Eredmények

Reszletes elemzést készitettink a patkany béta 0Osztrogén receptort (ER-p)
tartalmazo oxitocin és vazopresszin idegsejtjeinek topografiai megoszIlasarél. A
vizsgélatok soran megéllapitottuk, hogy a hipotalamusz paraventrikularis és
szupraoptikus magjainak magnocellularis neuronjai koézul az ER-p a VP
idegsejtekben fordul nagyobb mennyiségben eld, es azok 80%-aban megjelenik.
A legmagasabb ER-B expresszios szintet azonban az agytorzsi és gerincveldi
vetuletekkel rendelkezé oxitocin idegsejtek ,,pml” almagon belili csoportjaban
észleltik. A megfigyeléseket egy altalunk kidolgozott, harmas-in situ
hibridizciés modszerrel is megerdsitettik. Ezen tal, ugyancsak in situ
hibridizacidval sikerilt igazolni alacsony szinti ER-B mRNS expresszio jelenlétet
a paraventrikularis mag hipofiziotrdf corticotropin-releasing hormon neuronjainak
egy csoportjaban is. A patkanyban tett megfigyelések emberi relevancigjat poszt-
mortem emberi agyszoveti mintakbol szarmazo metszetek immuncitokémiai
vizsgélataval tanulméanyoztuk. Kimutattuk az ER-B immunreaktivitas
megjelenését emberi magnocelluléris neuronokban is, és kettés-jeldlést végezve,
mind oxitocin mind vazopresszin idegsejtekben észleltik a receptor jelenlétét.
Immun-elektronmikroszképos  vizsgéalatokkal ~— megallapitottuk, hogy a
paraventrikularis mag ER-Bp immunreaktivitasat nagyrészt nukleéris lokaliz&cioja
ER-B okozza, de a receptor kisebb mennyiségben extranuklearisan is megjelent
kis- és nagysejtes neuroszekretoros idegsejtekben.

Egérben vizsgaltuk a periférids dsztrogén- és metabolikus szignalokat integralé és
azokat LHRH idegsejtekhez kozvetité neuronrendszereket, koztik az ER-o-t és
ER-B-t egyarant expresszalo arcuatus idegmag idegsejtjeit. Kémiai magléziot
alkalmazva, tovabba immun-fluoreszcens mintak konfokalis mikroszkopos
elemzesevel is igazoltuk, hogy az egér LHRH idegsejtjeinek neuropeptid Y
(NPY) beidegzése 50%-ban az arcuatus maghdl szarmazik. Ezen idegrostok
egyuttal AGRP peptidet is tartalmaztak, és az arcuatus mag neonatéalis
monosodium glutamat kezeléssel eléidézett roncsolasat kdvetéen a metszetekbol
nem voltak kimutathatdak. Az NPY afferensek egy tovabbi jelentés csoportjaban
(25%) - agytorzsi eredetre utalo - dopamin B hidroxilaz (az agytorzsi noradrenerg
rendszer marker enzimje) jelenlétét mutattuk ki. Végul az afferensek mintegy
egynegyedének eredete ismeretlen maradt.

Igazoltuk a galanin szerepét a pajzsmirigymiikddest iranyitd, hipofizeotrof
thyrotropin-releasing hormon (TRH) idegsejtek afferens szabalyozasaban.
Megallapitottuk ugyanakkor, hogy az arcuatus mag ,,GALP” termel6 neuronjai a
TRH neuronok beidegzésehez jelentésen nem jarulnak hozza.

Uj, a korabbiaknal érzékenyebb in situ hibridizacios metodikat fejlesztettiink ki. A
modszer a hibridizécids puffer dsszetételének modositasaval (emelt dithiothreitol
tartalom) a kordbbinal sokkalta kisebb autoradiogréafias hattér elérését teszi
lehetéve. Ugyanakkor, a cRNS hibridizacios proba és a dextran szulfat
hibridizaciés oldaton bellli koncentraciojanak emelésével a jeler6sség is
jelentésen ndvelhet6 volt. A modszert késébb szamos kolokalizacios hibridizacios
vizsgalatban alkalmaztuk sikerrel, digoxigeninnel és radioizotoéppal megjeldlt
prébakat kombinacioban alkalmazva. Ezzel az érzékenyitett modszerrel igazoltuk



a glutamaterg rendszer marker enzimjének (VGLUT2) jelenlétét is kulonféle
neuroendokrin szekretoros rendszerekben.

Patkany és egér kettésen-immunjel6lt preoptikus metszeteinek 6sszehasonlito
elemzesevel fajok kozti kulonbséget tartunk fel az LHRH idegsejtek ER-B
tartalmaban. Mig patk&dnyban az LHRH neuronok tébb mint 80%-anak magjaban
lathato volt az ER-B immunjel, az egér ER-B c-terminélis szakasza ellen gyartott
ugyanazon immunsavoval egeérben az LHRH sejtjek magja jeldletlen maradt.
Ezzel szemben, az LHRH sejtek kis szazaléka egérben extranuklearis
lokalizacioban mutatott ER-B immunreaktivitast. Az extranuklearis jel a
klasszikus magreceptor mikodesétol eltéré mechanizmusra utal.

In situ hibridizacioval megmutattuk, hogy a reprodukciét szabalyoz6 LHRH
neuronok 99%-aban expresszalodik a 2. tipusu vezikularis glutamat transzportert
(VGLUT2) kodolo mRNS, mely a hipotalamikus glutamaterg rendszer marker
enzimje. Konfokalis mikroszkoppal a VGLUT2 immunreaktivitas is
megjelenitheté volt az eminentia mediana-ban végz6dé LHRH terminalisok egy
részében. Az adatok egydttesen a felnéttkori LHRH idegsejtek glutamaterg
fenotipusat igazoltadk, szemben a sejtekre prenatalisan jellemz6, mésok altal
korabban megfigyelt GABA-erg masodlagos fenotipusra.

Ugyancsak kettés-in - situ  hibridizaciés valamint  kettés-immuncitokémiai
megkdzelitések hasznélataval bizonyitottuk, hogy a paraventrikularis mag
thyrotropin-releasing hormon és corticotropin-releasing hormon szekretalo
idegsejtjei is glutamatergek. Ezzel szemben, a thalamus reticularis magjaban vagy
az eltlsé hypothalamikus area-ban talalhato proTRH neuronok és a centralis
amygdaléban el6fordul6 CRH neuronok nem tartalmaztdk a VGLUT2 mRNS-t,
GABA-erg fenotipust valoszinisitve.

Tovabbi neuroszekretoros rendszerek klasszikus neurotranszmitter tartalmat
elemezve, igazoltuk, hogy nem minden releasing hormon rendszerre jellemzé a
glutamaterg fenotipus. lgy, kimutattuk, hogy a - ndvekedést serkenté - growth
hormone-releasing hormon (GHRH) idegsejtek GABA-ergek. Erdekes modon, a
novekedési hormon termelését gatlo, hipofiziotrop szomatosztatin idegsejtek
viszont éppen a serkenté aminosav neurotranszmitter, glutamatot tartalmaztak.
Azonositottuk a meztelen vakondpatkdny LHRH-jat kodold cDNS szekvencidjat.
Megéllapitottuk annak nagyfoku homoldgidjat a tengerimalac cDNS-ével. Mig
azonban az eldbbi faj cDNS-érél a legtdbb emlésben eléfordulé LHRH
keletkezik, a tengerimalacra teljesen egyedi dekapeptid szekvencia jellemzo.
Fénymikroszkopos megfigyeléseink alapjan, leirtuk a tuberomammilaris magok
és a bazélis eléagy kolinerg sejtjeinek idegi 0sszekottetéseit. Tovabbi vizsgalatok
vannak folyamatban szinapszisok elektronmikroszkdpos azonositésara valamint
H1 ill. H2 receptorok in situ hibridizciés kimutatdsdra a beidegzett
idegelemekben.

Az emberi agy tuberalis magjanak neuropeptid Y (NPY) és proopiomelanokortin
termel6 idegsejt rendszerei kdzott kétiranyd morfoldgiai kapcsolatot mutattunk ki.
Ezzel szemben, patkdnyban a kapcsolat aszimmetrikus, és POMC neuronok
csupan Kkis mértékben vesznek reszt az arcuatus mag NPY sejtjeinek
innervaciojaban.



Kongresszuson mutattuk be azon, in situ hibridiz&cids vizsgalatsorozattal nyert
eredményeinket, melyek szerint a preoptikus area LHRH idegsejtekkel
kapcsolatban all6 GABA-erg interneuronjainak egyes alcsoportjai neurotenzint,
mig méasok P anyagot vagy galanint tartalmaznak. Tovabbi neuropeptidek
azonositdsa az LHRH neuronok legfontosabb beidegzését ad6 GABA-erg
interneuronokban folyamatban van. Az el6zetes eredményekbdl olyan
Osszefoglald6 munka kozlését tervezzilk, melyben a GABA/neuropeptid
kolokalizacio &ltalanosabb 6sszefuggéseit is le kivanjuk irni. Jelenleg olyan
neuropeptid/ GABA rendszerek azonositasa folyik, melyek - 0sztrogén receptor
tartalmuk révén - reszt vehetnek a negativ és pozitiv 0sztrogén visszacsatolas
folyamataiban.

Kimutattuk, hogy a paraventrikularis és szupraoptikus hipotalamusz magok
magnocelluléris oxitocin és vazopresszin termel6é idegsejtjei egyarant
expresszaljak a 2. tipust vezikularis glutaméat transzportert. Séterhelés (2%
sooldat itatdsa 7 napig) hatdsdra a VGLUT2 mRNS expresszios szintje a
vazopresszin idegsejtekben, csakigy mint a kodolt VGLUT2 fehérje
immuncitokemiaval kimutathatd mennyisége a hatso hipofizis terlletén jelentésen
megemelkedett. A vizsgalatok soran altaldnosan hasznalhaté modszert
fejlesztettiink ki és alkalmaztunk azonositott fenotipust (vazopresszin mRNS
tartalmd) idegsejtetk mMRNS tartalmanak (VGLUT2 mRNS) kvantitativ
elemzésére. A megkdzelités fluoreszcens és autoradiografias jel komponenseket
hasznalt, melyek kombinacioja révén az autoradiogréafias jel interferencia-mentes
kvantitativ képanalizise kivitelezhet6 valt.

A retrogradd palyajelolé anyag, Fluoro-Gold periférids keringésbe juttatasat
kdvetéen, annak immunfluoreszcens kimutatdsat a VGLUT2 mRNS in situ
hibridizaciés megjelenitésevel otvoztik. Ezaltal feltérképeztik mindazon
glutamaterg, és egyuttal neuroendokrin funkcidju idegsejtek perikaryonjanak
elhelyezkedését, melyek vér-agy gat-mentes teriletre, igy az eminentia mediana
és a hatso hypophysis terlletére vetlilnek. Megéllapitottuk, hogy ilyen idegsejtek
nagy szammal fordulnak el6 a paraventrikuléris, szupraoptikus és
periventrikularis hipotalamusz magokban, de megjelennek az organum
vasculosum laminae terminalis teriletén is. Evvel ellentétben, az arcuatus
idegmag Fluoro-Goldot akkumulalé neuroendokrin sejtjei VGLUT2 expressziot
nem mutattak, 0sszhangban a neuronok GABA-erg jellegére utald, korabbi
megfigyelésekkel. Elektronmikroszképos vizsgalatokkal kideritettiik, hogy a
VGLUT2 a hatso hypophysis lebenyben es az eminentia mediana kiilsé zonajaban
végz6do neuroendokrin termindlisokban is szinaptikus vezikuldkkal asszociéltan
fordul elé, mig a neuropeptid tartalom (release és release-inhibiting hormonok)
dense-core vezikuldkkal asszocidlt. A VGLUT2 immunreaktiv szinaptikus
vezikuldk dusulésa leginkabb a perikapillaris terségek kdzelében volt jellemzo.
Eléadasban, kongresszusi poszteren és minireview cikkben foglaltuk 6ssze az
elmalt harom évben szerzett ismereteinket a neuroszekretoros rendszerek
tobbsegenek glutamaterg (VGLUT?2) fenotipusarol.

In situ hibridiz&cios térképezéssel megallapitottuk, hogy az agressziv
viselkedésben szerepet jatszo hipotalamikus tdmadasi zona idegsejtjei fokepp
glutamatergek (VGLUT 2 mRNS tartalmuaak), és csupan igen kis hanyaduk gatlo



jellegi, GABA-erg. Neurokémiailag pontosabban is jellemeztik a glutamaterg
idegsejtek dominans fenotipusat, azok thyrotropin-releasing hormon mMRNS
tartalma alapjan. A vizsgéalatsorozat az agressziv magatartas kivaltasadban szerepet
jatszd terlet idegsejtjeinek elsé neurokémiai jellemzését adta.

In situ hibridizacidval és immuncitokémiaval kimutattuk, hogy a hipotalamusz
egyes neuroendokrin idegsejtjein Kivil az adenohypophysis bizonyos hamsejtjei is
VGLUT2 fenotipustak. Megallapitottuk, hogy ezen sejtek a gonadotrofok es a
thyrotrofok. Ovariektomizalt néstény patkanyok 6sztrogén szubsztitlcioja az
adenohipofizis VGLUT2 mRNS expresszidjanak emelkedését okozta. Him
patkdnyokban a hypothyre6zis ugyancsak latvanyosan megnovelte a VGLUT2
MRNS expressziojat.

Erzékenyitett immuncitokémiai modszert alkalmazva, az emberi hypothalamus
LHRH idegsejtjeiben kimutattuk az ER-p immunreaktivitas jelenlétét. A kettos-
jelolt neuronok topogréfiai megoszldsa nem mutatott regiondlis preferenciat. A
nuklearis jel a neuronok 20-30%-aban jelen volt, és kimutathatosaga
megerositette azt az elképzelést, hogy az ER-B receptor altipus szelektiv jelenléte
LHRH idegsejtekben emldsdkben &ltalanos lehet. Az észleletekbdl keszitett
atdolgozott kézirat biralat alatt all a J. Clin. Endocrinol. Metab. cimi folyoiratban.
Immuncitokémiat hasznalva, leirtuk az emberi hipotalamusz ghrelin
immunreaktiv idegrostjainak megoszlasat és jellemeztik az egyes idegmagvak
ghrelin beidegzésének stirtiségét.

Szintén immuncitokémiai modszer és egy Uj antitest alkalmazésat kovetden,
részletes térképet készitettink az egér hipotalamuszanak CB1 kannabinoid
receptort tartalmazo idegi elemeirdl. A receptort utrastrukturalis vizsgalataink
gatlo és serkenté idegvégzodések preterminalis szakaszaiban mutattak ki. Az Uj
antitest hasznalata altal biztositott nagy detektalasi érzékenység elséként tette
lehet6ve, hogy a hipotalamusz viszonylag kevés receptort szintetizalo CB1
rendszerét megjelenthesstik. Az eredményeket a J. Comp. Neurol. C. Folydirat
kozlésre elfogadta. A vizsgalatok folytatasaként, jelenleg az intrahypothalamikus
CB1 receptor rendszer feltérképezését végezzik. CB1 receptor mRNS a
hypothalamus szamos neuronrendszerében termelédik, és kilondsen béven van
jelen a ventromedialis idegmagban. Az in situ hibridizacios eredmények kozlése
folyamatban van.

A tavalyi évben beszereztink kereskedelmi forrasbol eés gydgyszergyarral
kollaboracioban a szintetizaltattunk ER-beta-specifikus receptor agonista szereket
in vivo és in vitro vizsgalatokhoz. A szerekkel megtortént in vitro transzfekciok
bedllitasa és promoter assay optimalizdlasa ER-o és ER-B expresszios
vektorokkal transzfektalt GT1-7 sejteken.

Sajnos az ER-P ligand-fuggetlen hatasat az LHRH gén promoterén Pak és mtsai
(Endocrinology. 2006 Apr;147(4):1924-31) eléttink mar bemutattak. Korabbi
hipotézistinkkel dsszhangban, a munkacsoport azt is megmutatta, hogy ER-B-n
kifejtett hatasan keresztiil az 6sztrogén a ligand-fiiggetlen transz-aktivaciot gatolni
képes.

A pélydzatban munkatervében ER-B szelektiv ligandumok hasznalatara épulé in
vivo vizsgélatokat is terveztlink. Noha sikerilt beszereznink mind ER-a-, mind
ER-B-szelektiv szteroid és heterociklusos vegytileteket, a szerek reprodukciora



gyakorolt hatdsanak vizsgalatat nagyban neheziti az a koriilmény, hogy az ER-f
szelektiv ligandumok agyi bejutasanak valamint genomikus hatasanak nincs sem
jelenleg elfogadott sem altalunk azonositott molekularis jele. El6vizsgalatainkban
ugyan mar meghataroztuk az ER-B-szelektiv szteroid (,,8V-E2”) és heterociklusos
(,,DPN”) agonista szerek azon dozisait, melyek szubkutdn és intravénas adas
mellett nem okoztak (ER-a-medidlt) uterotrop hatast, az ER-B-n keresztul kifejtett
hatasra genomikus markert eziddig még nem sikerllt azonositanunk (sem
irodalomban talalnunk). Ez a kérilmény a tervezett in vivo vizsgalatokat (az ER-
B-szelektiv in vivo hatdsok azonositdsa) keslelteti. A jelenleg is folyd
elokisérletekkel a ligand altal biztosan elért adenohipofizis galanin mRNS
expresszidjara gyakorolt dsztrogén hatéast vizsgaltuk ovariektomizalt allatokban.
Megallapitottuk, hogy a galanin régoéta ismert, 0sztrogén altali indukcidjat az
adenohipofizisben ER-a kozvetiti, ugyanakkor ER-B-n keresztiil a galanin gén
expresszioja nem szabalyozodik. Jelenleg microarray maodszerrel es real-time
PCR megkozelitéssel prébalunk olyan ER-B-figgé, agyi génexpresszio
valtozasokat azonositani, melyek az ER-B reprodukciéra gyakorolt in vivo
hatasanak értékeléséhez nélkilozhetetlenek lesznek.



