1. Publikalt és kozlésre benyujtott munkak

A VGLUT?2 fehérje szubcellularis megoszlasa neuroendokrin idegsejtekben (1.
publikacid)

A VGLUT2 fehérje szubcellularis megoszlasat vizsgaltuk neuroendokrin

idegvégzodések teriiletén. Pre-embedding immun-elektronmikroszkopiat alkalmazva
megallapitottuk, hogy a VGLUT2 immunreaktivitds kis-vilagos szinaptikus
vezikuldkba lokalizdlhaté az eminentia mediana kiils6 zon4jdban, ahol a
parvicellularis neuroszekretoros rendszerek axonja végzddik. Hasonloképpen, a
magnocellularis neuroszekretoros terminalisok VGLUT2 tartalmat a hatso hipofizis
teriiletén az oxitocint €és vazopresszint szekretaldo termindlisok kis-vilagos

vezikulaiban lattuk.

Vér-agy gat-mentes teriiletekre vetiilo glutamaterg neuronok feltérképezése (1.
publikacio)
FluoroGold (FG) szisztémas adasat és a VGLUT2 mRNS in situ hibridizacios

kimutatasat kdvetden, lokalizaltuk a vér-agy gat mentes teriiletekre vetiilo glutamaterg
idegsejteket him patkanyokban. FG-ot felvevd, és egyuttal VGLUT2 mRNS-t is
expresszald idegsejteket a paraventrikuldris, szupraoptikus és periventrikularis

magokban, valamint a preoptikus teriileten figyeltiink meg.

Glutamaterg és GABAerg neuroendokrin rendszerekre vonatkozo ismeretek

osszefoglalasa (2. publikacio)

Felkérésre 0sszefoglalo cikket irtunk a Journal of Neuroendocrinology c. folyoiratba a
neuroendokrin/endokrin rendszerekben eléforduld glutamat (és GABA) biologiai

jelentdségeérol.

Glicin transzporter 1 expresszio szabalyozasa tranziens ischemiat kovetoen (3.
publikacid)

Leirast adtunk a glidlis glicin transzporter 1 fehérje szintjének valtozasairdl az arteria

ey

eredményekkel kiegészitve az immuncitokémiai vizsgalatokat, valoszintsitettiik, hogy

a fehérje szint valtozésainak hatterében poszt-transzkripcios folyamatok allnak.



Glutamaterg sejtpopulacié azonositasa a szuprakiazmatikus idegmagban (4.
publikicio)

A VGLUT2 mRNS ¢és immunreaktivitas hipotalamikus megoszlasat vizsgalva, a

zommel GABAerg idegsejtekbdl allo szuprakiazmatikus idegmagban leirtunk egy
korabban nem ismert, elszort neuronokbdl all6 glutamaterg sejtpopulaciot. Ezen ritka

sejttipusban nem volt megfigyelhetd a mag ismert, f6 neuropeptidjeinek eléfordulésa.

GnRH neuronok kolinerg afferenseinek jellemzése (5. publikacio)

A reprodukcidt szabalyozd GnRH neuronrendszer afferens bemeneteit morfologiai
eszkozokkel vizsgdlva, leirtunk egy eddig nem ismert, kolinerg bemenetet. A
kontaktusok elektronmikroszkopos elemzésével megallapitottuk, hogy a kolinerg

hatasok f6képp nem-szinaptikus uton érik a GnRH neuronokat.

Alfa és beta 0sztrogén receptort tartalmazo idegsejtek jellemzése a hipotalamusz

szuprakiazmatikus idegmagvaban (6. publikacio)

A két 6sztrogén receptor altipus immunhisztokémiai megjelenitésével karakterizaltuk
a mag Osztrogén-receptiv idegsejtjeit. Megallapitottuk, hogy a magban a béta receptor
izoforma a dominans. Leirtuk a receptorok megoszlasanak nemek kozti kiilonbségeit
és Osztrogén hormon statusztol vald fiiggését. Kolokalizaltuk a receptorokat a mag

tobbféle fenotipusu, de elsésorban kalbindint tartalmaz6 neuronjaiban.

Az adenohipofizis tovabbi glutamaterg mirigysejtjeinek karakterizalasa (7. és 12.
publikaciok)
Az adenohipofizisben kordbban altalunk leirt VGLUT2 transzporter izoforma mellett,

kimutattuk, hogy a VGLUTI izoforma is megjelenik az endokrin sejtek egy
alcsoportjaban. Mig a VGLUT?2 a gonadotrof €s tirotrof sejtek glutamaterg fenotipusat
kozvetiti, addig a VGLUT1 csaknem kizardlag az ACTH-immunreaktiv kortikotrof
sejtekben fordult eld.

Génexpresszios profil osztrogén altali regulaciéja a GnRH neuronok in vitro

modelljét jelentéo GT1-7 sejtvonalban (8. publikacio)

Microarray modszerrel azonositottuk a GnRH-t termelé GT1-7 idegsejtek 0sztrogén
altal szabalyozott génjeit, ¢és jellemeztilk az 0sztogén-fiiggd expresszids valtozasok

iddébeli lefutasat.



Matematikai modellek felallitaisa GnRH neuronok elektrofiziologiai

sajatsagainak jellemzésére (9. és 16. publikaciok)

Matematikai modelleket allitottunk fel GnRH neuronok alap elektrofiziologiai
tulajdonsdgainak és a ,,burst” jelenségének modellezésére. A modell mitkodését

elektrofiziologiai kisérletekkel a gyakorlatban ellendriztiik.

Retrograd kannabinoid szignalizacio okozta gatlas kimutatasa egér GnRH

idegsejtek GABAerg bemeneteiben (10. publikacio)

Elektrofiziologiai vizsgalatsorozattal megmutattuk, hogy az endokannabinoid
jelatviteli rendszer gatlo hatast gyakorol a GnRH idegsejtek mukodésére, melyet
GABAerg idegi bemenetek kozvetitenek. Elektronmikroszképos vizsgéalatokkal is
megerdsitettik a CB1 receptor jelenlétét a GnRH neuronokon szimmetrikus

szinapszist képez0 idegi afferensekben.

Kisspeptin és neurokinin B emberi reprodukciéoban jatszott szerepének

vizsgalata (11. és 17. publikaciok)

Post mortem emberi hipotalamusz mintdk immunhisztokémiai vizsgéalataval
feltérképeztiik az emberi hipotalamusz kisspeptint és neurokinin B-t termeld
idegsejtjeirdl. Leirtuk a két peptid jelentds fokt kolokalizacidjat az infundibularis mag
neuronjaiban. Kizarolag ndi szdvetmintdkban kimutattuk egy korabban ismeretlen
kisspeptin sejtcsoport l1étezését, mely a ragcsalok anteroventralis periventrikuldris
teriiletének nemi dimorfizmust mutatd neuronjaihoz hasonld. Jelentés nemi
dimorfizmus meglétét tartuk fel az infundibularis mag neurokinin B-t és kisspeptint
termeld neuronjainak szdmaban, azok rostvetiileteinek stirliségében, ¢és GnRH

idegsejtekkel képzett kontaktusainak szamaban is.

Osztrogén hormonok magasabb rendii agykérgi miikodésekben jatszott
szerepének elemzése microarray vizsgalatokkal (13, 14. és 19. publikaciok)

Ovariektomizalt patkdnyok akut ¢és kronikus Osztrogén potlasat alkalmazo
modellekben azonositottuk az 0Osztrogén hormonok 4altal szabalyozott gének

valtozasait. A valtozasokat fiiggetlen modszertani megkozelitéssel erdsitettiik meg.



Az eredmények segitenek a poszt-menopauzalis hormonpo6tlas kognitiv mitkddésekre
gyakorolt jotékony hatdsainak értelmezésében. Osztrogének agykérgi hatisat
vizsgalva megallapitottuk, hogy egy ragcsaldé menopauza modellben az Osztradiol
szelektiv agonistak hasznalataval igazoltuk, hogy a szabalyozasban mindkét Osztrogén

receptor izotipus részt vesz.

Egér vazopresszin és Kisspeptin idegsejtjeinek szerepe cirkadian szignalok

kozvetitésében a GnRH idegsejtek felé (15. publikacid)

Leirtunk egy két-neuronos palyat, mely a szuprakiazmatikus mag vazopresszint és az
anteroventralis periventrikuldris mag kisspeptint termel6 idegsejtjeinek kozvetitésével
juttathat cirkadian informéciot a GnRH idegsejtek felé. Hipotézisiink szerint ez a
neuronpalya felelés elsésorban a prodsztrusz délutani GnRH/LH surge pontos

napszaki id6ézitéséért.

A gonadotropin-inhibiting hormon, RFRP o6sztrogén altali szabalvozasa alfa

0sztrogén receptoron keresztiil (18. publikacio)

A szaporodast hipotalamikus szinten szabalyozé peptiderg rendszerek vizsgalataval
igazoltuk, hogy a dorzomedialis idegmag ,,RFRP” (RF-amide related peptide)-t
termeld idegsejtjeinek RFRP mRNS expresszidja magas 0Osztrogén hormon szint
mellett lecsokken. Valdszintsitettiik, hogy a negativ regulacidért a sejtekben alacsony
szintben el6fordul6 alfa tipusti 0sztrogén receptor felelds. A gatld természetli RFRP
peptid szintjét csokkentdé mechanizmus permissziv szerepet jatszhat a proodsztrusz

délutani GnRH ,,surge” és az ezt kovetd ovulacio 1étrejottében.

Az emberi GnRH neuronrendszer glutamaterg és GABAerg szabalvozasanak

vizsgalata (20. publikacid).

Az els6 korben az Endocrinology c. folyoiratban kedvezd birdlatot kapd, jelenleg
revizi6 alatt 4ll6 0j kéziratunk az emberi GnRH neuronrendszer GABAerg (VIAAT-
immunreaktiv) és glutamaterg (VGLUTI-immunreaktiv és VGLUT2-immunreaktiv)
beidegzését vizsgalta ¢és hasonlitotta Ossze szemikvantitativ. mddon is. Foébb

megallapitdsok: Szemben a patkanyban leirtakkal, az emberi GnRH idegsejteket nem



csupan VGLUT2-immunreaktiv, hanem VGLUTI-immunreaktiv glutamaterg
neuronok is beidegzik. A legb6vebb bemenetet sejttestekre GABAerg neuronok adjak,
mig dendriteken a GABAerg ¢és glutamaterg (VGLUT1+VGLUT2) bemenetek szama
hasonld. Végiil, immuncitokémidval nem mutathaté ki VGLUT2 fehérje jelenléte a
GnRH-immunreaktiv idegrostokban. Mivel az utdbbi negativ észlelet oka lehet
technikai is (egérben sem tudunk a patkdnyban latotthoz hasonlé kolokalizacios
jelenséget kimutatni), az emberi GnRH idegsejtek aminosav fenotipus karakterizalasat

kettds-in situ hibridizacioval is probaljuk a tovabbiakban tanulmanyozni.

DNS technikak alkalmazasaval eléallitottunk egy olyan plasmid DNS konstrukciot,
mely fizids fehérje bakterialis expresszidjara alkalmas. Ennek alkalmazasaval EColi
baktériumban a human VGLUT?2 fehérje egy szakaszat GST fehérje C-terminalisahoz
kototten allitottuk eld. A fehérjével egerek immunizéalasat végeztik el és az emberi

VGLUT?2 ellen poliklonalis antitestet allitottunk eld.

Az egér hipotalamusz glutamaterg, GABAerg és kannabinoid receptor-1 (CB1)

tartalmu neuronjainak feltérképezése (21. publikacio)

In situ hibridizacios egyes- ¢és kettds-jelolési vizsgalatokkal atfogd térképet
készitettiink az egér hipotalamusz mindazon neuronjair6l, melyekben az 1. tipusu
kannabinoid receptor (CB1) mRNS-e expresszalodik. Ezen idegsejtek hipotalamikus
¢s extrahipotalamikus vetiileteinek neurotranszmitter Uriilését a poszt-szinaptikus
célsejtekbdl felszabaduld endokannabinoidok retrograd szignalizacid révén gatoljak.
Péarhuzamosan a CB1 mRNS térképének elkészitésével, hianypotld munkaként az egér
hipotalamusz GABAerg ¢és glutamaterg idegsejtjeirdl is egy atfogod leirast
készitettlink, a GAD65 ¢és VGLUT2 mRNS-ek megoszldsanak szomszédos

metszeteken elvégzett szisztematikus feltérképezésével.

Egér kisspeptin sejtpopulacidinak tovabbi neurokémiai jellemzése és szerepiik

vizsgalata a GnRH idegsejtek beidegzésében (22. publikacio)

Kettds-in situ hibridizacios és immuncitokémiai vizsgalatokat hasznalva, kimutattuk
galanin és neurokinin B eléforduldsat a nucleus arcuatus kisspeptin idegsejtjeiben és
galanin megjelenését az anteroventralis periventrikularis mag kisspeptin neuronjaiban.

Hérmas-fluoreszcens elemzéssel szdzalékosan jellemeztilk ezen neuropeptidek



eléfordulasait a GnRH idegsejteket innervald, kisspeptin tartalma axon
termindlisokban. A kontaktusok egy kis szazalékdban megjelend neurokinin B
kimutatasaval bizonyitottuk, hogy a GnRH idegsejtek kisspeptinerg beidegzésében a

nucleus arcuatus is részt vesz.

11. Palvazatbdl tamogatott, nem publikalt munkak

VGLUT?2 fehérje szubcellularis megoszlasa az adenohipofizisben

Immun-elektronmikroszopos  kisérleteket végeztink el a VGLUT2 fehérje
ultrastrukturdlis megoszldsdnak tanulmanyozasara. Kolloidalis arannyal jeldlt
ultravékony metszetek elektronmikroszkopos elemzésével megallapitottuk, hogy az
adenohipofizis =~ VGLUT2  tartalma  dense-core  vezikuldkhoz (és nem
mikrovezikuldkhoz) asszocialt. A lokalizacid igy eltér az idegszovetekbdl ismert
szubcellularis megoszlastol. Korabbi vizsgalati eredményeinkkel egyiitt, melyek a
VGLUT2-t gonadotroph ¢és thyrotroph sejtekbe lokalizaltak, az 0j észlelet azt sugallja,
hogy a glutamat LH, FSH és TSH hormonokkal egyiitt {iriilhet az adenohipofizis

egyes sejttipusaibdl fizioldgias stimulusok hatasara.

VGLUT2 mRNS expresszios valtozasai endokrin modellekben

Laktalo anyaallatban vizsgalatuk a VGLUT2 mRNS expresszid magnocellularis
neuronokon beliili valtozdsait. A soterheléshez 4altal vazopresszin neuronokban
okozotthoz hasonld6 VGLUT2 mRNS novekedés (Hrabovszky ¢és mitsai,
Neurochemistry International, 2006) nem volt oxitocin neuronokban kimutathato. A
stress okozta valtozasok elemzése CRH neuronokban és az Osztrogén szint-fliggd
esetleges valtozasok kimutatdsa GnRH neuronokban szintén nem hozott kimutathato

kiilonbséget.

A GnRH sejt-specifikus VGLUT?2 gén-kiiitott (KO) egerek eloallitasa és

vizsgalata

Dr. Catherine Dulac 2010-ben laboratériumunk rendelkezésére bocséjtotta a GnRH
promoter-specifikus moédon Cre fehérjét termeld transzgén egértorzset, melyet a
pontos expressziot okozo ,,BAC” technoldgia hasznélataval allitottak eld. Ugyancsak

ebben az évben behoztuk intézetiinkbe Dr. B. Lowell ,,floxolt” VGLUT2-KO egerét.



A két torzs steril rederivaldsa, genotipizalasanak beéllitdsa, valamint keresztezésiik
utan rendelkeziinkre alltak GnRH neuron-specifikus modon VGLUT2-génkititott
egerek. A glutamat-hidnyos GnRH neuronokat tartalmaz6 4allatok kezdeti
karakterizalasat elvégeztiik. Durva szaporodasbiologiai eltérést nem lattunk a pubertas
megjelenésének idejében, az utdédok szdmaban. Jelenleg folyamatban van finomabb
eltérések keresése. Kozben az altalunk 2004-ben patkanyban leirt (Hrabovszky és
mtsai, Endocrinology) GnRH/VGLUT2 kolokalizacios jelenség érvényeségét egérre a
VGLUT2-GFP egértorzs jellemzésével Dumalska és mtsai 2008-ban megerdsitették (J
Neurosci. 28(32):8003-13).
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