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Bevezetés

Az eml6sok szaporodasa sok egymasra épilé precizen szervezett biologiai
folyamatbol &ll, melyek megfeleld mitkodése alapveté a sikeres reprodukcidhoz és az
egyedfejlodés elindulasahoz. A szervezet mindenkori energiaszintje befolyasolni képes ezt a
folyamatot.

Mivel a reprodukcio energiaigényes folyamat, fontos, hogy a szervezet energiakészlete
megfeleld legyen és a szaporodas ne jarjon magas kockazattal az anyara nézve.

A taplalék elérhetdsége és igy a taplaltsagi szint, ingadozést okoz a metabolikus
hormonok szérum koncentraciojaban. A leptin, a glukagon-szerti peptid-1 (GLP-1) és a ghrelin
reprodukcidra kifejtett hatdsa mar korabban bizonyitast nyert [1]. Egyes kdrképekben, mint az
anorexia nervosa, a reprodukcio folyamata hattérbe szorul a szervezet alapveté miikodésének
fenntartésa érdekében [2]. A metabolikus betegségek soran kialakulé meddéséget széleskortien
vizsgaljak, ami bizonyitja, hogy fontos ezen hormonok hatdsmechanizmusanak megismerése.

Elengedhetetlen tudnunk, hogy a kiilonb6z6 metabolikus valtozasok hogyan hatnak a
gonadotropin felszabadité hormon (GnRH)-t termel6 idegsejtekre, a reprodukcié legfontosabb
kdzponti idegrendszeri iranyitdira.

Doktori értekezésem céljaul tiiztem ki két metabolikus hormon reprodukcid
szabalyozasbhan betoltott szerepének megismerését. A két vizsgalt hormon a szekretin és az
inzulin szer(i novekedési faktor-1 (IGF-1).

A szekretin egy anorexigén hormon([3], mely jelként szolgél az agy szaméra a szervezet
energiahaztartasarol. Ez volt az els6 hormon amit felfedeztek 1902-ben [4]. A kdzépbél S
sejtjei valasztjak el amikor a savas kémhatasi gyomortartalom megérkezik a bélbe és a
szekretin lokalisan aktivalja a hasnyalmirigyet, hogy semlegesitse azt karbonat elvalasztasaval
[4]. A vérben kering6 szekretin képes atlépni a vér-agy gaton és a perifériarol informéaciot
szallitani kiilonb6z6 agyteriiletekre [5, 6].

A szekretin szerepér6l a reprodukcio szabalyozasaban egyelére kevés informacio all
rendelkezésre [7]. Korabbi eredmények azt mutatjdk, hogy a szekretin egy a reproduktiv
tengelyt szabalyozé metabolikus hormonok kozil.

Egy korai, patkdnyokban végzett kisérletben a preoptikus agyteriletbe injektalt
szekretin tizszeres emelkedést okozott a szérum LH szintben [8], amely azt sugallta, hogy a
szekretin a GnRH neuronok szintjén fejti ki hatasat. A pontos sejtszintii folyamatok azonban
nem ismertek még ebben a regulalé hatasban.

A szekretin hatésat a sejtek tlizelésére és a posztszinaptikus aramokra whole-cell
patch clamp mddszerrel vizsgdltam GnRH-GFP idegsejteken, him egerekben.

Tanulményoztam tovabba a szekretin altal aktivalt jelatviteli Gtvonalat is.



Az inzulin-szeri novekedési factor 1 (IGF-1) egyike a metabolikus ndvekedési
hormonoknak és elsddlegesen a majban termelddik felnéttekben [9, 10].

Az IGF-1 szintje éhezés alatt csokken, melyet emberben és ragcsalokban is
kimutattak[11, 12]. Ezen kivil az IGF-1 kotéséért felelds IGF koté fehérje-3 (IGFBP3)
szintjének novekedését is leirtak taplalék megvonas alatt, mely a szabad IGF-1 szint jelent6s
csokkenéséhez vezet[13].

A pubertas alatt megfigyelhetd egy jelentds IGF-1 szint ndvekedés a plazmaban, amely
arra utal, hogy a hormon képes befolyasolni a pubertas folyamatat [14]. A magas IGF-1
koncentracio a vérben elobbre hozhatja a pubertas kezdetét mindkét nemben [15].

Nokben az IGF-1 alacsony szintje a ciklus zavardhoz vezethet [16]. A hormon szintje
a ciklustol fliiggden oszcillaciét is mutat [17, 18]. Egérben kimutattak, hogy IGF-1 receptor
szintje szintén ciklus fliggden valtozik, prodsztrusz idején a legmagasabb. Osztradiol (E2)
ugyancsak befolyasolja az IGF-1 hatasat[15]. Az észleletek arra utalnak, hogy az IGF-1 képes
befolyasolni a reprodukciot.

Fontos kérdés, hogy az IGF-1 kozvetleniil befolyasolja-e a GnRH neuronokat.
Korabban kimutattak az IGF-1 receptor jelenlétét GnRH idegsejtekben [19], valamint az IGF-
1 GnRH termelést fokozo hatasat [16]. A perifériardl szarmazd IGF-1 hozzajarul a pubertas
folyamatanak elinditasahoz, a GnRH sejtek serkentésével, mely hatast az is erdsit, hogy a
receptor mennyisége az elsd prodsztrusz alatt a legmagasabb az eminencia mediana teriiletén
[20]. Az IGF-1 mutacidja emberben [21] és a receptor GnRH specifikus hidnya egérben [22]
szintén a pubertas késlekedése¢hez vezet. A GT1-es neuronalis sejtvonalon szintén kimutattak,
hogy az IGF-1 serkenti a GnRH expressziot[23, 24]. Korabbi eredmények azonban nem tartak
fel, hogy az IGF-1 képes-e a GnRH neuronokra kdzvetlen hatast gyakorolni.

Az IGF-1 hatasanak vizsgalatdt a GnRH neuronokon in vitro elektrofizioldgiai
modszerrel végeztiik €s vizsgaltuk a hozza tartozd jelatvitali ttvonalat is. Kordbbi
eredményeink azt mutattdk, hogy tobb metabolikus hormon hatasanak kifejtésében hasznalja a
GnRH idegsejtekbdl kiindulo, retrograd jelatviteli utvonalakat[25, 26]. A GnRH neuronok
miikddésében alapvetd a serkentd hatasi GABA neurotranszmisszio, melyet a preszinaptikus
oldalon retrograd jelatviteli Gitvonalak befolyasolnak [27]. A pontos mechanizmus vizsgalata
fontos az IGF-1 mukddésének feltérképezésében, ezért az IGF-1 hormonhatas esetében is

vizsgaltuk a retrograd szabalyozo utvonalak szerepét.



Kituzott célok

Doktori értekezésem célja az volt, hogy elektrofiziologiai modszerekkel pontosabb
informaciot adjak a metabolikus hormonokkal kapcsolatos jelatviteli utvonalakrol a GnRH
idegsejtekben. Az értekezésben ismertetett elsd munkaban a szekretin GnRH neuronokra

gyakorolt hatasat vizsgaltam, whole-cell patch clamp kisérleteken keresztiil.

A kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Képes-e a szekretin modulalni a GnRH neuronok elektrofiziologiai tulajdonsagait?
2. A modulécios hatas kdzvetleniil a GnRH idegsejtek szekretin receptorain keresztiil
érvényesiil?

3. Milyen jelatviteli it aktivalodik a szekretin hatdsdra GnRH neuronokban?

4. Retrograd jelatviteli utak részt vesznek-e ebben a mechanizmusban?

A masodik munkaban bemutatom az IGF-1 névekedési hormon szabalyoz6 szerepével

kapcsolatos eredményeimet.

A kovetkez6 kérdéseket szerettem volna megvalaszolni:

1. Moédosithatja-e az IGF-1 a GnRH neuronok elektrofiziologiai paramétereit?

2. A feltételezett modulacios hatas kozvetleniil GnRH neuronokban torténik-e az IGF-
1 receptor aktivalasaval?

3. Mely molekularis jelatviteli utvonal aktivalodik az IGF-1 hatasara?

4. Szerepet jatszanak-e retrograd jelatviteli itvonalak a mechanizmusban?

Anyagok és Modszerek

Allatok
Felndtt, pubertas (50 napos) és prepubertas (23-29 napos) korl C57BI/6J genetikai

hattérrel rendelkez6 GnRH-GFP transzgenikus him egereket hasznaltam [28].
Tulélé agyszeletek készitése es whole-cell patch clamp meérések

Az akut agyszeletek készitése a korabban mar leirt médszer alapjén tortént [27]. 250 pm
vastag, frontalis siku, talélo szeleteket készitettem, melyek tartalmazzak a preoptikus teriletet.
A whole-cell patch clamp kisérletek soran spontan- és miniatiir posztszinaptikus aramokat
mértem, valamint akciospotencialokat, melyek felvételéhez voltage- vagy current-clamp
modszert alkalmaztam.



A whole-cell patch clamp mérések egy kontroll szakasz felvételével kezdddtek (5 min),

ami utdn a szekretin vagy az IGF-1-et pipettaval, egy dozisban adtam a mesterséges agy-

gerincveldi folyadékkal (aCSF) telt mér6kamraba, ahol az agyszeletbdl mérést végeztem. Az

anyag raadasa utan tovabbi 10 percig mértem a sejtek aktivitasat. Az antagonista vegyilettel

torténd el6kezelés soran az antagonistat az aCSF-be oldottam. A mérések elkezdése el6tt 10

percet vartam, hogy a hatés teljes legyen és az antagonistak a mérés teljes ideje alatt jelen

voltak. Az intracellularisan alkalmazott anyagok az intracelluléris oldatban kerdiltek feloldasra

és a whole-cell patch clamp maod elérése utan 15 percig hagytuk, hogy a sejt citoplazmajaban

kialakuljon a sziikséges koncentracid.

mérések alatt, amelyhez az agonistak hatasat viszonyitottuk.

A kisérletek soran hasznalt farmakonok

Minden neuron énmaga kontrolljaként szolgéalt a

Extracellularisan hasznalt anyagok

géatld

Név Felhasznalasi cél Koncentracio | Gyarto Hivatkozasok
. Szekretin receptor . DOzis-hatas
Szekretin . P 30nM-1uM | Tocris, UK )
agonista gorbe
Szekretin Szekretin receptor Distribio-
receptor . P 3 uM Genecust-Labbx, | [29]
. antagonista
antagonista Luxembourg
picrotoxin | GABAAa-R blokkold 100 uM Sigma, US [30, 31]
IGF-1 IGF-1 receptor agonista | 1-66 nM Sigma [32]
JB-1 IGF-1 receptor 800 M Bachem, DE
antagonista
Amzsy | CBlendokannabinoid i, ., Sigma, US [27, 33]
receptor inverz agonista
Tetrcidotf)xm, ) _ 27, 33]
TTX Fesziiltségfiiggd Na 660 nM Tocris, UK
csatorna blokkol6
Intracellularisan hasznalt anyagok
GDP-p-s | > eere blokdkolo (nem |, o,y Sigma, US [34-36]
jut &t a membranon)
NPLA | Meuronalisnitrogen i, Tocris, UK [37-39]
monoxid szintaz gatlo
KT5720 protein kindz-A gatl6 2 UM Sigma, US [40, 41]
Tranziens receptor
AMG9810 | potenciél vanilloid 1 10 uM Sigma, US [42-44]
antagonista
Ly294002 | Phosphoinositol-3-kinaz | o\, Sigma, US [45]




Eredmények I.

1. Tézis: A szekretin befolydsolja a GnRH neuronokon elektrofizioldgiai

tulajdonsagait

A szekretin 100 nM-os koncentracidban szignifikansan névelte a GnRH neuronok
tlizelési ratajat, valamint a spontan és miniatiir posztszinaptikus aramok frekvenciajat felnétt
him egerekben. A bemutatott hatas dozis fiiggé volt. A GnRH neuronok membranpotencialja
pozitivabb lett szekretin adasa utan. Eredményeink bizonyitjak, hogy a szekretin serkentd

hatéssal bir a GnRH neuronokra.

2. Tézis: A szekretin modulal6 hatésa szekretin receptoron keresztul torténik

Elektrofiziologiai kisérletekkel kimutattam, hogy a szekretin receptor szilkséges a
szekretin altal kivaltott hatashoz, mivel specifikus szekretin receptor antagonista jelenlétében
a szekretin nem nodvelte meg a miniatlr posztszinaptikus aramok frekvenciajat.
Intracellularisan alkalmazott G-fehérje blokkol6 jelenlétében szintén elmaradt a frekvencia
ndvekedés. Mivel a szekretin receptor a G-fehérje kapcsolt receptorok kozé tartozik, ezek a
kisérletek alatamasztottak, hogy a szekretin receptor funkcionalis a GnRH sejtekben.

3. Tézis: A szekretin aktivalja a retrograd nitrogén monoxid Gtvonalat
Elektrofiziol6giai méréseim bizonyitottak a retrograd NO szerepét a szekretin hatasanak
kialakulasaban. A szelektiv nitrogén monoxid szintaz blokkold, NPLA jelenlétében a szekretin

nem valtoztatta meg a miniatlir posztszinaptikus aramok frekvenciajat.

4. Tézis: A retrograd nitrogén monoxid Gtvonal GnRH sejtekben aktivalhatd
foszfokinaz A-n (PKA) keresztil.

Szelektiv PKA blokkol6 (KT5720) intracellularis jelenlétében a szekretin nem ndvelte

meg az mPSC-k frekvencidjat a GnRH neuronokban. Ezek a mérések igazoltak, hogy a

szekretin altal aktivalt jelatviteli itvonal PKA fliggd.
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Sematikus illusztracié a szekretin receptor altal aktivalt jelatviteli utvonalrél, GnRH
neuronban. A szekretin aktivalja a cAMP/PKA/nNOS jelatviteli Gtvonalat, amely NO
felszabadulashoz vezet. A NO hozzakét a preszinaptikus idegvégzddésben taldlhatdo sGC
receptorhoz, mely megtalalhatdo a GnRH-val kapcsolatban allo6 GABAerg terminalisokban. Ez
a jelatviteli folyamat serkenti a GABA elvalasztasat a preszinaptikus idegvégzdodésekbdl és
serkenti a szinaptikus kapcsolatot GABA ,-receptoron keresztiil. AC, adenilat ciklaz; cAMP,
ciklikus adenozin monofoszfat; Gas, GB, Gy, G-protein alegységek; GABA,-R, GABA,-
receptor; PTX, picrotoxin, szelektiv GABA ,-receptor blokkold; PKA, protein kinaz A;
KT5720, protein kinaz A blokkolo; nNOS, neuronalis nitrogén monoxid szintaz; NPLA, nNOS
blokkolo; GDP-B-S,G-protein blokkold; sGC, szolubilis guanilil ciklaz , NO receptor. A piros
vonalak gatlast mutatnak, a zold nyilak pedig a feltételezett jelatviteli utvonalat, mely az NO

képzodést fokozza.



Eredmények I1.:

5. Tézis: Az IGF-1 moduldlja a GnRH neuronokat prepubertas és pubertis koru
allatokban.
13 nM IGF-1 szignifikdnsan megndvelte a spontan posztszinaptikus aramok, akcios
potencialok és miniatlir posztszinaptikus aramok frekvencidjat a vizsgalt sejtek felében,
him prepubertas kort egér GnRH neuronjaiban. Ez a serkentd hatds dozisfiiggd volt.
Pubertas koru allatokban a 13 nM koncentracio a prepubertas kort allatokban talaltakhoz

hasonldan novelte a frekvenciat a neuronok mintegy felében.

6. Tézis: Az IGF-1 kozvetleniil hat a GnRH neuronokon és az IGF-1 receptort aktivalja

Szelektiv IGF-1 receptor antagonista (JB1) jelenlétében az IGF-1 nem ndvelte meg az

mPSC-k frekvenciajat. Ez bizonyitja, hogy a hatas IGF-1 receptoron keresztiil torténik.

7. Tézis: A retrograd endokannabinoid jelatviteli utvonal részt vesz az IGF-1 altal

aktivalt szignalizaciéban.
Az IGF-1 és az endocannabinoid rendszer kozti kapcsolatot bizonyitottam CB1

receptor blokkolasaval. A specifikus antagonista jelenlétében az IGF-1 adasa nem idézett
el valtozast az mPSC-k frekvencidjdban. A tranziens receptor potencial vanilloid 1
(TRPV1) kationcsatorna szerepét szintén kimutattam, intracellularisan alkalmazott
TRPV1 gatloval, melynek jelenlétében szintén elmaradt a frekvencia emelkedése.
A CBI1 ¢és a TRPV1 blokkolasaval tovabbi bizonyitékot nyujtottam arra vonatkozoan,
hogy a GnRH idegsejtek 2-arachidonoylglycerol (2-AG)-t termelnek, mely szerepet
jatszik a GnRH neuronok aktivitasanak szabalyozasaban.

8. Tézis: A retrograd endocannabinoid jelatviteli titvonal serkentésének egy fontos

1épése a PI3K aktivacio IGF-1 hatasa esetén.

Az IGF-1 receptor aktivalasaval az egyik beindithato jelatviteli utvonal f6 eleme
a PI3K. A PI3K intracellularis blokkolasaval bizonyitottuk, hogy a PI3K szerepet jatszik

a retrograd endokannabinoid jelatviteli utvonal aktivalasban IGF-1 adasat kovetden.
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Sematikus illusztraci6 az IGF-1 receptorhoz kotheté jelatviteli Gtvonalrél GnRH
neuronokban. Az IGF-1 aktivalja a PI3K-t, amely foszforilalja a PIP,-t PIP3-4. A sejtekben a
TRPV1-t deaktivalt allapotban tartja a PIP,. A PI3K aktivalasaval a PIP2 -PIP3 arany eltolodik
és a TRPV1 felszabadul a gatlas alél. A TRPV1 aktivalddasa gatolja DGL-t és csokkenti a 2-AG
termel6dését, mely megszinteti a preszinaptikus tonusos gatlast, amelyet a retrograd
endokannabinoid rendszer okoz. igy a preszinaptikus oldalrél érkezd serkentd hatasi GABA
uriilése felszabadul a gatlas aldl.

Roviditések: IGF-1R: Inzulin-szerii névekedési faktor 1 receptor; JB1: IGF-1R antagonista;
PI3K: Foszfoinozitol-3-kindz; LY?294002: PI3K blokkolé; PIP2: Foszfatidilinozitol 4,5-
biszfoszfat; PIP3: foszfatidilinozitol 3,4,5 triszfoszfat; DAG: Diacilglicerol; DGL: Diacilglicerol
lipdz; TRPV1: tranziens receptor potenciél vanilloid 1, kation csatorna; AMG9810: TRPV1
antagonista; 2-AG: 2-Arachidonoylglycerol; CB1: Cannabinoid receptor 1-es tipus; AM251:
CB1 receptor antagonista; GABAAa-R: GABA-A receptor; PTX: picrotoxin. A z4ld nyilak

serkent0 kapcsolatot feltételeznek, a piros vonalak pedig gatlast.



Az eredmények lehetséges felhasznalasa

A reprodukcié energiaigényes folyamat. A krénikus energiahiany, melyet csokkent
taplalékbevitel vagy fokozott, tartds fizikai igénybevétel képes megzavarni a hipotalamusz-
hipofizis-gonad tengelyt. A nem megfelel6 metabolikus hormon szintek az ovulacié elmaradasat
eredményezhetik. Ez nem csak sulyos energiahiany esetén torténhet meg, az étrendink
megvaltoztatasa, diétazas is okozhat hasonl6 problémaékat.

Emiatt fontos megérteniink a reprodukci6 centralis szabalyozasat, (j lehetséges terapiak
kifejlesztéséhez az anyagcserezavar okozott medddség kezelésére és a helyes taplalkozas
tudomanyos tényeken alapul6 népszertisitéséhez.

A metabolikus hormonok szintjének ingadozasa képes megzavarni a HPG tengelyt,
melynek egyik legsulyosabb forméja human vonatkozasban az anorexia nervosa esetén
kovetkezhet be. Ezenkivil diabetes és talzott elhizas esetén is bekdvetkezhet a petefészek ciklus
zavara. A tézisben leirt (j szabalyozasi mechanizmusok, amelyek révén a szekretin és az IGF-1
hat a GnRH neuronokra, felhivjak a figyelmet arra a kockazatra, hogy az elhizds és a
cukorbetegség terapiajaként kifejlesztett uj gyogyszerek kettds élii kardda valhatnak, mivel
metabolikus hatdsuk mellett befolyasoljak a termékenységet is. A kezelés a pubertas korai vagy
kés6i megjelenését és a ciklus karosodasat eredményezheti. Ezenkiviil az IGF-1 magas
szérumkoncentraciojardl feltételezik, hogy szerepet jatszik a policisztas petefészek szindréma
(PCOS) korfolyamatadban. Ez a szindroma az egyik leggyakoribb medddséget okozo
rendellenesség, amely a nék 5-10% -at érinti. Ezeknek a betegeknek a gyogyszeres kezelése
oriasi energiat igényel, hatalmas koltségraforditasaval. Az IGF-1R-rel kapcsolatos jelatviteli utak
feltarasa a GnRH neuronokban Uj lehetdségeket nyujt az ilyen tipusi meddéségi problémak
esetleges kezelésére.

A tézisekben targyalt eredményeim bemutattak két metabolikus szignalmolekula, a szekretin
és az IGF-1 kozvetlen szabalyozé hatdsat a GnRH neuronokra, valamint az ezzel Gsszefiiggd
molekularis mechanizmusokat. Eredményeim tovabbéa alatdmasztjak az étrendbeli valtozasok
relevancigjat olyan reproduktiv rendellenességekben, mint a PCOS, elhizés és a cukorbetegség.
Az anyagcsere és a reproduktiv rendszerek kozotti kdlcsonhatas jelentds klinikaijelentdséggel
bir. Az energiaegyensulyt és a szaporodas kozponti szabalyozéasat 0sszekapcsold sejtes és
molekuléris mechanizmusok még mindig nem pontosan ismertek. A szekretin és az IGF-1
hatasénak tisztdzasaval a szaporodas kdzponti szabalyozasaban hozzajarultunk ahhoz, hogy

jobban megértsiik a taplaltsagi allapot és az ivarszervek kapcsolatat.
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Orzok.
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sokat tanultam.

Végul, de nem utolsdsorban 6rokké halés leszek a csaladomnak, akik egész életemben
tdmogattak. Nem hiszem, hogy valaha is viszonozni tudom akar egy kis részét is a timogatésnak,
amit kaptam.

Kilondsen halas vagyok férjemnek, Varga Benedeknek, aki szeretetével, tlrelmével

tdmaszom volt az elmdlt években, egészen attdl a pillanattdl kezdve, amikor megismertem.
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