OTKA 81522 témapalyazat részletes zardjelentése.
Dr. Nagy M. Gyorgy
2013.

A hypophysis eliilsé lebeny prolaktin sejtjeinek intracellularis jelatviteli
mechanizmusait vizsgalva, megallapitottuk, hogy him allatokban a dopamine (DA) megvonas
(haloperidol, raclopride, aMpT) hatasara a hypophysis eliilsé lebenyében a pAkt (Thr308-on)
¢s pERK szintje jelentésen megemelkedik. Laktalo allatokban szopasi stimulus hatasara az
Akt és ERK foszforilacioja ugyancsak jelentésen fokozodik. Ovariektomizaét (OVX) ndstény
allatokban haloperidol kezelés fokozza az Akt foszforilacidjat a (Thr308-on) mind a
hypophysis eliilsé- mind a koztilebenyében. Igazoltuk, hogy az ERK foszforilacio feltehetbleg
szerepet jatszik a laktacio soran bekdvetkezd hipofizealis hormonvalaszokban, de a prolaktin
elvalasztas szabalyozasaban kozvetleniil nem vesz részt. A norepinephrin transzporter (NET),
B-arrestin ¢s GSK3 immunhisztokémiai (IHC) kimutathatosaga a hypothalamo-hypophysealis
rendszerben alatamasztja azt, hogy a D2-es tipusu DA receptorhoz kapcsolt un. p-arrestin-
fliggo jelatviteli mechanizmus szerepet jatszik a hypophysisben egyes fiziologias (szoptatas),
tovabba bizonyos farmakolégias kezeléseket kovetden (pl. D2 receptor antagonista, mint
haloperidol, raclopride) és patologias allapotokban (mint pl. hypophysis adenoma), ahol a
megvaltozott D2 receptor érzékenység hatterében a jelatvivd mechanizmusokban tortént
valtozas ill. valtas valoszintsitheté. Az amphetamine (AMPH) elékezelés, mely
nagymértékben fokozza a DA {iritését a DAerg neuronok terminalisaibol, csokkentette a
szopasi inger hatasara bekovetkez6 plazma prolaktin szint emelkedést. Ezzel parhuzamosan a
szopasi inger hatasara bekovetkezd hypophysealis Akt phosphorilaciot teljesen kivédte. Ez a
megfigyelés ugyancsak arra utal, hogy a prolaktin elvalasztas DAerg tonusos gatlasaért,

legalabb is részben, egy B-arrestin-fiiggd jelatviteli mechanizmus is felelds. (Mdrk Oldh, Ibolya
Bodnar, Zsuzsanna Szepesi, Palma Fehér, Miklos Vecsernyés, Gyorgy M. Nagy: Tonic dopamine (DA) inhibition
of pituitary prolactin (PRL) secretion is due to a p-arrestin- dependent and cAMP-independent signaling
mediated by D2 DA receptors. Kézirat elkiildve, 2013.)

Az  un.  arrestin-fliggd  szignaloszom”  (arrestin/Akt/PP2A)  létrejottét
megakadalyozand6 intracerebro-ventricularis (icv) okaddnsav (PP2A gétld) beadasat
kovetden emelkedik a plazma prolaktin szint, tovabba a haloperidol (D2-receptor gatld)
kezelésre bekdvetkezd prolaktin szint emelkedése csokken. Vizsgalataink soran, amikor arra
kerestiink valaszt, hogy milyen egyéb fiziologias allapotban jatszhat még szerepet az arrestin-

figgd (G fehérjétdl filiggetlen) jelatvitel a prolaktin elvélasztds szabalyozasaban



megallapitottuk, hogy ovariectomizalt allatokban a két hetes Osztrogénkezelés szétkapcsolja
az arrestin-fiiggd jelatvivé utvonalat. Ezen kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy az
Osztrogén hatasa részben membranhoz kotott receptorok kolesonhatasa (cross-talk) révén (D2
receptor €s membranhoz kotott Osztrogén receptor kozott) valosul meg. Ezt a feltételezést
tovabbi kisérletekkel kell még igazolni. Megvizsgaltuk azt is, hogy az altalunk korabban leirt
prolactin releasing factor (PRF), a salsolinol miként befolyasolja az Akt foszforilaciot, azaz
jelatvivé mechanizmusként az arrestin-fliggd vagy a G-fehérje-fiiggé mechanizmust
hasznalja-e. Megallapitottuk, hogy a salsolinol fokozza az Akt foszforilaciot, azaz a DA
medialta arrestin fiiggé tonusos prolaktin gatlast kapcsolja szét. Ennek a megfigyelésnek azért
van kiilonos jelentdsége, mivel fizioldgias koriilmények kozott (mint laktacid idején, vagy
kiilonboz6 stressz  helyzetekben) a prolaktin szint emelkedése a salsolinol emelkedett
szintjének koszonhetd (Oldh M, Bodnar I; Galit D, Toth EB, Vecsernyés M, Nagy GM. Role of Salsolinol in
the Regulation of Pituitary Prolactin and Peripheral Dopamine Release. Reproductive Medicine and Biology
10(3):143-151. 2011).

Eredményeik egyértelmiien alatamasztiagk a pdlydazat kutatdsi koncepciojaban
megfogalmazott feltételezésiinket, hogy az un. arrestin-fiiggo (G-fehérje fiiggetlen) jelatvivo
ut fiziologias koriilmények kozott alapveté jelentoséggel bir a hypophysis prolaktin
elvdlasztasanak tonusos hypothalamikus gatlo szabdlyozdsaban (Viktoria Reinhoffer, Mdrk Olah,
Miklos Vecsernyés, Béla E. Toth and Gydrgy M. Nagy: The Regulation of Pituitary Prolactin Secretion:

Hypothalamic, Intrapituitary and Intracellular Factors and Signaling Mechanisms, Chapter 10, Prolactin.
Edited by Gyorgy M. Nagy and Bela E. Toth, ISBN 978-953-51-0943-3, Hard cover, 230 pages, Publisher:

InTech, Published in January 23, 2013).

A reverse hemolytikus plaque assay moddszerének segitségével megallapitottuk, hogy
az arrestin knock-out him egerek eliilsé lebenyében a mammotrop sejtek szama szignifikansan
magasabb mint a vad tipusu egerekben. Ezzel parhuzamosan megvizsgaltuk azt is, hogy
kiilonbozik-e az arrestin hidnyos egerekben a DA kezelésre bekdvetkezd hormon vélasz. A
DA gatl6 hatasa mind a sejtszdm mind az atlagosan iritett hormon vonatkozasaban arrestin
knock-out allatokban csokkent mértékii. Ez a kisérleti eredmény arra utal, hogy az arrestin
hianyaban mind a mammotrop proliferaciéo mind a prolaktin tirités gatlasa zavart szenved. A
proliferacié fokozott és a DA-nal vald gatolhatosag csokkent mértékii. Ezek az eredmények
tovabbi megerdsitést jelentenek ahhoz, hogy az arrestin fiiggd jelatvivé mechanizmus szerepet
jatszik a prolaktin elvalasztds DAerg gétlasdban. Ami a deszenzitizacid (arrestin) hianyaban

varhat6 prolactin elvalasztast serkentd faktorokkal kapcsolatos érzékenyitést (szenzitizaciot)



illeti, megallapitottuk, hogy az angiotensin prolactin tiritést serkentd hatasa arrestin knock-out
egerekben csokkent mértékii (Koziésre elkeészités alatt).

A hipofizis eliils6 lebenyi metszeteken a B-arrestin és GSK3 immunhisztokémiai
(IHC) vizsgalatok soran, kontrolként tyrosin hydroxylase (TH) ill. phospho-TH (p-TH)
immunfestéseket is készitettiink. Ezen vizsgalatok kapcsan a hypophysis kozti-hatso
lebenyében torténd TH immonoreaktiv rostok kimutatdsa mellett, nagyon jellegzetes
megoszlasban TH/p-TH immunoreaktiv sejteket is talaltunk egerek (CD1) hypophysisének
eliils6 lebenyében. Ez merében 0j megvilagitasba helyezi az egér hypophysis eliilsd
lebenyének miikodésérol vallott eddigi felfogasunkat. A p-TH kimutathatosaga arra utal, hogy
az enzim aktiv (azaz phosphorylalalt) forméja is jelen van eliils6 lebenyi mirigy sejtekben. TH
in situ hybridizacioval sikeriilt igazolni, hogy a TH immunpozitiv sejtekben a TH mRNA is
jelen van. Még meglepdbb volt az a tovabbi megfigyelés, hogy PCR segitségével a DA-NE
atalakuldsban szerepet jatsz6 enzim, a DA-béta-hydroxylase (DBH) is kimutathato az eliilsd
lebenyben. Ez arra utal, hogy a szintézis DA-nal nem all le, hanem NE is keletkezhet. Ezen
eredmények tiikrében a NE transzporter (NET) immunfestés kiilonds jelentdséget nyert, mely
vizsgalatok pozitiv eredménnyel zarultak. (4 fenti megfigyeléseket tartalmazé kézirat kozlése
el6késziiletben van, 2013). A hypophsis eliilsé lebenyének immunhisztokémiai vizsgalata soran
mind a vad tipus mind az arrestin knok-out allatokba, a CD1 tipusu egerekhez hasonldan, TH-
t termeld sejteket talaltunk. A TH pozitiv eliilsé lebenyi sejtek jorésze p-TH antitestel is
kimutathat6. Ezek szama szignifikansan magasabb az arrestin knock-out allatokban mint a
vad tipusu egerekben, ami felveti egy .intrahypophysealis kompenzatorikus DAerg
szabdlyozo mechanizmus” jelenlétét. 1dokozben a fentiekben leirtak jelentGségét az a
megfigyeléslink is alatdmasztotta, miszerint a szopdsi inger hatasara bekovetkezd prolaktin

vélasz a TH ill. p-TH normal mitkddéséhez kotott. (Fenér P, Olah M, Bodndr I, Hechtl D, Bacskay 1,
Juhdsz B, Nagy GM, Vecsernyés M. Dephosphorylation/inactivation of tyrosine hydroxylase at the median

eminence of the hypothalamus is required for suckling-induced prolactin and adrenocorticotrop hormone

responses. Brain Res Bull. 29;82(1-2):141-5, 2010).

Egy Japdn munkacsoporttal kollaboracidban szamos allatmodelben, igy tehénben,
juhban ¢és disznoban is kimutattuk, hogy a salsolinol, mely képes a D2 receptor arrestin fliggd
jelatviteli atjat szétkapcsolni, prolaktin iirit6 hatisa, mind in vivo mind in vitro koriilmények
kozott, a thyrotropin-releasing hormon (TRH) prolaktin irit6 hatasatol fliggetlen
mechanizmus révén jon létre. Megallapitottuk tovabba, hogy a patkdnyokban leirtakhoz
hasonldan, a salsolinol plazma prolaktin szint emel6 hatasat a DA eldkezelés teljes mértékben

kivédi. (Hashizume T, Sawada T, Yaegashi T, Saito H, Ezzat Ahmed A, Goto Y, Nakajima Y, Jin J, Kasuya E,
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Nagy GM. Characteristics of prolactin-releasing response to salsolinol in vivo in cattle. Domest Anim
Endocrinol. 39(1):21-5, 2010.; Yaegashi T, Jin J, Sawada T, Saito H, Fiilop F, Nagy GM, Hashizume T. Effects
of photoperiod on salsolinol-induced prolactin secretion in goats. Anim Sci J. 83(5):418-25, 2012.; Hashizume
T, Sawada T, Nakajima Y, Yaegashi T, Saito H, Goto Y, Jin J, Fiilop F, Nagy GM. Bromocriptine inhibits
salsolinol-induced prolactin release in male goats. Anim Sci J. 83(1):63-7, 2012.; Hashizume T, Yaegashi T, Jin

J, Sawai K, Fiilop F, Nagy GM. Effects of melatonin on salsolinol-induced prolactin secretion in goats. Anim Sci
J. 84(4):334-40, 2013.).

A tamogatasi periodus alatt szamos megtiszteld felkérésnek is eleget tettiink.
Nevezetesen 2010- ben a Japan Androlégiai Tarsasdg meghivasanak ecleget téve, plenaris
eléadoként ,, Physiological Role of Salsolinol in the Regulation of Pituitary Prolactin Secretion”
cimmel tartottam el6adast (9th Annual Meeting of Japan Society of Andrology, Nippon Veterinary
and Life Science University, Musashino-shi, Tokyo, Minami Sakai city, July 30-31, 2010. Japan),
melyet kovetett a felkérés egy dsszefoglald cikk megirdsara. Ez a palyazat tdmogatasaval elért

eredmények Osszefoglalasara adott nagyszerii alkalmat, mely 2011-ben jelent meg. (Olan M,

Bodnar I; Galit D, Toth EB, Vecsernyés M, Nagy GM. Role of Salsolinol in the Regulation of Pituitary Prolactin
and Peripheral Dopamine Release. Reproductive Medicine and Biology (2 May 2011), pp. 1-9.

doi:10.1007/s12522-011-0086-5 Key:citeulike:9263013, 2011,). 2012-2013-ban komoly kihivast
jelentett a Prolactin (Edited by Gyérgy M. Nagy and Bela E. Toth, ISBN 978-953-51-0943-3, Hard cover,
230 pages, Publisher: InTech, Published in January 23, 2013 under CC BY 3.0 license DOI: 10.5772/2950)
cimmel megjelent konyv szerkesztéi feladata. A tizenkét (12) fejezetet tartalmazd konyv
szerkesztése mellett két fejezetet (Chapter 8: The Role of Prolactin in the Regulation of Male Copulatory
Behavior written by Toru R. Saito, Mdark Oldh, Misao Terada and Gyérgy M. Nagy; Chapter 10: The Regulation

of Pituitary Prolactin Secretion: Hypothalamic, Intrapituitary and Intracellular Factors and Signaling
Mechanisms written by Viktéria Reinhoffer, Mdark Oldh, Miklés Vecsernyés, Béla E. Toth and Gydrgy M. Nagy,

http://www.intechopen.com/books/mostdownloaded/prolactin) magunk irtunk a koényvben, melyek

koziil kiilondsen az masodik (Chapter 10) kitliné alkalmat jelentett a jelen beszamoldnkban
részletezett eredmények egy részének leirasara. Ugyancsak 2013-ban jelent meg Stress and

Immunity cimmel az Advances in Neuroimmune Biology, (Volume 3, Number 3-4 / 2012, Publisher
IOS Press, ISSN 1878-948X  Guest Editors: Istvan Berczi, Andrés Quintanar Stephano and Gyorgy
http://iospress.metapress.com/content/v6715241235v/?p=4593d5d285eb4d93b5df91d1e9493e2a&pi=2)

kiilonszdma, melyben ugyancsak szerkesztdként mikodtem kozre és egy fejezetet irtunk
(Miklés Vecsernyés, Krisztina J. Kovacs, Béla E. Téth, Laura Welke and Gyérgy M. Nagy: New Aspects of the
Immunoregulation by the Hypothalamo-Pituitary-Adrenal (HPA) Axis, pp:287-295, in Advances in
Neuroimmune Biology, Stress and Immunity, Volume 3, Number 3-4 / 2012)

A kutatasi terv kidolgozasaban résztvevok koziil Olah Mark 2011-ben védte meg PhD

értekezését. Kutatasi témaja a palyazat anyagdra épiilt. Ezen feliil a témdaval kapcsolatos
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http://iospress.metapress.com/content/v6715241235v/?p=4593d5d285eb4d93b5df91d1e9493e2a&pi=2

kisérleti eredmények szolgéltak alapot 2011 ¢és 2013 kozott harom, Reinhoffer Viktoria,
Sandor Réka Zsuzsanna és Salamon Petra végzOs orvostanhallgatok altal készitett

szakdolgozat megirasahoz.



