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Bevezeto

Az emlOsok reproduktiv folyamatait hypothalamicus folyamatok
szabalyozzdk. Noivardakban a reproduktiv milkodések ciklicitisa a
neuroendokrin hypothalamusnak a fluktudlé Osztrogénszintre (E,) adott
véalaszreakcigjatdl, illetve a petefészeknek a fluktudlé gonadotropinszintre
adott valaszreakcidjatol fiigg. E ciklikus és egyben reciprok miikodés
egymast valté negativ- és pozitiv feedback-elvii szabdlyozé mechanizmusok
iranyitjdk. A pozitiv feedback kiesése az ovuldcié hidnyét €s sterilitdst
eredményez. Az E, gonadotropin-felszabadulasra kifejtett hatdsit a
mediobasal hypothalamus (MBH) egy komplex neurondlis kore szabalyozza.

A serkentd aminosavak (excitatory amino acid, EAA) 4ltal kivaltott
neurotranszmisszié a gonadotrop-hormon serkentd hormon rendszerének
meghataroz6 komponense. Mindazonaltal az ebben résztvevd neuronhalzat
belsd kapcsolatmintdja kevéssé ismert. Jelen dolgozat els6 célja ezért annak
meghatarozasa, hogy vajon AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionic acid) receptorok — az aszpartit/glutamaterg beidegzés
indikatoraiként — jelen vannak-e a nucleus arcuatus (AN) fObb
(neuropeptide-Y- (NPY), galanin- (GAL) és tyrosine-hydroxylase- (TH)
tartalmu) neuron-populacidiban.

Kisérleteink eredményei szerint a serkentd hatdsi aszpartaterg/glutamaterg
rendszer kozvetlen szerepet jatszik az emlitett neuropeptid-tartalmia AN
neuronok, de nem az MBH TH-imunoreaktiv sejtjeinek mitkodésére.
Korabbi adatok szerint egy E, 4ltal indukalt szinaptikus plaszticitas (EISP)
része az E, hypothalamicus neuronokra kifejtett szabdlyoz6 hatdsainak.
Hogy az EISP szabdlyoz6 mechanizmusit jobban megérthessiik,
azonositottuk az EISP-ben résztvev0 neuronokat, €s az eredményeket
Osszevetettik a szimultdn zajlé plazma E, és LH- (luteinizdl6 hormon)
koncentracié-véltozdsokkal. Az  eredmények  szerint  majmokban
(Cercopithecus aethiops) az E, az MBH axo-szomatikus szinapszisainak egy
meghatarozott mintdju szamvdaltozasat idézi eld, melynek meghatarozo
szerepe van a gondotrop hormon-serkentd hormon (GnRH) felszabadulas
szabélyozéasaban.



Az MBH neuronjainak E,-érzékenységét azok E, receptor-expresszidjaval
magyardzzidk. Mindazondltal az eldagy néhany E,-fiiggd, az ovaridlis ciklus
kozepén bekovetkezd szabalyozd mechanizmusa foként gyors €s rovid ideig
tarté folyamatokkal hozhaté Osszefiiggésbe, melyek a pozitiv feedback
folyaman jatszodnak le. Ezek az MBH neuronokban lejatszédo folyamatok
mar az Ej,-hulldmot kovetd percekben végbemennek, és lefolydsukat a
génaktivalast megelozd szignadlorendszerek medidljdk. Ilyen rapid jellegii
E,-indukdlt hatdsokat tobb agyteriileten is megfigyeltek. Kisérleteinben
fejlodo- és kifejlett kisagyr modellben (ellentétben a legtobb agyteriilettel,
sem a fejlodo, sem pedig a kifejlett kisagyban nem mutattak ki aromataz-
aktivitast) vizsgdltuk az E, - egyébként az MBH-ban is megtaldlhaté -
ERK1/2-rendszerre kifejtett (extracellularly regulated kinases 1 and 2) rapid
modulalé hatasat.

In vitro és in vivo kisérleteink bizonyitottdk, hogy az E, rapid médon képes
a neuronok - nagy valoszinliséggel az MBH esetében is - ERK-szignalo
rendszerét modulalni.

Célkitilizések
1. A serkentd neurotranszmisszié 4ltal is szabdlyozott MBH neuronok
karakterizdldsa nOstény patkényban:
a. A GluR1 és GluR2/3 AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-1soxazole propionic acid) receptorok (mint az

aszpartaterg/glutamaterg beidegzés indikatorai)
immunohisztokémiai meghatdrozasa a ndstény patkdny nucleus
arcuatusaban;

b. Az AMPA receptorok neuropeptide-Y (NPY), galanin (GAL)
and tyrosine-hydroxylase-zal (TH) torténd ko-lokalizilasa;

c¢. Az EAA-neurotranszmisszi6 hatdsdnak megitélése a
neuroendokrin hypothalamusban;



2. Az EISP majom és patkdny AN-4ban tortén0 kimutatdsa €s analizise:
a. Az EISP-ben résztvevo neuronok azonositasa;
b. A GnRH- és egyéb neuronokon 1év0 szinapszisok szdménak
meghatdrozdsa ovariektomizalt, valamint ovariektomizalt és E,-
kezelt majmokban;
¢. Az AN GAD-IR (glutamic-acid-decarboxylase-immunoreactive)
GABAerg gatld sejtjein taldlhat6 szinapszisok szdmdanak
meghatdrozasa majmokban;
d. Az EISP gonadotropin-felszabaduldsban jétszott szerepének
elemzése;

3. A gyors, nem-genomidlis E,-hatdsok meghatdrozésa és karakterizdldsa
nem-endokrin neuronokban: E,-indukdlta rapid ERKI1/2-modulél6
hatdsok a patkdny cerebellumaban:
a. Rapid E,-hatdsok meghatdrozasa primér neuron-tenyészetben;
b. Az aktivilt ERK1/2-rendszer térbeli €s idObeli megoszlasdnak
meghatarozasa patkdny cerebelluméban;
c¢. Az E, ERKI1/2-re kifejtett direkt aktivdlé hatdsdnak
meghatarozasa a patkdny cerebellumaban in vivo: a koncentracio
€s a kor szerepének elemzése.



Anyag és modszerek

Immunhisztokémiai modszereket alkalmaztunk a GluR1 és GluR2/3 AMPA
receptorok kimutatdsihoz, valamint ezek NPY-al, GAL-al és TH-al torténd
ko-lokalizdldsdnak  meghatdrozasdhoz. A  ko-lokalizaci6  mértékét
sztereoldgiai modszerekkel hataroztuk meg.

Elektron mikroszképos vizsgdlattal kiegészitett immunhisztokémiai
modszereket alkalmaztunk a  hypothalamusban végbemendé EISP
megallapitasdhoz.

Idegsebészeti beavatkozdsokkal kiegészitett immunhisztokémiai- €s
kiilonb6z0 in vitro laboratériumi méodszereket alkalmaztunk a genomidlis és
rapid, nem-genomidlis E,-hatdsok meghatarozdsdhoz a kisagy neuronjaiban.

Eredmények

A neuroendokrin hypothalamus kiilonb6z6 ionotrép AMPA-tipusu glutamat
receptorainak meghatarozasa révén két {6 neuron-populaciét mutattunk ki az
AN-ben: az egyik AMPA receptorok altal medidlt EAA neurotranszmisszio
direkt hatdsa alatt all, mig a masik, dopaminerg sejpopuldci6 nem
rendelkezik AMPA receptorokkal.

Kimutattuk, hogy az E, j6l meghatdrozott mint4ja valtozadst idéz el0 a
neuronedokrin hypothalamus szinaptologidjaban, €s azt is kimutattuk, hogy
az AN egy GABAerg neuronpopulicidja az, amelyik a gonadotropin
feedback folyaman részt vesz az EISP-ben.

Ugyancsak kimutattuk, hogy a pozitiv gonadotropin feedback sordn
lejatsz6do folyamatok részeként az ERK1/2 MAPK szigndl6-rendszer nagy
valOoszinliséggel szerepet jatszik a rapid, nem-genomidlis E,-hatdsok
medidlasdban. Hogy elkeriiljiik a “de novo” E,-szintézis zavar6 hatésait, az
emlitett eredményekhez az agy egy nem-endokrin teriiletének
vizsgdlatautjan jutottunk, és kimutattuk, hogy az E, képes az ERK-rendszer
rapid moduldlasara. In vitro egyértelmiien kiillonvalasztottuk a gyors, nem-
genomidlis valamint a “lassi”, E, receptorok altal medialt E,-hatdsokat.



In vivo koriilmények kozott gyors ERK-aktivalé hatdsa idOben egybeesett a
fejlodo kisagyban zajlé szinaptogenezissel €s szinaptikus éréssel. A kifejlett
kisagyban az E, ERK-aktivdlo hatdsa nagy valOsziniiséggel a cerebellum
belsé neuronkoreinek miitkodését illetve az ezek utjan torténd informéacio-
aramlast befolydsolja.

Megbeszélés
Kisérleteink konkluzigjaként egy az ovulaciéhoz vezetd, LH-hulldmot
szabdlyoz6 neurondlis és cellularis szabdlyozé mechanizmus-modellt
allitottunk fel. E mechanizmus-modellt mind a jelen kisérleti eredmények,
mind pedig az eddig elvégzet elOkisérletek €s a vonatkoz6 szakirodalom
aldtamasztjak.

Az 0sztrusz ciklus szakaszainak legnagyobb részében a hypothalamicus
GnRH- (és hypophysealis LH) felszabadulds egy E,-€érzékeny neuronhal6zat
negativ feedback-szabalyozasa alatt all. A ciklus-kozépi E,-hullam idején, a
késoi proosztruszkor, a vér E,-koncentracidja élesen emelkedik, és gyors
lefolyasu folyamatok jatszodnak le. A cerebellumban végzett kisérleteink
szerint a kozvetlen E,-hatdsok mind 1d0, mind pedig koncentracidé-fiiggoek.;
ezenfeliil a korai rapid hatdsok egy bidmoddlis koncentracio-fiiggdséget is
mutatnak. Eredményeink szerint a kulcsfontossiagu E,-indukdlta hatdsok,
melyek a negativ feedback-et a pozitiv feedback-be forditjdk, az
intracellularis szigndlorendszerek, koztik az ERKI1/2 MAPK rendszer
aktivaldsaban manifesztalédnak. A gyors ERK-aktivalds egyuttal kiilonféle
modokon serkenti a glutamaterg neurotranszmissziot, példdul bizonyos
citoszkeletdlis struktardk szintézise révén, melyek a serkentd szinapszisok
poszt-szinaptikus szerkezetének funkciondlis elemei. Ezzel egyidejiileg a
gyorsan emelkedd plazma E,-szint megemeli az EAA receptorok (AMPA)
expressziojat. Kordbbi eredmények bizonyitottdk, hogy a glutamaterg
neurotranszmisszid (mely a pozitiv feedback elinditasaért felelds) a
hypothalamicus GABAerg sejtekben (melyek egyuttal AMPA-pozitivak és
az egyediili sejtpopuléacio, amelyben az EISP megfigyelhet0) kovetkezik be.
Mindazonaltal, amint elobb emlitve lett, egy masik sejt-populécid, a
dopaminerg (DAerg) sejtek azok, amelyek a hypothalamus beta-endorphin
(beta-END) sejtjein végzddve azokat géitolni tudjak akkor, amikor 6k maguk
felszabadulnak a gatl6 hatdsok alol.



Ezért, a hypothalamus eddig ismert neurondlis kapcsolatmintdja alapjan a
legval6szintibb, hogy a kezdeti EAA neurotranszmisszid hatasira a GABA
sejtek egy csoportja mas, szekunder GABA sejteket gétol, melyek viszont
felszabaditjdk a DAerg sejteket a kordbbi gatlé hatds aldl; Ennek
kovetkezményeként a DAerg sejtek gatolni képesek a beta-END neuronokat,
melyek pedig megszintetik addigi, a medidlis preoptikus régidban
(patkdnyban) vagy az AN-ben (primatesekben) helyez6dé GnRH sejtekre
kifejtett gatlé hatdsukat. Ez végiil hypothalamicus GnRH és hypophysealis
LH-felszabadulast eredményez. E gyors valtozdsoknak a részeként és
eredményeként i1s a pozitiv feedback tartama alatt a hypothalamicus
szinapszisoknak a szdma gyorsan novekszik.

Ekozben a plazma E,-koncentricidja tovdbb novekszik, az E, pedig
hozzakapcsolddik a specifikus receptoraihoz (ERa) az AN neuronjaiban. Az
E,-ER komplex transzaktivdl6 hatdsdra a hypothalamicus szinapszisok
szaminak kezdeti novekedése megall, majd csokkenésbe valt. E
szinapszisszam csOkkenés tovabb folytatodik, mikdzben a plazma E,-szintje
is esni kezd. A szinapszisszdm-emelkedés csokkenésbe valé atvaltasit a
rapid E,-hatdsok megsziinte elozi meg, ami a pozitiv feedback negativ
feedback-be valo atvéltasit eredményezi. A negativ feedback soran
megfigyelt jellegzetes szinapszisszam-valtozds arra enged kovetkeztetni,
hogy az E, az, amely az AN GABA neuronokon lejatsz6dd szinaptikus
plaszticitast irdnyitja, mig az ennek koOvetkeztében a GnRH sejteken
lejatszodo szinaptikus plaszticitas felelos a hypohpyisealis LH-felszabadulas
indukdlasaért.

Arra a kihivo kérdésre is megpréobaltunk valaszt talalni, hogy mi lehet az oka
annak, hogy az E, szelektiven, az AN-nak csak bizonyos ER-tartalmu
sejtjein indukdl szinaptikus plaszticitdst, mig mas sejteken, még ha
rendelkeznek is ER-ral, nem véltoztatja meg a szinapszisok szdmat: Az
EISP-ben résztvevd sejtek kell, hogy rendelkezzenek mind a pozitiv
feedback (gyors second messener rendszer), mind pedig az ER-medidlta
negativ feedback eseményeihez sziikséges molekula-arzenallal.

Membran-impermedbilis bovine serum albuminhoz (BSA) konjugilt E,
alkalmazdsaval in vitro bizonyitottuk, hogy az E, rapid ERK-aktival6 hatdsat
plazmamembrédnba épiillt ER medidlja, mely receptornak a szerkezetét
azonban még nem sikeriilt megéllapitani. Mdsok kutatdsai is valdsziniisitik
membran-ER-ok 1étezését a hypothalamusban.
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Laboratériumunk jelenlegi kutatdsai tobbek kozott arra irdnyulnak, hogy
azonositsdk azon membran ER-okat, amelyek a pozitiv gonadotropin

s 22

feedback indukélasaért, és kovetkezményesen a hypophysealis gonadotrop-

s 22

hullam kivaltasaért felelosek

Uj tudoményos eredmények
Az elvégzett kisérlet sorozatban:

azonositottuk azokat az AN neuronokat, amelyek EAA
neurotranszmisszio hatasa all allnak;

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

meghataroztuk az AN neuronok szinaptikus statusat a gonadotropin
feedback tartama alatt;

kiértékeltiik az EISP-nek a gonadotropin-felszabadulas
szabdlyozdsaban jatszott szerepét;

kimutattuk, hogy in vitro, az E, moduldlja az ERK1/2 MAPK
szigndlérendszert neuronokban;

meghataroztuk a cerebellaris ERK1/2-aktivalas térbeli és iddbeli
aspektusait;

kimutattuk, hogy in vivo az E, moduldlni képes a neurondlis ERK1/2
MAPK szignalo rendszer rapid aktivalasat.
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