. Az egyszeri nagy dozisi E2 injekcio terdpias relevanciaja

Kisérleteink eredménye szerint az endogén E2 koncentracid (ovariektomia versus intakt
allatok) nem befolyasolta az NMDA indukalta rostpusztulas mértékét. Valojaban csak
szuprafizioldgis E2 dozisnal 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 indukalta kolinerg rostpusztuldsra. A ndstényeken és himeken végzett
kisérletek nem mutattak nemi differenciat. Azonban az 6reg allatokban az E2 protektiv hatasa
nem érvényesiilt. Ezek a kisérletek arra mutatnak ra, hogy az E2 egyszeri dézisanak egy adott
idbintervallum és koncentracio tartomany mellett lehet relevans terdpids hatdsa a nemtdl
fliggetlentl. Ugyanakkor arra is felhivja a figyelmet, hogy ez a jotékony hatas az 6regedéssel
besziikiil.

A WHI vizsgalatok ota tudjuk, hogy a HPT alkalmazasaval jelentds problémak
merllnek fel a mellékhatdsok miatt (Shumaker és mtsai., 2003), ezért fontos, hogy olyan
Osztrogénszerli vegyiiletek utan kutassunk, amelyek rendelkeznek az E2 jotékony gyogyitd
hatasaival, lehet6leg mellékhatasok nélkiil. A jelenlegi vizsgalatok szerint a nem-klasszikus
Osztrogén jelatvivé palya aktivatorok (Activators of Non-Genomic Estrogen Like Signaling
(ANGELS)), mint az 06sztrén, igéretes vegylletek lehetnek, mivel E2-szerii protektiv
hatasokkal rendelkeznek az E2 feminizalé hatasa nélkil (Manolagas és mtsai., 2002; Otto és
mtsai., 2008b). Az 6sztrén és a hozza hasonld vegylletek nagy valdsziniiséggel fontos
szerephez jutnak majd a HPT-ban, mivel biztonsagosabbak lehetnek, mint az idaig
alkalmazott nem szelektiv Osztrogén vegyuletek. A nem-klasszikus 0sztrogén hatasok

neuroprotektiv potencialjanak felfedezése és tovabbfejlesztése segitséget jelenthet a BEK

--------
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7. Osszefoglalas

7.1. A nem-klasszikus 0Osztrogén hatasok a kozponti idegrendszerben és azok jeldatvivé

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
molekul&kat a kozponti idegrendszer kiilonbozé teriiletein, mely nemi kiilonbségeket mutat
és ezt a hatast a klasszikus 6sztrogén receptorok medialjak. Kimutattuk tovabbéa, hogy az E2-
hoz hasonléan a genistein gyors, nem-klasszikus hatast gyakorol a hypothalamicus CREB
foszforilacidra neonatélis korban. In vivo egy sejten végzett méréseink azt is igazoltak, hogy
az E2 gyorsan, nem-klasszikus modon képes az CREB-et foszforilalni a GnRH és a kolinerg
neuronokban és ezt a hatast ezekben az estekben is a klasszikus 6sztrogén recpetorok
kozvetitik.

In vitro és in vivo méréseinkkel kimutattuk, hogy az E2 a CREB-et az ERK1/2
aktivacidjan at egy jelatvivé halozaton keresztil foszforildlja a GhnRH neuronban. Ebben az
aktivacioban részt vesznek a CaMKII ¢és a PKA jelatvivé molekuldk is. Az E2-indukalta
CREB foszforilaciohoz szikseéges az ERK1/2 molekuldnak az ERB-an keresztll megvaldsuld
direkt valamint az interneuronon Kkeresztll 1étrejovo indirekt aktivacidja. Az ERK1/2
feltehetéleg koincidencia detektorként miikodve szabalyozza ezt a folyamatot. Az indirekt
hatasok egyik Iényeges eleme az E2-nek a GABAerg neuron ERa-jan keresztul megvaldsulo
hatésa, mely a GnRH neuronban az IP3 receptoron keresztiil emeli a Ca?* tranziensek szamét.
Ennek a jelenségnek valoszinuleg szerepe van a CREB foszforilacié szabalyozésaban is.

In vivo és in vitro kisérelteinkben azt is kimutattuk, hogy az E2 képes a BEK
neuronok TrkA receptorainak immobilizacidjat ndvelni, mely fontos szerepet jatszik a
receptor €s a hozza tartoz6 ERK/CREB jelatviteli rendszerek aktivaciojaban. Megmutattuk
tovabba, hogy az E2 a BEK neuronokon az ERa segitségével gyorsan és kdzvetlenil
foszorildlja a CREB-et. Ebben a foszforilacioban a PKA illetve az ERKI1/2 jelatvivd
molekulak alapvetd szerepet jatszanak. Erdekes modon a CREB-et foszforilalé E2 szenzitiv
jelatvivé palyarendszerek anatomiai specificitast mutatnak a BEK neuronokban, mivel az
MS-ben 1év6 kolinerg neuronokban elegendé volt az ERK1/2 az E2 indukalta CREB
foszforilaciohoz, mig az Sl-ben a PKA is szlikséges volt ehhez.
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7.2. A nem-klasszikus 6sztrogén hatasok jelentésége

Mint minden orvosbioldgiai kutatas, ezen eredmények igazi ertékét is a jovobeni klinikai
hasznosulédssal lehet igazan lemérni, azzal, hogy a felfedez6 kutatas elvezet-e olyan
eredményekhez, melyek késobb a klinikumban hasznosithatdak lehetnek.

A sz0ja alapu taplalékokban 1évé fitodsztrogén genisteinrél megtudtuk, hogy jelent6s
nem-klassszikus hatdst gyakorol a neonatdlis agy hypothalamuséara. Ezek az adatok, jo
tdmpontot szolgaltatnak tovabbi klinikai kutatdsokhoz, amelyekben a genisteinnek a szexudlis
magatartasformak kialakuldsara és a fertilitasra gyakorolt felndttkorban megjelené hatasait
elemzik.

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

A kolinerg neuronok vizsgalataval megtudtuk, hogy az E2 indukalta nem-klasszikus
hatasnak a neuroprotekcioban betoltott szerepe alapvetd jelentéségli. A nem-klasszikus
dsztrogén jelatvivé palyarendszerek szelektiv aktivaciojaval jelent6s neuroprotekciot értiink
el, mely fontos tampontot adhat hatékonyabb hormonpotl6 kezelési stratégiak kialakitasahoz,

valamint () irdnyt mutat a neuroprotektiv gyogyszerek fejlesztésében is.
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