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I. Az eredeti munkaterv osszefoglalgja

Az ivarrendszer miikodését a hypothalamus luteinizald hormon-releasing hormon (LHRH)
neuronrendszere szabalyozza. Az LHRH neuronhalézat kiilonféle idegi neuromodulator
anyagok és hormonok befolydsa alatt all. Az idegszovetben a preszinaptikus bemenetek
mitkddését lipid hirvivok, endokannabinoidok modositjak. A palyazat célja az
endokannabinoid szignalizacio szerepének megismerése az LHRH neuronok
élettevékenységének szabalyozasaban. Korszerli molekuléris biologiai, elektrofizioldgiai,
elektronmikroszkopds modszerek és transzgenikus allatkisérleti modellek alkalmazasaval
tervezziik 1. kKimutatni az LHRH neuronokban termel6d6 endokannabinoidok szintézisében és
lebontasban résztvevo enzimeket és vizsgalni az endokannabinoid metabolizmus 6sztrogén-
fliggését; 2. jellemezni az LHRH neuronok gatlo és serkentd afferens idegi bemeneteinek
kannabinoid receptor 1 (CB1) tartalmat; 3. megismerni az LHRH idegsejtek CB1 tartalmu
glutamaterg és gamma-aminovajsav (GABA)-erg idegi bemeneteinek eredd sejtjeit az agyban,;
tovabba, 4. whole cell patch-clamp moddszer alkalmazasaval jellemezni az LHRH
neuronrendszerre €s specifikus idegi afferenseire irdnyuld retrogrdd endokannabinoid
jelatvitel fobb elektrofiziologiai jellemzoit és élettani szerepét. A vizsgalatok az LHRH
sejtmiikodés Gj szabalyozé mechanizmusait hivatottak feltarni. A varhat6 eredmények
hasznosithatok lesznek gyogyszeripari fejlesztésekben és kabitoszer fliggdségben szenveddk

szaporodasbiologiai korképeinek megértésében.



I1. Az elért eredmények 6sszefoglaloja
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Sémas abra a projekt soran feltart, az LHRH neuronokbol eredo és a GABA-erg
idegvégzodeések miikodését szabdlyozo retrograd endokannabinoid szignalizacios
mechanizmus bemutatasara

I1/1. Els6dleges eredmények 0sszegzése

1. lgazoltuk, hogy az LHRH idegsejtek 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) endokannabinoidot
termelnek, mely folyamat a diacylglycerol lipaz (DAGL) enzim szelektiv blokkolasaval
felfiiggeszthetd (13).

2. Bebizonyitottuk, hogy az LHRH idegsejtek miikodését szabalyoz6 neuronalis afferensek
preszinaptikus idegvégzddései 1-es tipusu kannabinoid receptort (CB1) tartalmaznak (13).

3. Feltartuk, hogy az LHRH neuronokbdl felszabadulé 2-AG markans, tonusos géatld hatést
fejt ki az LHRH idegsejteket szabalyozo GABA-erg idegvégzddésekre, mely hatas AM251
inverz agonista adasaval felfliggesztheté. A gatlas szintetikus CB1 agonista (WIN55,212)

alkalmazasaval is kivalthato (13).



4. Kimutattuk, hogy az endokannabinoid hatas csokkenti a GABA-A receptorok altal medialt
miniatiir poszt-szinaptikus aramok (MPSC-k) frekvenciajat, valamint modositja az LHRH
idegsejtek tiizelési frekvenciajat (13).

5. Bizonyitottuk, hogy az LHRH idegsejteket is magaba foglaldo Broca-féle diagonalis kéteg
terliletén a kronikus Osztrogén kezelés nem befolydsolja sem az endokannabinoid lebontas
meghataroz6 enzimét jelentd6 FAAH, sem a CB1 mRNS expressziojat. Ugyanakkor, az

Osztradiol jelzetten noveli a 2-AG szintéziséért felelés DAGL mRNS expressziot.

6. Feltérképeztik a hypothalamus endokannabinoid receptort (CB1 marker), GABA-t
(GADG65 marker) és glutamatot (vVGLUT2 marker) termeld magcsoportjait ragcsaléban ¢€s
ezen neuron fenotipusok egymdéshoz vald viszonyat az egyes teriileteken. Az LHRH-
sejtmiikodés szempontjdbdl meghatdrozo agyteriileten, az antero-ventralis periventrikularis
mag (AVPN)-ban a GABA-erg, glutamaterg és CB1 tartalmu idegsejtek nagy szdmban és
fenotipikus atfedésben mutathatok ki (21).

7. Feltartuk az LHRH neuronok eltéré intrahypothalamikus eredetii kisspeptin (KP)-erg
afferens rendszereit ragcsaloban (20) és igazoltuk a CB1 receptor el6fordulasat az LHRH
idegsejtet beidegzd KP-tartalmii idegvégzddésekben is. Leirtuk tovabba az LHRH
neuronrendszer kolinerg afferenseit (4) és igazoltuk az LHRH-sejtmiikodést gatlo6 RFRP

neuron rendszer 6sztrogén altali szabalyozasat (17).

8. Igazoltuk a human LHRH idegsejtek gazdag kisspeptin (12), GABA és glutamat rendszerek
altali beidegzését (24), tovabba feltartuk a kisspeptinerg rendszer életkorhoz és nemhez kotott

sajatossagait (19).

9. Maoddszertani fejlesztés eredményeként, részben az OTKA kutatdsi projekthez
kapcsolddoan, valodsitottuk meg hypothalamikus ¢és egyéb limbikus struktardk slice
elektrofiziologiai (patch clamp) és nagy ateresztd képességli gén expresszids (microarray,
TagMan array) vizsgalatat (2,7,15,17,18). A moddszerek alkalmazasaval 0ij kannabinoid,
ghrelin és Osztrogén szignalizacios (15,16,18,22) mechanizmusokat tartunk fel, melyek a

reproduktiv kutatas 0 jovobeli irdnyait jelolhetik ki.



11/2. Tovabbi, kiegészité eredmények 6sszegzése

10. Standardizaltuk a kannabinoid receptor 1 (CB1) ultrastrukturalis nyomon kovetését

hypothalamikus axonokban a posztszinaptikus elem egyidejii kémiai azonositasaval (5).

11. Beallitottuk a szelet elektrofiziologiai modszert és a retrograd endokannabinoid

szignalizacio in vitro nyomon kovetését és mérését hypothalamikus mintan (2).

12. Tanulmanyoztuk a CBI1 antagonista kezelés eltérd kiilonb6zé kozponti €s periférids

idegrendszeri hatasait (3).

13. LHRH sejt modellben (GT1-7) tanulmanyoztuk a gén expresszid Osztrogén fliggdségét s
idobeli profiljat (7).

14. Uj glutamaterg neuron rendszereket azonositottunk a hypothalamus teriiletén (1).

15. Szamitdgépes matematikai modellt fejlesztettiink az LHRH sejtmitkodés €s annak néhany

meghataroz6 élettani paraméterének modellezésére (11, 23).

16. Azonositottuk az akut 6sztradiol kezelés biomarkereit az idegszovetben (15).

17. Hypophyseotroph és nem-hypophyseotroph TRH idegsejt projekciok 1) hypothalamikus

cél struktirainak azonositasa (8,9,14).

18. Igazoltuk az LHRH idegsejtek mikodését befolyasold, az eliilsé periventricularis
hypothalamikus mag teriiletén (AVPV) el6fordulo, kisspeptint szintetizald idegsejtek

suprachiasmatikus mag eredetii idegi bemeneteinek vasopressin tartalmu komponenseit (10).

19. A paraventricularis idegmag hypophyseotroph idegsejt populacidinak vizsgalata soran
kimutattuk, hogy azok szervezddése, valamint a parvi- és magnocelluléris rendszerek magon

beliili elrendezédése egérben jelentésen eltér a patkanyban leirtaktol (6).



20. Feltartuk a kronikus 6sztradiol szubsztiticio altal szabalyozott gén csoportokat kdzépkoru,
petefészek irtott, ndstény patkanyok frontalis agykérgében. Eredményeink a dopaminerg és
peptiderg neurotranszmisszios folyamatok, valamint az immunvalasz kialakitasaban résztvevo

mechanizmusok érintettségére utalnak az agykéregben (16,18).
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V. Az elért eredmények (2008-2012) scientometriai dsszegzése

Kozlemények szdma 24
Osszesitett impakt érték 96,214
Osszes idézet szdma 201

Fliggetlen idézetek szama 155

V. Az egyes munkacsomagokban elvégzett munka és az eredmények
bemutatasa

Munkacsomag szama. 1

Feladat/cél megnevezése. DAGL és FAAH probak elkészitése ¢és tesztelése in situ
hibridizacidban.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Az egér FAAH cDNS 737 bp hosszusagu
szakaszat egér hypothalamikus cDNS konyvtarbol, PCR segitségével amplifikaltuk, majd azt
a PGemT klonozo kit (Promega) hasznalataval E.coli kompetens sejtbe juttattuk. A
transzformaciot kovetden, a felszaporitott plazmidot a Qiagen MaxiPrep segitségével
izolaltuk, Sall restrikcids enzimmel felnyitottuk, majd #S-UTP jelenlétében, T7 RNS
polimerazzal antiszensz probava atirtuk. A DAGL-a mRNS kimutatdsahoz egy 1169 bp
hosszisagi ¢cDNS templatot hasznaltunk Dr. Katona Istvan (MTA-KOKI) laboratoriumabol.
A FAAH cDNS-hez hasonldan, ezt is E.coli kompetens sejtben szaporitottuk, a Qiagen
MaxiPrep alkalmazasaval izolaltuk, BamHI restrikcios enzimmel linearizaltuk, majd - »s-
UTP jelenlétében - antiszensz RNS probava irtuk at. A korabban altalunk gyartott egér LHRH
templatrél nem-izotépos probat irtunk at digoxigenin-UTP jelenlétében. Fenti probainkat
izotopos €és nem-izotopos hibridizacios modszerrel teszteltiik.

A teszt hibridizalasok eredménye megmutatta, hogy a digoxigeninnel megjelolt LHRH préba
alkalmas volt a preoptikus teriilet LHRH idegsejtjeinek szelektiv és érzékeny megjelenitésére.
A DAGL-a probaval tobb agyi régidban, igy a cerebellum Purkinje sejtjeiben és a preoptikus
teriilet szamos idegsejtjiében kaptunk autoradiografias jelet. Bar a FAAH templat
bazissorrendjét nukleinsav szekvenalassal meg is erdsitettiik, a cDNS-r6l atirt izotopos RNS
proba hasznalataval egy-sejt szintli jel nem volt kimutathato.
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DAGL-a mRNS-t expresszalo neuronok a cerebellumban (Purkinje
sejtek) és a preoptikus teriileten.

Munkacsomag szama. 2

Feladat/cél megnevezése. Modszertan meghonositdsa LHRH idegsejtek teljes nyulvany-
rendszerének kimutatasara sejt feltoltéssel.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. LHRH promoter vezérlése alatt zold fluorescens
fehérjét expresszalo idegsejtek membranpotencialjat és tiizelési aktivitasat mértiikk whole cell,
illetve loose patch mddszerrel. A mérd pipettaba biocytint tettiink, amit a mérés soran illetve a
mérést kovetden a sejtbe juttattunk. A mérést és sejtfeltdltést kovetden az agyszeletet 4% PFA
oldatban fixaltuk egy éjszakan at, majd a biocytint avidinhez kotott peroxiddzzal (reakcidja
révén nikkel-diaminobenzidinnel) vagy avidinhez kotott fluorescens molekulaval mutattuk ki.
A festési eljarast kovetéen az LHRH idegsejtek teljes nyulvany rendszere kirajzolodik, sét
tobbes jelolés esetén, a sejtek mas neuropeptid/neurotranszmitter tartalma, illetve idegi
kapcsolatrendszere is kimutathatd. A feltoltott sejteket és afferenseit fluorescens markerek
hasznalatadval konfokélis mikroszkopban, mig elektrondenz markerek segitségével
elektronmikroszkopban vizsgaltuk.

P Kisspeptin




LHRH idegsejtek dendritfajanak és axonjanak konfokadlis mikroszkopos
vizsgalata. A sejtek nyulvanyrendszerét Neurolucida program segitségével
rekonstrualtuk (a), az afferensek kapcsolodasi helyét a dendritnyulvanyokon
megjeloltiik (nyilhegyek) és kimértiik (a és b), majd 3D-ben rekonstrudaltuk (C és
d). 4 médszer segitségével meghatdaroztuk a kisspeptin afferensek szamadt, és az
LHRH sejteken elfoglalt pozic

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok eldokészitéseképpen a  feltoltott
sejteket nickel-diaminobenzidinnel jeloltiik. Az (a) kép egy szeletben
feltoltott és megfestett LHRH sejt (nyilhegyek) képét mutatjia. A képen
lathato a sejt rajzmdsolata is, amelyen egy kis keret jelzi azt a részt,
amelyrdl fény- (b) illetve elektronmikroszkopos felvétel is késziilt (C). A
szeletben a feltoltott sejt nyulvanya (nyil) is azonosithaté volt (d).

Munkacsomag szama. 3

Feladat/cél megnevezése. Szdvet processzalas, immuncitokémia és in situ hibridizacio
optimalis paramétereinek kidolgozasa genetikailag mddositott LHRH neuronok afferenseinek
vizsgalatara.

Elvégzett munka és eredmények bemutatdasa. Dr. Linda Buck rendelkezéslinkre bocsajtotta a
laboratoriumaban eléallitott azon transzgenikus egértorzset (Cell, 2005,123(4):683-95),
melyben az LHRH promoter irdnyitasa alatt a retrograd transz-szinaptikus jeloléanyag, barley
lectin (BL) termelddik. Az egértorzs steril rederivalasat majd homozygota forméban torténd
elszaporitasat kovetden, konzultaltunk az egér eldallitasat kdzvetleniil elvégzé Ulrich Boehm-
mel és megkezdtiik az optimalis kimutatdsi modszer bedllitdsait az LHRH idegsejteket
beidegzd, BL-t retrograd uton felvevd afferens neuronok immunhisztokémiai kimutatdsara.
Ehhez a Sigma cég wheat germ agglutinin antitestjét alkalmaztuk, az eredeti cikkben
javasoltaknak megfelelden. Sajat laboratoriumi koriilményeink kozott ezzel a kimutatasi
modszerrel nem sikeriilt megismételni az eredeti cikkben leirtakat. Mind az LHRH
idegsejtekben, mind a visszajeldlt sejtekben az immunfestés erdssége a hattértdl alig tért el. A
negativ eredmények egyik lehetséges oka a transzgenikus egértorzs tenyésztése kozben
bekovetkezd DNS metilacio lehetett. Megjegyzendd az is, hogy az eredeti Cell kozleményt
nem kovette szamos egyéb publikacio ezzel az allatmodellel. Igy az sem kizart, hogy olyan
objektiv korlatok, mint az alacsony szintli transzgén expresszid is okozhatta negativ
észleleteinket. A tetemeS genotipizalasi és tenyésztési koltségek miatt a GABAerg és
glutamaterg afferensek valoszinli eredetének azonositdsara a tovabbiakban mas, alternativ
megkozelitéseket, immuncitokémiai és in situ hibridizacios modszereket hasznaltunk.

Munkacsomag szama. 4
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Feladat/cél megnevezése. Az LHRH neuronok akcids potencidl paramétereinek mérése
kontroll kisérletekben.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Loose-patch clamp mérésekkel vizsgaltuk az
egér akut agyszeletben talalhato LHRH-GFP neuronok tiizelését. A méréseket voltage-clamp
tizemmodban végeztik, a vizsgalt neuronok tiizelését jellemezve. Ennek soran
megallapitottuk, hogy kontrol koriilmények kozott az LHRH neuronok jellemzd tiizelési
mintdzata burst-0s jelleget mutat. A burst-6kben 4.2+0.2 volt az akcios dramok atlagos szdma,
¢és a burst-0k kozott eltelt atlagos id6 34.0+11.2 s-nak adddott. A burst-6kon beliil az egyes
akcids aramok kozott eltelt atlagos 1d6 0.2+0.03 s, a teljes mérési idére (4 min) vonatkozo
tiizelési frekvencia 0.6+0.07 Hz volt.

10s Control firing

200 pA I_

Az LHRH neuron tiizelésére a burst-jelleqg a jellemza.

Munkacsomag szama. 5

Feladat/cél megnevezése. Kettds in situ hibridizaciés vizsgalatok elvégzése DAGL
kimutatasara LHRH sejtben.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. A DAGL-oo mRNS expresszi6 LHRH
idegsejtekben kettds in situ hibridizaciés megkdzelitéssel nem volt lathatd. Ezért a
tovabbiakban a DAGL-a jelenlétét és az LHRH idegsejtek endokannabinoid termelését
érzékenyebbnek gondolt funkciondlis vizsgalattal, elektrofiziologiai megkozelitéssel is
felvetettiik. Ehhez azt az eredménylinket hasznaltuk (lasd 12. munkacsomag), mely szerint a
CB1 antagonista AMZ251 megnovelte a GABAerg mPSCk frekvencidjat az LHRH
neuronokban. Ez azt jelezte, hogy tonusos endokannabinoid felszabadulés torténik. Farkas és
mtsai  (Endocrinology  2010) cikkében intracellularis elektrodban  alkalmazott
tetrahydrolipstatinnal sikeresen felfiiggesztettik az LHRH idegsejtek endogén DAGL
enzimaktivitasat. A 2-AG termelés blokkolasaval a GABAerg mPSCK frekvenciajanak
AM251 altali fokozasa kivédhetd volt. A kisérlettel igazoltuk, hogy az LHRH idegsejtek altal
termelt endogén kannabinoidok feleldsek a GABAerg bemeneteken érvényesiild, AM251-
gyel felfiiggeszthetd tonusos gatld hatasért. A kettds in situ hibridizaciés modszerrel szemben,
a fenti funkcionalis vizsgalat - nagyobb érzékenységének koszonhetden - igazolni tudta, hogy
az LHRH idegsejtek DAGL enzimet termelnek.
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A CBL1 inverz agonista AM251 alkalmazdasa megnoveli az LHRH idegsejtekbdl elvezethetd
miniatiir posztszinaptikus dramok frekvenciajat. Az AM251 hatasa a DAGL gatlo
tetrahydrolipstatin alkalmazasaval kivédheto.

Munkacsomag szama. 6

Feladat/cél megnevezése. CB1 immunreaktivitas jelenlétének vizsgalata LHRH idegsejtek
afferenseiben.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. CB1 pozitiv szimmetrikus és aszimmetrikus
szinapszisok szdzalékos ardnyadnak meghatarozasat terveztik ovariektomizalt ¢&s
ovariektomizalt osztrogén-kezelt allatok LHRH idegsejtjein. Az eredeti tervek szerint ezeket a
méréseket mar feltoltott sejteken kellett volna végezniink, de mivel sokaig nem sikeriilt a
sejtfeltdltést megoldani és a szelet finomszerkezeti jegyeit javitani, ezért ezek a vizsgalatok
elmaradtak.

Eredményként a him egérben végzett és kozolt ultrastrukturalis adataink allnak rendelkezésre.
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LHRH idegsejteken végzddé idegrostok CBI tartalmdnak fény- (4,B) és elektronmikrosz-
kopos kimutatasa (C-F) egérben. Az endokannabinoid receptor serkenté és gatlo idegvég-
zddésekben egyarant fellelheté (D-F).

Munkacsomag szama. 7

Feladat/cél megnevezése. LHRH neuronok GABAerg és glutamaterg afferensei eredetének
feltérképezése.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Hianyp6tld munkaként, teljes térképet
készitettiink el az egér hypothalamus GABAerg és glutamaterg idegsejtjeir6l, GAD65 és
VGLUT2 marker enzim mRNS-ek in situ hibridizacioés kimutatasat hasznalva. Bar a barley
lektin detektalasan alapuld kolokalizacids vizsgéalatok a transzgenikus modell korlatozott
hasznalhatosaga miatt meghitsultak, korabbi irodalmi adatok fényében a GABAerg ¢és
glutamaterg neuronok in situ hibridizaciés térképe szamos lehetséges afferens rendszert
azonositott, melyek szerepet jatszhatnak az LHRH idegsejtek beidegzésében. Az afferensek
egyik fontos forrasa az anteroventralis periventrikularis mag, melyben mind GABAerg mind
glutamaterg neuronok szép szamban lathatoak voltak. Ez a teriilet az LHRH neuronokat elérd
pozitiv Osztrogén visszacsatolas régota gyanitott, f6 hatohelye. A GABAerg és glutamaterg
neuronok kimutatasaval parhuzamosan, elvégeztiik szomszédos metszeteken a kannabinoid
receptort (CB1 mRNS-t) tartalmazé idegsejtek feltérképezését is. A harom térkép Osszevetése
betekintést nytjtott az LHRH idegsejtek azon feltételezheté afferens rendszereibe, melyek
aminosav ~ neurotranszmittert  tartalmaznak,  intrahypothalamikus  eredetiiek, és
neurotranszmitter felszabadulasukat az endokannabinoidok gatlo hatasa modulalja.
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CBI1, GAD65 és VGLUT2 mRNS-ek parhuzamos feltérképezése egér hypothalamusban
izotopos in situ hibridizacioval.

Egy tovabbi neuroanatdémiai munkaban az emberi LHRH idegsejtek GABAerg és glutamaterg
afferens kapcsolatait jellemeztiik. Kvalitativ vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a
glutamaterg idegsejtek VGLUTI1 ¢és VGLUT2 alcsoportja egyarant hozzdjarul az LHRH
idegsejtek innervaciojahoz. A sejttesteken GABAerg bemenetek domindlnak, mig a
dendriteken végz6dé VGLUTI1 ¢és VGLUT2 fenotipusu glutamaterg kontaktusok egyiittes
szama meghaladja a GABAerg dendritikus bemenetek szamat.
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Human LHRH idegsejtek gazdag GABAerg (A,B) és glutamaterg (C,D) beidegzése.

Munkacsomag szama. 8

Feladat/cél megnevezése. Az LHRH neuronok akcios potencidl paramétereinek mérése
kannabinoid jelenlétében és az eredmények statisztikai kiértékelése.

Elvégzett munka és eredmények bemutatdisa. A 4. munkacsomaghoz hasonloan itt is loose-
patch clamp mérésekkel vizsgaltuk az akut agyszeletben talalhato LHRH-GFP neuronok
tiizelését, voltage-clamp lizemmodban, és a tiizelést az akcids dramokkal jellemeztiik. Ennek
soran megallapitottuk, hogy az LHRH neuronok jellemzd tiizelési mintazata a CB1 agonista
(WINS55,212, roviden WIN) jelenlétében is a kontroll sejtekhez hasonléan burst-0s jelleget
mutat, noha azok paraméterei valtoztak. Az egyes burst-6kben mért akcids aramok atlagos
szdma 8+2.5 %-kal csokkent, mig a burst-ok kozott eltelt atlagos id6 47+11 %-kal megndtt. A
teljes mérési idore vonatkozd tiizelési frekvencia ennek megfelelden alacsonyabbnak
bizonyult (0.3+0.08 Hz) a kontrollhoz képest. A burst-6kon beliil az egyes akcids aramok
kozott eltelt atlagos id6 azonban nem valtozott. A WIN altal eléidézett valtozasok akkor is
megjelentek, ha ionotrép gutamat receptor blokkold volt jelen a kisérletben, mig GABA-A
receptor blokkol6 alkalmazasa esetén eltlint a WIN hatasa. Ez arra utal, hogy a WIN a
GABA-A receptor szignalizaciojan keresztiil fejti ki a hatasat.
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Az LHRH neuronok tiizelési frekvencidjat csékkenti a CB1 agonista.

Munkacsomag szama. 9

Feladat/cél megnevezése.  Kettdés in situ hibridizacios vizsgalatok elvégzése FAAH
kimutatasara LHRH sejtben.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. Az egér FAAH izotopos hibridizacios proba
nem volt alkalmas a FAAH expresszido egy-sejt szinti kimutatdsara autoradiografias
emulzion. A hibridizacidés megkozelités elégtelen érzékenysége miatt az LHRH idegsejtekben
feltételezett FAAH expresszido meglétét nem tudtuk igazolni.

Munkacsomag szama. 10

Feladat/cel megnevezése. CB1 immunreaktivitas jelenlétének vizsgalata glutamat-, GABA és
neuropeptid tartalmu idegrostokban a preoptikus area teriiletén.

Elvégzett munka és eredmények bemutatdsa. Ultrastrukturalis szinten LHRH idegsejtekkel
szinaptizald6 CB1 immunreaktiv axonterminalisokat figyeltiink meg, a kapcsolatok kozott
szimmetrikus és aszimmetrikus tipustuak egyarant eldfordultak. E morfologia kategoridk az
esetek nagy részében gatlo, illetve serkentd jelatvitelre utalnak, azaz arra, hogy a CBI1
receptor az LHRH idegsejtek GABAerg és glutamerg afferenseiben egyarant eléfordul .

Ezért zold és piros fluorokromok hasznéalatdval immuncitokémiai kettds jeloléseket végeztiink
a CB1 ¢és a vezikularis neurotranszmitter transzporterek, illetve neuropeptidek egyiittes
kimutatasara. A megfeleld immuncitokémia jelerdsség elérése mellett, CB1 immunreaktivitas
volt megfigyelhetd a VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3 és kisspeptin axon varikozitasok egy
részében. Az immunreaktivitast jelz6 profilok atfedésbe viszonylag ritkan kertiltek, melynek
magyarazataul a transzporter fehérjék, neuropeptidek illetve a CB1 receptor axonon beliili
eltérd megoszlasa allhat.

A CB1 immunreaktivitas beagyazads eldtti immuncitokémiai modszer alkalmazasa esetén
ugyanis jellemzéd modon az axon pretermindlis szakaszdban dusul, mig a vezikuldk (és a
hozzajuk asszocidlt transzporterek) nagyobb szamban elsdésorban a termindlisban és a
preszinaptikus membran kdzelében taldlhatok. A transzportereket tartalmazé kis vezikulakkal
ellentétben a peptideket tartalmazé nagy, stirli bennékii vezikulak a pre-termindlis szakaszhoz
kozelebb helyezkednek el, ami a kolokalizacié kimutathatosagat a kisspeptin idegrostok
esetében megndovelte.

VGLUT1 & CBI

VGLUT2 & CB1 | VGLUT3-&CB1" "] KP & CB1 .

. § ’

CB1 (zold) immuncitokémiai kimutatdsa VGLUTI-3 és kispeptin tartalmu (piros)
idegrostokban (nyilak).
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Munkacsomag szama. 11

Feladat/cél megnevezése. LHRH neuronok CBI1 tartalmu afferens neuron rendszereinek
feltaréasa.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Az LHRH idegsejtek afferenseinek kimutatasara
l1étrehozott transzgenikus allat riporter génje olyan idegsejtekben is expresszalddott, amelyek
bizonyitottan, direkt mdédon nem 4allnak az LHRH sejtekkel kapcsolatban. Ezért olyan
idegsejtek CB1-tartalmat vizsgaltunk, melyekrél immun-elektronmikroszkopos kettés jel6lés
modszerrel bizonyitani tudtuk, hogy beidegzik az LHRH neuronokat (Kallé és mtsai, JNE,
2012). A kisspeptin sejtek kulcsszerepet jatszanak az 6sztrogén feedback kozvetitésében, s az
LHRH szekrécio szabalyozasaban. A surge release kivaltasaban a rosztralis periventrikularis
preoptikus areaban 1€vo sejtek vesznek részt, mig a pulzatilis szekrécidt az arcuatus magban
1évo idegsejtek szabalyozzak. E régiokban a CB1 receptor mRNS-t is ki lehet mutatni, ami
arra utal, hogy a KP sejtek is expresszalhatjdk e receptort. Ezt a feltételezést az is
alatamasztja, hogy az LHRH idegsejtek KP afferenseiben CB1 immunreaktivitds mutathatd
Ki.

kisspeptin

kisspeptin

CB1 mRNS mutathato ki az anteroventralis periventrikularis mag (4 és B),
valamint az arcuatus mag (D és E) idegsejtjeiben, azokban a régiokban, ahol
a kisspeptin sejtek (C és F) is elhelyezkednek (B és E képen sdrga kerettel
jeldlve).

Munkacsomag szama. 12
Feladat/cél megnevezése. Az LHRH neuronokon az EPSCk ¢és IPSCk mérése kannabinoid
hidnyaban, illetve jelenlétében.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. \Whole cell patch clamp mérésekkel vizsgaltuk
az akut agyszeletben taldlhat6 LHRH-GFP neuronokban a mini posztszinaptikus aramok
paramétereit. Glutamat medialta mEPSC-ket nem tudtunk mérni, mely annak tudhato be,
hogy ezeket az LHRH neuronokon csak specialis koriilmények kozott lehet regisztralni
(Christian et al., Biol Reprod 2009/80/1128-1135). A GABA medialta mini posztszinaptikus
aramok (mPSCk) mérése soran megallapitottuk, hogy WIN jelenlétében az mPSC frekvencia
a kontrollhoz képest 52+8 %-kal csokkent, mikdzben az amplitidé nem valtozott. Mivel az
irodalombdl ismert, hogy a GABA serkentd hatast az LHRH neuronokon, ez az eredmény jol
korrelal a tiizelési frekvencidnak a 8. munkacsomagban leirt csokkenésével. A WIN hatasat
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blokkolni tudtuk a CB1 antagonista AM251 alkalmazaséaval. Tovabbi méréseink azt mutattak,
hogy a kontrollhoz képest az AM251 dnmagaban is ndvelte a frekvenciat, ami arra utal, hogy
az LHRH neuronokbol spontin modon is torténik endokannabinoid felszabadulas. Ezek,
valamint a korabbi munkacsomagokban leirt endokannabinoid szignalizacio 1étét jelzik,
amellyel az LHRH neuronok képesek befolyasolni az afferenseik terminalisaibdl felszabadulo
GABA mennyiségét ¢és ez altal szabalyozni a sajat tiizelési aktivitasukat.

25s Control W|N55,212
| T " r T

AM251 AM251 + WIN55,212

WWWWMWWWWWWW

D Relative frequency of
GABAergic mPSCs

I (WINS5,212)/Ctrl

Il (AM251+WIN55,212)/AM251

Relative frequency (
a
o

Az LHRH neuronok GABA mPSC frekvencidjat csokkenti a WIN, mely hatas kivédheto az
AM?251 alkalmazasaval.

Munkacsomag szama. 13

Feladat/cél megnevezése. FAAH mRNS 6sztrogén fliggdségének vizsgalata LHRH sejtben.
Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. Mivel az in situ hibridizacios megkdozelités nem
volt alkalmas az LHRH idegsejteken beliili FAAH expresszio vizsgalatira, a FAAH
transzkripcid feltételezett Osztrogén fliggésének igazolasara kvantitativ PCR vizsgéalatokat
végeztiink az Osztrogén receptorokban kiilondsen gazdag preoptikus teriiletbél Kimetszett
szovetmintakbol. Ovariektomizalt és ovariektomiat kdvetden Osztradiollal szubsztitualt egerek
FAAH mRNS expresszidjat hasonlitottuk 6ssze. Hasonloképpen vetettiik fel az 6sztrogén
kezelés hatdsara DAGL-a és CB1 mRNS szintekben bekdvetkezd esetleges valtozasokat. A
hormonpdtlast egy hétig végeztik, bdr ald beiiltetett szilikon kapszulaban 100pg/ml,
napraforgoolajban oldott Osztradiolt alkalmazva. A mintdkb6l RNS-t izolaltunk, reverz
transzkripcioval cDNS-t irtunk vissza, majd valosidejii PCR hasznalataval hasonlitottuk dssze
az ovariektomizalt és 6sztrogénnel kezelt csoportok expresszids szintjeit, ANOVA statisztikai
probat alkalmazva.

Eredményeink szerint ovariektomizalt egerek és Gsztradiollal szubsztitualt egerek preoptikus
teriiletén a FAAH és a CB1 mRNS-ek szintje marginalis valtozast mutatott, mely nem érte el
a statisztikai szignifikancidt. Ezzel szemben, a DAGL-a kismérvii emelkedése Osztradiol
hataséra statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult. Azon tovabbi, publikalt tanulméanyainkban,
melyekben a frontalis agykérgi transzkriptom Osztrogén-fiiggését vizsgalatuk, a kannabinoid

rendszerrel Osszefliggd fenti gének nem mutattak valtozast, sem akut, sem kronikus
paradigmaban.
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CB1 (A), FAAH (B) és DAGL-a (C) mRNS szintek alakuldsa vivéanyaggal (V) és

osztradiollal (E2) kezelt egerek preoptikus teriiletén.

Munkacsomag szama. 14

Feladat/cél megnevezése. Harmas jelolés kidolgozasa CB1 és neurotranszmitter/ neuropeptid

immunreaktivitds egyiittes kimutatdsira LHRH idegsejtek afferenseiben.

Elvégzett munka és eredmények bemutatasa. Kiilonbozé fluorokromok hasznalataval

immuncitokémiai harmas jeloléseket végeztiink az LHRH (kék), CB1 (z6ld) és a vezikularis

neurotranszmitter transzporterek vagy neuropeptidek (piros) egyiittes kimutatasara. Az LHRH

idegsejtekkel szoros kapcsolatban 4ll6 varikozitdsokban kolokalizacié csak CB1 és kisspeptin

vonatkozasdban volt kimutathatdo, mig CB1, VGLUTI-3 illetve VIAAT esetében az

immunreaktivitast jelzé profilok az afferensekben atfedésbe nem, vagy csak nagyon ritkan
kertiltek.

CBI (zold) immunreaktivitas megjelenése (nyil) LHRH
(kék) idegsejttel szoros kapcsolatban lévo kisspeptin (piros)

axon varikozitasban. A kolokalizacio sarga szinben tiinik
fel.

Munkacsomag szama. 15

Feladat/cél megnevezése.

Harmas-jeloléses vizsgalatok elvégzése LHRH neuronok CB1 mRNS tartalmt és egyuttal
GABAerg vagy glutamaterg afferenseinek vizsgalatara.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Azon vizsgalataink nem hoztak meg a kivant
eredményt, melyekben az LHRH-barley lectin transzgenikus egértdrzs hasznélataval
probaltuk meg azonositani az LHRH idegsejtek bemeneteit ado interneuronokat. A negativ
eredmények lehetséges oka a transzgenikus egértdrzs tul alacsony szintli barley lectin
termelése vagy ,.transgene silencing” jelenség volt. Alternativ megkdozelitésként a GABAerg
¢és glutamaterg afferenseket immuncitokémiai, immun-elektronmikroszkopos valamint in situ
hibridizaciés modszerekkel vizsgaltuk. A CB1, GAD65 és VGLUT2 mRNS-ek in situ
hibridizacios térképeinek Osszevetésével azonositottuk a preoptikus area és a hypothalamus
fobb GAD65/CBI1 és VGLUT2/CBI1 expressziot mutaté teriileteit. Kettds in situ hibridizacios
vizsgalatokkal egy-sejt szinten is igazoltuk, hogy mindezen teriileteken GABA/CBI1 ill.
glutamat/CB1 kettds-fenotipusut  egyedi  neuronok  fordulnak  eld. Immun-
elektronmikroszkopos tanulmanyokban szinaptikus kapcsolatot tartunk fel CB1-immunreaktiv
idegrostok ¢s LHRH-immunreaktiv sejttestek valamint dendritek kozott. A szinapszisok egy
része a GABAerg rendszerre jellemzd szimmetrikus morfologiat mutatott. Elektrofiziologiai

19



vizsgalatsorozattal sikeriilt is igazolni, hogy a kannabinoidok hatasat az LHRH neuronok felé
foképp GABAerg idegsejtek kozvetitik, GABAa receptoron keresztiil.

CBI (autoradiogrdfias jel) és GADG6S (lila hisztokémiai jel; BCIP/NBT festék) mRNS-
eket egyiittesen expresszalo neuronok in situ hibridizdacios megjelenitése az egeér
hypothalamusaban.

Munkacsomag szama. 16

Feladat/cél megnevezése. Magas €s alacsony 0sztrogén koncentracio esetén mérjiik az EPSCk
¢s IPSCk jellemzd paramétereit az LHRH neuronokon. CBI1 antagonista alkalmazéasaval
vizsgaljuk az 6sztrogén retrograd kannabinoid szignalizacidban betdltott szerepét.

Elvégzett munka és eredmények bemutatisa. Whole cell patch clamp mérésekkel kivantuk
vizsgalni, hogy az 0sztrogén az akut agyszeletben talalhato LHRH-GFP neuronokban hogyan
befolyasolja a PSC-k paramétereit. A palyazati projekt indulasa utdn azonban mas
kutatolaboratoriumbol megjelent egy kozlemény (Chu et al., J Neurosci 2009/29/5616-5627),
amelyben leirtak, hogy az LHRH neuronokban az 6sztrogén képes modositani a GABA PSC-
ket. Az altaluk hasznalt modellben ovariektomizalt allatokban vizsgaltak, hogy hogyan hat a
GABAerg neurotranszmissziora az alacsony valamint a magas 0sztrogén szint, és azt talaltak,
hogy a PSC-k frekvencidja és amplitidoja is fiigg az Osztrogén koncentraciojatol. Sajat
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kisérleteink ugyanakkor azt mutattak, hogy sem az endokannabinoidok receptoranak (CB1),
enzimeknek (DAGL illetve FAAH) az mRNS expressziojat nem, vagy csak marginalisan
befolyasolta az Osztrogén szint. Ez arra utal, hogy noha a PSC-k paramétereit képes
megvaltoztatni az 0Osztrogén koncentracidé magas illetve alacsony mivolta, ez nagy
valdszinliséggel nem az endokannabinoid szignalizaci6 révén torténik.
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