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BEVEZETES

A szaporodast és az ivarszervek miikodését emlésokben a hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely
(HPG tengely) egységeinek 6sszehangolt miikodése szabalyozza. A HPG tengely egységei kozott
hormonok altal kozvetitett Osszetett és pontos kommunikéacid zajlik. A reproduktiv tengely
kulcsszereppel bird egységei a hipothalamusz gonadotropin-releasing hormont (GnRH) termeld
idegsejtjei [1]. A GnRH neuronok elengedhetetlenek az ivarsejtek képzodésének és az ivarmirigyek
hormon termelésének szabalyozasdban mindkét nemben. A reproduktiv tengely rendellenességei
medddséghez vezethetnek, ami kiilonb6z6 okok miatt kovetkezhet be, beleértve a GnRH neuronok
hibas miikodését. A GnRH idegsejtek mitkkodését szamos tényez6 befolyasolja, beleértve a nemi
hormonokat, a cirkadian ritmust, a stresszt és az energiahaztartast. Ezért fontos, hogy a GnRH
neuronok miikodését és ezen idegsejteket befolyasold rendszereket tanulmanyozzuk. igy a doktori
értekezésemben azt a célt tliztem ki, hogy pontosabb képet adjak egy nemi hormon, a 17 6sztradiol
(E2) és egy metabolikus hormon, a glukagonszerti peptid-1 (GLP-1) szerepérdl a GnRH neuronok

miikodésének szabalyozasaban.

A nemi hormonok a hipotalamikus GnRH neuronokra hatva befolyasoljak a reproduktiv tengely
mitkodését. Az egyik elsddleges ilyen hormon az E2, amely pozitiv ¢és negativ visszacsatolasi
mechanizmusokon keresztiil modulalja a GnRH rendszert [2]. Ezen visszacsatolasi
mechanizmusok segitségével képesek a GNRH neuronok az ingadoz6 nemi hormonok szintjének
szabalyozasara. Az E2 hatasanak kozvetitéséért foként a klasszikus Osztrogén receptorok (ER)
felelnek, melyek koziil a GnRH neuronokon kizardlag a béta tipusu receptor talalhatd meg (ERp)
[3-5]. Az E2 klasszikus genomialis [2, 6] hatasa mellett 1étezik egy nem-genomialis, kiilonboz6
jelatviteli utvonalakat aktivalo, gyors Osztrogénhatas is, mely tobbek kozott a GNRH neuronok

elektromos aktivitasat befolyasolja [2, 7-10].

Kimutattak, hogy az E2 alacsony koncentracioban (10 pM) csokkenti GnRH neuronok tiizelési
sebességét, amikor a GnRH neuronokra haté gyors neurotranszmissziot nem gatoltak [11]. A
GnRH neuronokat szabalyozo6 egyik legfontosabb neurotranszmitter a GABA, amely szintén fontos
szerepet jatszik a GnRH neuronokra hato szteroid visszacsatolasban [12, 13]. A kozponti
idegrendszerben jellemzden gatld neurotranszmitterként mitkodd6 GABA a GnRH neuronokat
serkenti, melynek oka ezen neuronok magas sejten beliili kloridion koncentracioja [14, 15]. Igy a

GABA egy lehetséges résztvevd az E2 hatdsara torténd GnRH neuronok tiizelésének



csokkentésében [11]. Tovabba ismert, hogy retrograd endokannabinoid jelatviteli mechanizmusok
képesek a GNRH neuronokra érkezé6 GABAerg innervaciokat modulalni, igy szabalyozva a GABA
felszabadulasat [16].

fgy azt feltételeztiik, hogy az E2 alacsony koncentracioban gyakorolt gatld hatisa a GnRH
neuronokon ERP és retrograd endokannabinoid jelatviteli mechanizmusok aktivaloédasa révén jon

létre, ami a GABAerg neurotranszmisszio csokkenését eredményezi a GNRH neuronokban.

A GnRH neuronokra haté negativ E2 visszacsatolas vizsgalata mellett tanulmanyoztam egy
metabolikus szignal, a glukagon-szerii peptid-1 (GLP-1) GnRH neuronokra gyakorolt hatasat. A
GLP-1 csokkenti a taplalékfelvételt, gatolja a gyomortiriilést és noveli a gliikkdz altal stimulalt

inzulinszekréciot [17, 18].

Az energiahaztartasban betoltott szerepe mellett a GLP-1 a reprodukcio szabalyozasaban is
szerepet jatszik. GLP-1 receptor hianyos ndstény egerek a pubertas késébb kovetkezett be, mig a
him allatoknal kisebb ivarszerveket lehetett megfigyelni [19]. A GLP-1 képes modositani az
Osztradiol- és progeszteronszintet [20]. Mivel a GnRH neuronok a HPG tengely iranyitasaban
kulcsszerepet jatszanak, a GnRH neuronok barmilyen GLP-1 altal indukalt modulacioja
befolyasolja a reproduktiv rendszer miikodését. Bar ismert, hogy a GLP-1 hatissal van a
reprodukciora, a GnRH neuronokra gyakorolt kdzvetlen hatasarol keveset tudunk. Ezért a célom
az volt, hogy megvizsgaljam a GLP-1 feltételezett kozvetlen hatasait a GnRH neuronok elektromos

aktivitasara.

CELKITUZESEK

Doktori értekezésem célja a GnRH neuronok milkodésének pontosabb megismerése volt
elektrofiziologiai moddszerekkel. Munkam elsé részében részletesen vizsgaltam a GnRH
neuronokra hat6 negativ E2 visszacsatolas mechanizmusat. Ennek érdekében az alabbi kérdéseket

vizsgaltuk meg:

1. Milyen hatassal van az osztradiol a GnRH neuronok miikodésére a negativ Osztrogén
visszacsatolas alatt?

2. Melyik 0sztrogén receptor jatszik szerepet az E2 kdzvetlen hatasaban a GnRH neuronokon?



3. Szerepet jatszik-e a retrograd endokannabinoid rendszer az E2 gyors hatasdban a GnRH

neuronokon? Ha igen, milyen molekularis és jelatviteli tvonalak érintettek a rendszerben?

A disszertacid masodik részében bemutatom a glukagonszerii peptid-1 (GLP-1) szabalyozo
szerepét a GnRH neuronok miikddésében. Korabbi tanulmanyok leirtak ennek a hormonnak a
szaporodasra gyakorolt hatasat, bar az érintett molekularis mechanizmusokat nem tartak fel. Ezért

a kovetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Kozvetleniil befolyasolja-€ a GLP-1 a GnRH neuronok miikddését?
2. Milyen molekularis utvonalakat aktival a GLP-1 receptor a GnRH neuronokban?
3. Milyen retrograd rendszerek lehetnek érintve ebben a szabalyozasban? Mely jelatviteli

kaszkadok jatszanak szerepet a retrograd mechanizmusokban?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatok
A kisérleteimben feln6tt (50-100 napos) ivarérett, C57BI/6J genetikai hattérrel rendelkez6 GnRH-

GFP transzgenikus him vagy néstény egereket hasznaltam.
Whole-cell patch clamp kisérletek

Az elektrofiziologiai kisérletekhez 250 pm vastag koronalis, tulélo szeleteket készitettem, amelyek
tartalmaztak a medialis szeptumot / preoptikus teriiletet. A whole-cell patch clamp kisérletek soran
spontan €s miniatiir posztszinaptikus aramokat mértem. A posztszinaptikus aramok mérését egy
kontroll szakasz felvételével kezdetem (5 perc), majd kiilonb6z6 agonistakat (1. Tablazat)
alkalmaztam, melyeket az agyszeleteket tartalmazd mesterséges agy-gerincvel6i folyadékba
(aCSF) adagoltam. Ezutan tovabbi 10 percig folytattam a sejt aktivitisanak felvételét. Az
anatgonistak (1. Tablazat) hatasanak vizsgalata soran az anyagokat 10 perccel a kisérlet kezdete
elétt adtam az aCSF-hez és a mérés folyaméan folyamatosan jelen voltak az oldatban. Az

intracellularisan alkalmazott farmakonokat az elvezetd elektroda tartalmazta.



Loose-patch clamp Kkisérletek

Ezen kisérletek is egy 5 perces kontroll szakasz felvételével kezdddtek, melyet a farmakonok
szeletekre adasa és tovabbi 10 perc mérés kovetett. A farmakonok a mérés soran folyamatosan

jelen voltak az oldatban (1. Tablazat).

1. Tablazat A Kkisérletek soran hasznalt farmakonok

Név Hatas Koncentracio
17p-osztradiol (E2) Osztrogén receptor agonista 10 pM
AM?251 1-es tipusi kannabm_(nd | uM
receptor Inverz agonista
1-es tipusu vanilloid receptor
AMG9810 antagonista 10 uM
CPTIO nitrogén-monoxid kotd 1 mM
DPN B-tipusu osztrqgen receptor 10 pM
agonista
Exendin-3(9-39) GLP-1 receptor antagonista 1 uM
Exendin-4 GLP-1 receptor agonista 100 nM -5 uM
Faslodex (ICI o . .
182,780) 0sztrogen receptor antagonista 1 uM
Gl GPR30 receptor agonista 10 pM
GDP-f-S G-fehérje blokkolo 2mM
L-arginine nitrogén-monoxid donor 1mM
L-NAME mtrogen-morTO)’(ld szintézis 100 uM
gatlo
NPLA neuronah; mrtr.ogey—rponOXId I uM
szintézis gatld
PF3845 zsirsav-amid-hidrolaz gatld 5uM
PHTPP B-tipusu osztrog_en receptor 1uM
antagonista
PPT a-tipusi Gsztrogén receptor 10 pM
agonista
THL (tetrahydro- T C
lipstatin/orlistat) diacilglicerol lipaz gatld 10 uM
. fesziiltségvezérlet
TP (SR, natriumcsatorna blokkolo .

A Glplr és a Nos1 kimutatasa GnRH neuronokban Real-time PCR moédszerrel

A him egerek egyedi GnRH neuronjainak mRNS-tartalmat patch clamp pipettaval gyiijtottem
ossze. A sikeres Glplr kimutatashoz 6sszevont citoplazma mintakat hasznaltam. Minden 6sszevont
minta 10 GnRH neuront tartalmazott, 6sszesen 3 allatbol. A Noslkimutatdshoz egyedi GnRH

neuronok citoplazmajat hasznaltam, 6sszesen 30 sejtet, amelyeket 5 allatbol gytijtottem.
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EREDMENYEK

. Teézis: Az osztradiol direkt mdédon gatolja a GnRH neuronok aktivitasat a negativ

Osztrogén visszacsatolasi fazis soran

Az 6sztradiol alacsony fizioldgids koncentracioban jelentdsen csokkenti a GnRH neuronok spontén
¢s miniatir posztszinaptikus aramainak frekvenciajat a metosztrusz fazisban 1évo egereknél. A
frekvencia csokkenése perceken beliil bekovetkezik, ami az Osztradiol nem genomialis, gyors

hatasara utal ezen sejteken.

Il. Tézis: Az osztradiol direkt, gyors hatasa béta tipusi oOsztrogén receptoron Kkeresztiil

torténik a GnRH neuronokban a negativ visszacsatolas soran

Elektrofiziologiai kisérleteim igazoltdk, hogy az ERp sziikséges az Osztradiol gyors hatdsanak
1étrejottéhez GNRH neuronokban, mivel specifikus ERP agonista jelentdsen csokkentette a
miniatir posztszinaptikus aramok atlagos frekvencidjat. Ezenkiviil az 0Osztradiol hatasa
szignifikansan csokkent a specifikus ERP antagonista jelenlétében. Tovabba a membrankotott
Osztrogén receptor (ERa, GPR30) agonistak nem jatszottak szerepet az dsztradiol gyors hatdsanak

kozvetitésében a negativ visszacsatolds soran.

I1l. Tézis: A retrograd endokannabinoid rendszer szerepet jatszik a GNnRH neuronokon
megfigyelt, osztradiol altal kivaltott aktivitas csokkenésében a negativ visszacsatolas

soran

Bizonyitottam az interakciot az dsztradiol €s az endokannabinoid jelatvitel kozott a GnRH
neuronokban. A retrograd endokannabinoid jelatvitelt az 1-es tipust kannabinoid receptor
inverz agonista blokkolta és a 2-arachidonoilglicerol szintézisének blokkolasa révén
csokkentette az Gsztradiol altal kivaltott valtozasokat a GnRH neuronokon. Az §sztradiol és
az endokannabinoid rendszerek kozotti 6sszefliggést megerdsitette, hogy az ERB nem volt
hatassal az 1-es tipusu Kkannabinoid receptor blokkolasa soran. Ezek az eredmények
alatamasztjak azt a nézetet, hogy a 2-arachidonoilglicerol a GnRH neuronokban

szintetizalddik €s részt vesz az Osztradiol gatld hatasanak modulalasaban.
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1. Abra. Az osztradiol és a 2-AG endokannabinoid jelatvitel
kapcsolatanak vazlatos abrazolasa GnRH neuronokban. Az ERp 6sztradiol
altali aktivacioja a 2-AG endokannabinoid szintézisét és felszabadulasat
eredményezi a GnRH neuronbol. Ezutan a felszabadult 2-AG a GABAerg
afferensek preszinaptikus terminalisan elhelyezked6 CB1-hez k6t6dik. Ez gatolja
a GABA felszabadulasat a szinaptikus résbe, ami a GnRH neuronok aktivitasanak
csokkenését eredményezi. A nem specifikus ER antagonista (Faslodex) vagy a
specifikus ERp antagonista (PHTPP) képes gatolni az E2 hatasat. A mechanizmust
szintén gatolni lehet CB1 inverz agonista (AM251) vagy a DAG lipaz inhibitor
(THL) hasznalataval. A piros vonalak a gatld hatast jelolik. Roviditések: 17f-
osztradiol (E2); PB-tipusu Osztrogén receptor (ERP); specifikus ERP agonista
(DPN); diacilglicerol (DAG); DAG-lipaz (DGL); 1-es tipust kannabinoid receptor
(CB1); CB1 antagonista (AM251); nem specifikus ER antagonista (Faslodex);
specifikus ERP antagonista (PHTPP); 2-arachidonoilglicerol (2-AG);
tetrahidrolipsztatin  (THL, DAG-lipaz inhibitor);, foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2); inozitol1,4,5-triszfoszfat (IP3); foszfolipaz-C (PLC); GABAA
receptor (GABAA-R); intracellularis kalciumion ([Ca27])); fesziiltségvezérlet
kalcium csatorna (VGCC).



IV. Tézis: A GLP-1 serkenti a GhnRH neuronokat GLP-1 receptoron keresztiil

A GLP-1 receptor agonista szignifikansan novelte a GnRH neuronok tiizelési aktivitasat és a
posztszinaptikus aramok frekvenciajat. A GLP-1 receptor blokkolasa megsziinteti ezeket a
valtozasokat. Sikeresen detektaltuk a GLP-1 receptor mRNS-ét a GnRH neuronokban.
Eredményeim igazoljak a GLP-1 serkentd hatasat és a GLP-1 receptorok létezését a GnRH

neuronokban.

V. Tézis: A nitrogén-monoxid és a 2-arachidonoil-glicerol jelatviteli mechanizmusok szerepet

jatszanak a GLP-1 hatasaban a GnRH neuronokon

Eredményeim azt mutattak, hogy a GLP-1 serkentd hatasaban a NO retrograd jelatvitel szerepet
jatszik. A NO szintézis gatlasa vagy a NO intracellularis megkotése csak részben csokkentette a
GLP-1 serkentd hatasat. Kimutattuk a neurondlis NO-szintdiz mRNS expressziojat a GnRH
neuronokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a NO-t a GnRH neuronok szintetizaljak.
Emellett a NO-donor alkalmazasa novelte a posztszinaptikus aramok frekvenciajat, igazolva a NO
rendszer szerepét a GnRH neuronok modulalasaban. A 2-arachidonoilglicerol jelatviteli
mechanizmus is szerepet jatszik a GLP-1 hatasaban, mivel az 1-es tipust kannabinoid receptor
blokkolasa részben megsziinteti a GLP-1 hatasat. Tovabba, a GLP-1 serkentd hatdsat teljes
mértékben megszlintette a két utvonal egyideji blokkolasa, igazolva ezzel a NO és

endokannabinoid retrograd jelatviteli mechanizmusok egyidejt részvételét a GLP-1 jelatvitelben.

VI. Tézis: A retrograd 2-AG utvonalat az anandamid-TRPV1 jelatvitel szabalyozza a GnRH

neuronokban

A GLP-I1R stimulalasa a 2-AG endokannabinoid utvonal gatlasat eredményezi. A GLP-1 nem volt
képes a 2-AG fiiggd stimulalo hatasat kifejteni, amikor a TRPV1 és a NO szintézist gatoltuk. Az
anandamid szerepét a TRPV1 aktivaciojaban szintén igazoltuk kisérleteinkben. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a 2-AG endokannabinoid jelatvitelét az anandamid-TRPV1 ttvonal

Szabalyozza.
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2. Abra. A GLP-1 receptor jelitvitel hatisanak vazlatos abrazolisa a
GnRH neuronokban GLP-1R agonista (Exendin-4) hatasat G-fehérje komplex
kozvetiti, amely két retrograd jelatviteli rendszert aktival. Az egyik rendszer a
nNOS aktivalodasat jelenti, ami fokozott NO termeléshez vezet. Ezt kovetden
a NO a GnRH neuronokbdl a posztszinaptikus résbe diffundal. A NO a
preszinaptikus termindlison hatva fokozza a GABA felszabadulas
valosziniiségét. A NO jelatvitelt gatolja a NO-szintaz blokkolé L-NAME,
NNOS gatlo NPLA vagy NO megkotéd CPTIO. A mésodik jelatviteli rendszer a
TRPV1 anandamid altali aktivalasa. Ez elnyomja a 2-AG szintézisét és
felszabadulasat a posztszinaptikus sejtben. {gy gatlodik a preszinaptikus GABA
felszabadulas. A jeltavitelt blokkolni lehetett FAAH gatlo PF3845, TRPV1
antagonista AM9810 vagy a CBL1 inverz agonista AM251 hasznalataval. Az
Exendin-4 hatasat blokkolta a GLP-1R antagonista Exendin-3 (9-39) vagy a G-
protein gatlo GDP-B-S. A piros vonalak a gatl6 hatast jel6lik, a kék vonalak a
serkentést abrazoljak, mig a pontozott vonalak a feltételezett itvonalakat
jelolik. Roviditések: glukagonszerii peptid 1 receptor (GLP-1R); adenilat-
ciklaz (AC); G-fehérje alegységek (Ga, GB, Gy); diacilglicerol (DAG); DAG
lipaz (DGL); 1-es tipusu kannabinoid receptor (CB1); CB1 antagonista
(AM251); 2-arachidonoilglicerol (2-AG); GABAa receptor (GABAa-R);
protein kinaz A (PKA); neuronalis nitrogén-monoxid-szintaz (nNOS); L-
NAME, NOS inhibitor; NPLA, nNOS inhibitor; GDP-f -S trilitiumso (GDP-§-
S, G-protein inhibitor); CPTIO kaliumso (CPTIO, NO-tisztitd); 1-es tipusu
vanilloid receptor (TRPV1); anandamid (AEA); TRPV1 antagonista
(AMG9810); zsirsav-amid-hidrolaz (FAAH); FAAH-inhibitor (PF3845).



AZ EREDMENYEK LEHETSEGES HASZNOSITASA

Napjaink egyik legsulyosabb problémaja a terméketlenség, amely a gyermeket tervezd parok
minegy 20%-at érinti. Ezért Kiemelt fontossagti a reprodukcid kozponti szabalyozasanak pontos
ismerete, amely lehetdségeket teremthet a medddség kezelésében. Mivel a GnRH neuronok
kulcsszereppel birnak a HPG tengely iranyitasaban, ezen sejtek és a mitkodésiiket befolyasolo
hormonok tanulmanyozasa, megismerése ujabb terapids lehetdségeket ¢€s célpontokat

biztositanak a menstruéacids zavarok €s a medddség kezelésére.

A GnRH neuronok miikodését mind szteroid, mind nem szteroid jellegii anyagok befolyasoljak.
Eredményeim azt mutatjdk, hogy az Osztradiol gatlé hatassal bir a GABAerg
neurotranszmissziora a GnRH neuronokon. Ez a hatas az ERp és a 2-AG jelatviteli Gitvonalak
aktivalasaval jon létre a negativ Osztrogén visszacsatolasa sordn. Ezek az eredmények
hozzajarulnak ahhoz, hogy jobban megismerjiik a nemi ciklust, amely a megfelelé n6i nemi
miikodés alapja. Az ERB-2-AG jelatviteli mechanizmus feltételezhetben ember GnRH
idegsejtjeiben is jelen van, igy ennek felderitése tovabbi lehetdséget kinal az ehhez kapcsolddo
rendellenességek kimutatdsidra. Ezek az eredményeknek tovabba 1) gyogyitasi stratégiak

kidolgozasat segitheti eld a n6gydgyaszat tertiletén.

Tovabbi eredményeim a GLP-1 metabolikus molekula direkt szabalyoz6 hatasat és ehhez a
szabalyozashoz tartozo jelatviteli utakat mutattak be a GnRH neuronokon. Az energiahaztartas
¢és a reproduktiv rendszerek kozotti kdlcsonhatés jelentds patofizioldgiai jelentdséggel bir. A
reprodukcios érés és a termékenység zavarai mind energiahianyos 4allapotban, mind
energiafelesleg, példaul a morbid elhizas soran jelentkeznek. A GLP-1 reprodukcidban kifejtett
hatasanak tisztazasaval hozzajarultam a taplaltsagi allapot és a gonadalis funkciok kozotti
kapcsolat jobb megértéséhez, amely késébb a taplalkozas miatt kialakuld rendellenességek
(késoi pubertas) kezelésére vagy a medddségre kezelésére alkalmazott terapiak fejlesztésének

részét képezheti.
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