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Bevezető 

Az emlősök reproduktív folyamatait hypothalamicus folyamatok 
szabályozzák. Nőivarúakban a reproduktív működések ciklicitása a 
neuroendokrin hypothalamusnak a fluktuáló ösztrogénszintre (E2) adott 
válaszreakciójától, illetve a petefészeknek a fluktuáló gonadotropinszintre 
adott válaszreakciójától függ. E ciklikus és egyben reciprok működés 
egymást váltó negatív- és pozitív feedback-elvű szabályozó mechanizmusok 
irányítják. A pozitív feedback kiesése az ovuláció hiányát és sterilitást 
eredményez. Az E2 gonadotropin-felszabadulásra kifejtett hatását a 
mediobasal hypothalamus (MBH) egy komplex neuronális köre szabályozza.  

A serkentő aminosavak (excitatory amino acid, EAA) által kiváltott 
neurotranszmisszió a gonadotrop-hormon serkentő hormon rendszerének 
meghatározó komponense. Mindazonáltal az ebben résztvevő neuronhálózat 
belső kapcsolatmintája kevéssé ismert. Jelen dolgozat első célja ezért annak 
meghatározása, hogy vajon AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionic acid) receptorok – az aszpartát/glutamáterg beidegzés 
indikátoraiként – jelen vannak-e a nucleus arcuatus (AN) főbb 
(neuropeptide-Y- (NPY), galanin- (GAL) és tyrosine-hydroxylase- (TH) 
tartalmú) neuron-populációiban.  

Kísérleteink eredményei szerint a serkentő hatású aszpartáterg/glutamáterg 
rendszer közvetlen szerepet játszik az említett neuropeptid-tartalmú AN 
neuronok, de nem az MBH TH-imunoreaktív sejtjeinek működésére.  
Korábbi adatok szerint egy E2 által indukált szinaptikus plaszticitás (EISP) 
része az E2 hypothalamicus neuronokra kifejtett szabályozó hatásainak. 
Hogy az EISP szabályozó mechanizmusát jobban megérthessük, 
azonosítottuk az EISP-ben résztvevő neuronokat, és az eredményeket 
összevetettük a szimultán zajló plazma E2 és LH- (luteinizáló hormon) 
koncentráció-változásokkal. Az eredmények szerint majmokban 
(Cercopithecus aethiops) az E2 az MBH axo-szomatikus szinapszisainak egy 
meghatározott mintájú számváltozását idézi elő, melynek meghatározó 
szerepe van a gondotrop hormon-serkentő hormon (GnRH) felszabadulás 
szabályozásában. 
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Az MBH neuronjainak E2-érzékenységét azok E2 receptor-expressziójával 
magyarázzák. Mindazonáltal az előagy néhány E2-függő, az ovariális ciklus 
közepén bekövetkező szabályozó mechanizmusa főként gyors és rövid ideig 
tartó folyamatokkal hozható összefüggésbe, melyek a pozitív feedback 
folyamán játszódnak le. Ezek az MBH neuronokban lejátszódó folyamatok 
már az E2-hullámot követő percekben végbemennek, és lefolyásukat a 
génaktiválást megelőző szignálórendszerek mediálják. Ilyen rapid jellegű 
E2-indukált hatásokat több agyterületen is megfigyeltek. Kísérleteinben 
fejlődő- és kifejlett kisagyi modellben (ellentétben a legtöbb agyterülettel, 
sem a fejlődő, sem pedig a kifejlett kisagyban nem mutattak ki aromatáz-
aktivitást) vizsgáltuk az E2 - egyébként az MBH-ban is megtalálható - 
ERK1/2-rendszerre kifejtett (extracellularly regulated kinases 1 and 2) rapid 
moduláló hatását. 

In vitro és in vivo kísérleteink bizonyították, hogy az E2 rapid módon képes 
a neuronok - nagy valószínűséggel az MBH esetében is - ERK-szignáló 
rendszerét modulálni.  
 
Célkitűzések 

1. A serkentő neurotranszmisszió által is szabályozott MBH neuronok 
karakterizálása nőstény patkényban: 

a. A GluR1 és GluR2/3 AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazole propionic acid) receptorok (mint az 
aszpartáterg/glutamáterg beidegzés indikátorai) 
immunohisztokémiai meghatározása a nőstény patkány nucleus 
arcuatusában; 
b. Az AMPA receptorok neuropeptide-Y (NPY), galanin (GAL) 
and tyrosine-hydroxylase-zal (TH) történő ko-lokalizálása; 
c. Az EAA-neurotranszmisszió hatásának megítélése a 
neuroendokrin hypothalamusban; 
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2. Az EISP majom és patkány AN-ában történő kimutatása és analízise: 
a. Az EISP-ben résztvevő neuronok azonosítása; 
b. A GnRH- és egyéb neuronokon lévő szinapszisok számának 
meghatározása ovariektomizált, valamint ovariektomizált és E2-
kezelt majmokban; 
c. Az AN GAD-IR (glutamic-acid-decarboxylase-immunoreactive) 
GABAerg gátló sejtjein található szinapszisok számának 
meghatározása majmokban; 
d. Az EISP gonadotropin-felszabadulásban játszott szerepének 
elemzése;  

 
3. A gyors, nem-genomiális E2-hatások meghatározása és karakterizálása 
nem-endokrin neuronokban: E2-indukálta rapid ERK1/2-moduláló 
hatások a patkány cerebellumában:  

a. Rapid E2-hatások meghatározása primér neuron-tenyészetben; 
b. Az aktivált ERK1/2-rendszer térbeli és időbeli megoszlásának 
meghatározása patkány cerebellumában; 
c. Az E2 ERK1/2-re kifejtett direkt aktiváló hatásának 
meghatározása a patkány cerebellumában in vivo: a koncentráció 
és a kor szerepének elemzése. 
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Anyag és módszerek 
Immunhisztokémiai módszereket alkalmaztunk a GluR1 és GluR2/3 AMPA 
receptorok kimutatásához, valamint ezek NPY-al, GAL-al és TH-al történő 
ko-lokalizálásának meghatározásához. A ko-lokalizáció mértékét 
sztereológiai módszerekkel határoztuk meg. 
 
Elektron mikroszkópos vizsgálattal kiegészített immunhisztokémiai 
módszereket alkalmaztunk a hypothalamusban végbemenő EISP 
megállapításához. 
 
Idegsebészeti beavatkozásokkal kiegészített immunhisztokémiai- és 
különböző in vitro laboratóriumi módszereket alkalmaztunk a genomiális és 
rapid, nem-genomiális E2-hatások meghatározásához a kisagy neuronjaiban.  
 
Eredmények 
A neuroendokrin hypothalamus különböző ionotróp AMPA-típusú glutamát 
receptorainak meghatározása révén két fő neuron-populációt mutattunk ki az 
AN-ben: az egyik AMPA receptorok által mediált EAA neurotranszmisszió 
direkt hatása alatt áll, míg a másik, dopaminerg sejpopuláció nem 
rendelkezik AMPA receptorokkal. 

Kimutattuk, hogy az E2 jól meghatározott mintájú változást idéz elő a 
neuronedokrin hypothalamus szinaptológiájában, és azt is kimutattuk, hogy 
az AN egy GABAerg neuronpopulációja az, amelyik a gonadotropin 
feedback folyamán részt vesz az EISP-ben.  

Ugyancsak kimutattuk, hogy a pozitív gonadotropin feedback során 
lejátszódó folyamatok részeként az ERK1/2 MAPK szignáló-rendszer nagy 
valószínűséggel szerepet játszik a rapid, nem-genomiális E2-hatások 
mediálásában. Hogy elkerüljük a “de novo” E2-szintézis zavaró hatásait, az 
említett eredményekhez az agy egy nem-endokrin területének 
vizsgálataútján jutottunk, és kimutattuk, hogy az E2 képes az ERK-rendszer 
rapid modulálására. In vitro egyértelműen különválasztottuk a gyors, nem-
genomiális valamint a “lassú”, E2 receptorok által mediált E2-hatásokat.  
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In vivo körülmények között gyors ERK-aktiváló hatása időben egybeesett a 
fejlődő kisagyban zajló szinaptogenezissel és szinaptikus éréssel. A kifejlett 
kisagyban az E2 ERK-aktiváló hatása nagy valószínűséggel a cerebellum 
belső neuronköreinek működését illetve az ezek útján történő információ-
áramlást befolyásolja. 
 
 
Megbeszélés 
Kísérleteink konklúziójaként egy az ovulációhoz vezető, LH-hullámot 
szabályozó neuronális és celluláris szabályozó mechanizmus-modellt 
állítottunk fel. E mechanizmus-modellt mind a jelen kísérleti eredmények, 
mind pedig az eddig elvégzet előkísérletek és a vonatkozó szakirodalom 
alátámasztják.  

Az ösztrusz ciklus szakaszainak legnagyobb részében a hypothalamicus 
GnRH- (és hypophysealis LH) felszabadulás egy E2-érzékeny neuronhálózat 
negatív feedback-szabályozása alatt áll. A ciklus-középi E2-hullám idején, a 
késői proösztruszkor, a vér E2-koncentrációja élesen emelkedik, és gyors 
lefolyású folyamatok játszódnak le. A cerebellumban végzett kísérleteink 
szerint a közvetlen E2-hatások mind idő, mind pedig koncentráció-függőek.; 
ezenfelül a korai rapid hatások egy biómodális koncentráció-függőséget is 
mutatnak. Eredményeink szerint a kulcsfontosságú E2-indukálta hatások, 
melyek a negatív feedback-et a pozitív feedback-be fordítják, az 
intracelluláris szignálórendszerek, köztük az ERK1/2 MAPK rendszer 
aktiválásában manifesztálódnak. A gyors ERK-aktiválás egyúttal különféle 
módokon serkenti a glutamáterg neurotranszmissziót, például bizonyos 
citoszkeletális struktúrák szintézise révén, melyek a serkentő szinapszisok 
poszt-szinaptikus szerkezetének funkcionális elemei.  Ezzel egyidejűleg a 
gyorsan emelkedő plazma E2-szint megemeli az EAA receptorok (AMPA) 
expresszióját. Korábbi eredmények bizonyították, hogy a glutamáterg 
neurotranszmisszió (mely a pozitív feedback elindításáért felelős) a 
hypothalamicus GABAerg sejtekben (melyek egyúttal AMPA-pozitívak és 
az egyedüli sejtpopuláció, amelyben az EISP megfigyelhető) következik be. 
Mindazonáltal, amint előbb említve lett, egy másik sejt-populáció, a 
dopaminerg (DAerg) sejtek azok, amelyek a hypothalamus beta-endorphin 
(beta-END) sejtjein végződve azokat gátolni tudják akkor, amikor ők maguk 
felszabadulnak a gátló hatások alól.  
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Ezért, a hypothalamus eddig ismert neuronális kapcsolatmintája alapján a 
legvalószínűbb, hogy a kezdeti EAA neurotranszmisszió hatására a GABA 
sejtek egy csoportja más, szekunder  GABA sejteket gátol, melyek viszont 
felszabadítják a DAerg sejteket a korábbi gátló hatás alól; Ennek 
következményeként a DAerg sejtek gátolni képesek a beta-END neuronokat, 
melyek pedig megszűntetik addigi, a mediális preoptikus régióban 
(patkányban) vagy az AN-ben (primatesekben) helyeződő GnRH sejtekre 
kifejtett gátló hatásukat. Ez végül hypothalamicus GnRH és hypophyseális 
LH-felszabadulást eredményez. E gyors változásoknak a részeként és 
eredményeként is a pozitív feedback tartama alatt a hypothalamicus 
szinapszisoknak a száma gyorsan növekszik. 

Eközben a plazma E2-koncentrációja tovább növekszik, az E2 pedig 
hozzákapcsolódik a specifikus receptoraihoz (ERα) az AN neuronjaiban. Az 
E2-ER komplex transzaktiváló hatására a hypothalamicus szinapszisok 
számának kezdeti növekedése megáll, majd csökkenésbe vált. E 
szinapszisszám csökkenés tovább folytatódik, miközben a plazma E2-szintje 
is esni kezd. A szinapszisszám-emelkedés csökkenésbe való átváltását a 
rapid E2-hatások megszünte előzi meg, ami a pozitív feedback negatív 
feedback-be való átváltását eredményezi. A negatív feedback során 
megfigyelt jellegzetes szinapszisszám-változás arra enged következtetni, 
hogy az E2 az, amely az AN GABA neuronokon lejátszódó szinaptikus 
plaszticitást irányítja, míg az ennek következtében a GnRH sejteken 
lejátszódó szinaptikus plaszticitás felelős a hypohpyiseális LH-felszabadulás 
indukálásáért.   

Arra a kihívó kérdésre is megpróbáltunk választ találni, hogy mi lehet az oka 
annak, hogy az E2 szelektíven, az AN-nak csak bizonyos ER-tartalmú 
sejtjein indukál szinaptikus plaszticitást, míg más sejteken, még ha 
rendelkeznek is ER-ral, nem változtatja meg a szinapszisok számát: Az 
EISP-ben résztvevő sejtek kell, hogy rendelkezzenek mind a pozitív 
feedback (gyors second messener rendszer), mind pedig az ER-mediálta 
negatív feedback eseményeihez szükséges molekula-arzenállal.  

Membrán-impermeábilis bovine serum albuminhoz (BSA) konjugált E2 
alkalmazásával in vitro bizonyítottuk, hogy az E2 rapid ERK-aktiváló hatását 
plazmamembránba épült ER mediálja, mely receptornak a szerkezetét 
azonban még nem sikerült megállapítani. Mások kutatásai is valószínűsítik 
membrán-ER-ok létezését a hypothalamusban.  
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Laboratóriumunk jelenlegi kutatásai többek között arra irányulnak, hogy 
azonosítsák azon membrán ER-okat, amelyek a pozitív gonadotropin 
feedback indukálásáért, és következményesen a hypophysealis gonadotrop-
hullám kiváltásáért felelősek  
 
 
Új tudományos eredmények 
Az elvégzett kísérlet sorozatban: 

- azonosítottuk azokat az AN neuronokat, amelyek EAA 
neurotranszmisszió hatása all állnak; 

- azonosítottuk azokat az AN neuronokat, amelyek részt vesznek az 
EISP-ben; 

- meghatároztuk az AN neuronok szinaptikus státusát a gonadotropin 
feedback tartama alatt; 

- kiértékeltük az EISP-nek a gonadotropin-felszabadulás 
szabályozásában játszott szerepét; 

- kimutattuk, hogy in vitro, az E2 modulálja az ERK1/2 MAPK 
szignálórendszert neuronokban; 

- meghatároztuk a cerebelláris ERK1/2-aktiválás térbeli és időbeli 
aspektusait; 

- kimutattuk, hogy in vivo az E2 modulálni képes a neuronális ERK1/2 
MAPK szignáló rendszer rapid aktiválását. 
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