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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC: avidin biotin komplex

AOB: jarulékos szaglogumo

AvPv: anteroventralis periventrikularis mag
DA: dopamin

DAB: 3,3’-diamino benzidin

ER: 0sztrogén receptor

ER-IR: 6sztrogén receptor-immunreaktiv
GABA: gamma-aminovajsav

GABA-IR: GABA immunreaktiv

GAR: kecske anti-nyul antitest

KO: knockout

MOB: 6 szaglogumd

NGS: normal kecske szérum

PAP: peroxidaz-antiperoxidaz komplex
PB: foszfat puffer

PBS: foszfat puffer sooldata

PRL: prolaktin

SNB: gerincvel6 bulbocavernosus magja
TBS: tris puffer s6oldata

TIDA: tuberoinfundibuléris dopaminerg
TH: tirozin hidroxilaz

TMB: 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin dihidrokoriddal

VMN: ventromedialis mag



1. BEVEZETES

Ma mar altalanosan elfogadott az a nézet, hogy a kdzponti idegrendszer az
egyedfejlodés soran kiilonbozo plasztikus valtozasokon megy at. Kozel 100 évvel
ezeldtt Ramoéon y Cajal (1911) mar feltételezte, hogy felndtt allatok neurondlis
Osszekottetései az idegrendszer mitkddése sordn valtozhatnak. Akkortédjt nem fogadtak
el Cajal véleményét, és egészen a mult szdzad kdzepéig (Hebb 1949) ugy vélték, hogy
a neuronalis plaszticitds a mar 1étezé szinapszisok atviteli intenzitdsdban jelentkezd
viselkedés- és adaptacio-indukalt valtozas, amelynek nincs morfologiai jele.

Azdbta egyre tobb kisérlettel sikeriilt kimutatni, hogy valdjaban morfologiai
valtozasok zajlanak le az agyban, amelyek kozremiikddnek a kiilsd és belsé kornyezet
koriilményeinek atalakulasahoz vald funkciondlis alkalmazkodéasban. Noha ezen
neuroplasztikus valtozasok mértéke ¢és kiterjedése az egyedfejlodés soran a
legjelentdsebb, a feln6tt egyedek agya is kiemelkedd strukturalis és funkcionalis
kapacitéassal bir. Lényeges megemliteni, hogy a plasztikus valtozasokat kivaltdo okok
is igen sokfélék lehetnek. Ilyen neuroplasztikus hatasu tényezdk kozé sorolhatoak a
nemi hormonok, amelyek erdteljesen befolyasoljak az agyban lejatszodé sejtszintli és
molekularis folyamatokat. Az egyedfejlodés soran a szteroidok jelenléte
nélkiilozhetetlen a nemi hormonokra érzékeny régiok kialakitasdban, melynek
eredményeképp mind funkciondlisan, mind morfologiailag szexudlisan dimorf
tertiletek jonnek létre az agyban. Ugyanakkor felnétt allatokban a nemi hormonok a

strukturalis és funkcionalis valtozasok aktivalasaban is kozremikodnek.

1.1. A nemi hormonok organizalé és aktivizalé hatasa

Szamos irodalmi adat igazolja a nemi hormonoknak a kdzponti idegrendszer
szexudl szteroidokra érzékeny teriileteire kifejtett organizald és aktivizdld hatdsat
(Arnold és Breedlove 1985). Az organizalo hatasok tartosak ¢és az egyedfejlodés soran
aktivizalodnak, fOként a magzati-ujsziilottkorban, amikor az Osztrogének és az
aromatizal6do androgének befolydsoljak az idegek fejlodését és az ideghalozatok
kialakuldsat. Mindezek kovetkeztében a kozponti idegrendszer szamos teriilete
szexudlisan differencidlodik.

A nemi dimorfizmus elsé leirdi kozé tartozd Nottebohm €és Arnold (1976) azt

tapasztaltdk, hogy az ¢énekesmadarak hangképzésért felelés agyi kdzpontjai



szignifikdnsan nagyobbak himekben mint ndstényekben. Hasonld strukturalis
kiilonbségeket irtak le fiirjek (Panzica és mtsai. 2001) és patkanyok (Gorski és mtsai.
1978) medialis preoptikus magjdban, valamint gyikok anterior hypothalamus

A nemi hormonok hatdsa patkdnyok gerincveldjének bulbocavernosus
magjaban (SNB) is megfigyelhetd, himekben ez a mag tobb neuronbol épiil fel. Ebben
az esetben, a nemi hormonok organizald szerepét aldtdmasztja az a tény, hogy ndstény
allatok tesztoszteronnal valo prenatélis kezelése maszkulinizalo hatéssal volt az SNB
neuronjainak mennyiségére (Breedlove és Arnold 1983). Mindezeken tal a
strukturdlis szexualis dimorfizmus szamos egyéb szervezddési szinten is
manifesztalodhat. fgy a nemeket illetden eltéréseket talalhatunk a dendritikus
strukturakban, az idegsejtek membranjanak felépitésében ¢és a neuronalis
kapcsolatokban egyarant (Garcia-Segura €s mtsai. 1994).

A szinaptikus mintazatokat érintd organizalo/fejlodési hatasok tekintetében a
ventromedialis mag (VMN) ventrolaterdlis részének szinaptikus szervezddésében
irtak le els6ként szexualis dimorfizmust. NOstényekhez viszonyitva himekben a
dendrittiiskéken és a dendrit torzson 1€évo szinapszisok denzitasa jelentésen nagyobb.
A tiiskeszinapszisok denzitasdnak mintazata a sziiletést kovetd 5. napra alakul ki, €s a
posztnatdlis élet soran mindvégig valtozatlan marad. Ujsziiltt ndstények
tesztoszteronnal torténd kezelése megnovelte az axo-dendritikus szinapszisok szdmat,
a himekre jellemz0 mintazatot alakitva ki. Masrészt, jsziilott him egyedekben a
tamoxifen injektalas szignifikdnsan lecsokkentette a tiiskeszinapszisok denzitasat, igy
a felnétt ndstényeknél megfigyelhetd mintazat alakult ki (Pozzo Miller és Aoki 1991).

Az utébbi években egyre tobb kutatds foglalkozott a nemi hormonok
aktivizalé hatasdval. Ezek a hatdsok atmenetick és az aktualis hormonszintnek
megfelelden valtoznak. Az aktivizalo hatasok legjellegzetesebb tulajdonsaga az, hogy
nemcsak az egyedfejlédés, hanem a felndtt élet sordn is jelentkeznek, az agyi
miikddés majdnem minden aspektusat befolyasolva. Az egyre szaporod6 eredmények
ellenére is épp csak bepillantast nyerhetiink a gonadalis szteroid indukalt
neuroplaszticitds hatasmechanizmusdba, hiszen nagyon kevés informaci6é all a
rendelkezésiinkre a szinaptikus események id6tartamat illeten.

Kordbban tgy véltek, hogy a nemi hormonok a mar kialakult neurondlis
kapcsolatok aktivitasanak megvaltoztatdsaval modositjak a felndttekre jellemzd

viselkedést. Ez az oka annak, amiért a korai tanulmanyok a neuropeptidek és a



neurotranszmitterek szintézisére, valamint a receptorok szaméanak megvaltozasara
fokuszaltak (Cardinali és Vacas 1978; Romano és mtsai. 1989). Ugyanakkor egyre
tobb adat igazolja, hogy a kifejlédott agyat éré6 hormondlis hatasok morfologiai
valtozasokat is eldidéznek. Példaul, DeVoogd és Nottebohm (1981) kimutatta, hogy
ovariektomizalt feln6tt kanarik nemi hormonokkal torténé kezelése dendritikus
novekedést indukalt bizonyos agyi régidkban. Him patkanyok kasztraldsaval
eldidézett androgén szint pedig drdmai strukturalis valtozdsokat eredményezett
(rovidebb  dendritnyulvanyok és zsugorodott perikarion) a motoneuronok
androgénekre érzékeny csoportjaban, amely a himek péarzasi funkcidiban vesz részt.
Ezek a valtozasok visszafordithatéak, amennyiben az allatokat androgénnel kezelik.
Kurz és munkatarsai (1986) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy felndtt allatok
androgén szintjének fiziologids ingadozasa szoros kapcsolatban all ezen neuronok

strukturalis és funkcionalis valtozasaval.

1.2. Kiilonb6zo hypothalamikus magvak szinaptikus kapcsolatainak hormon

indukalt valtozasai

Az elmult évek kutatdsainak koszonhetéen az az altalanos nézet terjedt el,
hogy a nemi hormonok képesek szinaptikus plaszticitast, azaz strukturalis
atrendezddést indukéalni az idegrendszer bizonyos részeiben. A nemi hormonok
szaporodassal Osszefiiggd szerepének kovetkeztében a szinaptikus valtozasok féként
azon agyi régiokban jatszodnak le, amelyek részt vesznek a szaporodas és a
neuroendokrin események idegi szabalyozasaban. Igy a kezdeti kutatasok a
hypothalamus-ra, az agy egyik f6 vegetativ kozpontjara iranyultak. Az akkori
tanulmanyok szerint a magnocellularis oxitocinerg neuronok ¢&s asztrocitaik
funkciojaban a laktacid eldidézte atalakuldsokat ezen neuronok szinaptikus
bemeneteiben bekovetkezd valtozasok kisérik: a szinapszisok szdma sziiletéskor nd,
az anyatol valo elvalasztast kovetden pedig csokken. (Theodosis és mtsai. 1981;
Theodosis és Poulain 1984). Az egyik legrészletesebb tanulmany (Gies és Theodosis
1994) ravilagit arra, hogy a hormonalis kérnyezet valtozdsa nem minden szinapszisra
hat, ugyanis a GABA immunreaktiv (GABA-IR) végzddések, ezek kozil is fdleg
azok, amelyek a szomakon végzddnek, szignifikdnsan nagyobb szamban fordulnak

el6 laktald patkanyokban. A szinapszisok szamaban bekovetkezd emelkedés



crer

meg.

Calizo és Flanagan-Cato (2000) kimutatta, hogy ovariektomizalt patkdnyok
két napig tartd Osztradiol benzoattal vald kezelése 48%-osan megndvelte a
ventromedialis mag ventrolateralis részében a dendrittiiskék el6forduldsanak a
gyakorisdgat, de nem volt hatdssal a mag dorzalis részén elhelyezkedd
tiiskeszinapszisok stirliségére. A VMN idegsejtjeinek primer detritjei eltéré mddon
reagalnak Osztrogén hatdsdra: az Osztrogén kezelés kétszeresére emelte a
tiiskeszinapszisok szamat a rovid primer dendriteken, de nem befolyasolta a hosszu
primer dendritek tiiskeszinapszisainak stirliségét.

A szinaptikus atrendezddéssel kapcsolatos kisérleti adatok nagy része a
nucleus arcuatus-on végzett vizsgalatokbol szarmazik. Arai és Matsumoto (1978)
bizonyitotta, hogy ndstény patkanyok posztnatalis fejlodése alatt torténd Osztrogén
kezelés hatassal van a szinapszisok képzddésére. Kapcsolataitol megfosztott arcuatus-
ban harom hetes 0Osztradiol-benzoat kezelés mérsékelte az axo-szomatikus
szinapszisok deafferentaci6 indukalt csokkenését (Matsumoto és Arai 1979). Ezek a
kezdeti eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy a nucleus arcuatus idegsejtjeinek
plasztikus  képessége Osztradiol kezelés hatdsara szignifikansan fokozddik
(Matsumoto ¢és Arai 1981). Az arcuatus szinapszisai fazisos atrendezdédésen mennek
keresztiil, amely szoros Osszefliggést mutat a nemi ciklus sordn tapasztalhatd
hormonkoncentracié valtozasaval (Olmos és mtsai. 1989). A nucleus arcuatus axo-
szomatikus szinapszisainak szama jelentdsen csokken a prodsztrusz reggele ¢és
délutanja kozott, és valtozatlanul alacsony szinten marad az Osztrusz reggeléig, majd
csak a metdsztruszt/diosztruszt kovetden éri el Gjra a kezdeti szintet. Kézismert, hogy
a vérben keringd Osztradiol szintjének csucsat a proosztrusz reggelén éri el, ami azt
sugallja, hogy az Osztradiolnak serkentd hatasa lehet ezekre az eseményekre. A
hipotézis valdszinliségét igazoljadk Garcia-Segura ¢és munkatarsai altal végzett
kisérletek (Garcia-Segura és mtsai. 1986), valamint sajat vizsgalataink a kiilonb6zd
tipusu szinapszisok szdmanak morfometriai elemzése alapjan szintén erre utalnak
(Csakvari ¢és mtsai. 2007). Feln6tt, szabalyosan ciklizald patkanyok esetében a
szinaptikus atrendez6dés a hormonszint valtozasaval szinkronban zajlott le és
ugyanolyan jellegii volt, mint ovariektomizalt és 17p-0sztradiollal kezelt allatokban.

Egyre tobb adat tdmasztja ald, hogy a nucleus arcuatus-ban az Osztradiol

eldidézte szinaptikus plaszticitds specifikus, mert csak bizonyos tipustl szinapszis



reagal a hormon hatisara (Parducz és mtsai. 1993). Elektronmikroszkdpos szinten
végzett kvantitativ posztembedding immunhisztokémiai vizsgalatok igazoljak, hogy
ovariektomizalt patkdnyok nucleus arcuatusa-ban az axo-szomatikus végzdédések
tobbsége GABA immunoreaktiv. 17B-0sztradiollal torténd egyszeri kezelés a GABA-
IR axo-szomatikus szinapszisok szamdénak szignifikans csokkenését eredményezte.
Ezzel szemben, a hormonkezelés nem befolydsolta az immunnegativ axo-szomatikus
szinapszisok szdmat. Ezek az adatok egyértelmilen mutatjdk, hogy az Osztradiol
fiziologids koncentracidja megvaltoztatja a nucleus arcuatushoz futd gatld hatasu
GABAerg axo-szomatikus bemenetek mennyiségét. Az utébbi idokben csoportunk
munkatéarsai kimutattdk (Parducz és mtsai. 2002), hogy az 6sztradiol kezelés nem
okoz valtozast az arcuatus axo-dendritikus szinapszisainak szdmaban, bar a serkentd
tiiskeszinapszisok térfogati stirlisége szignifikansan emelkedett a kezelést kdvetden.

Ezen tilmenden nagyon Iényeges kérdés, hogy a hormon hatdsdnak
preszinaptikus szinten megnyilvanulo specifikus jellege mellett befolyasoljak-e a
hatdst a posztszinaptikus, azaz a célsejtek. Az elsé ilyen iranya kisérletek
egyértelmiien jelezték, hogy a 17B-0sztradiol hatdsa nemcsak a pre-, hanem a
posztszinaptikus sejtektol is fiigg. A retrograd jelold Fluorogold alkalmazéasaval
megallapitottuk, hogy a nucleus arcuatus un. “hypophyseotrop” neuronjai, melyek
projekcidikat az eminencia mediana-ba kiildik, kevesebb axo-szomatikus bemenetet
kapnak, mint a nem jeldlt neuronok. A magon beliil a 17B-0sztradiol indukalt
szinaptikus atrendez6dés a neuronok ezen (az eminencia mediana-ba vetiild)
bizonyitja (Parducz és mtsai. 2003).

Szdmos anatdmiai és élettani adat valoszinlsiti, hogy ezek az A&ltalunk
Fluorogold technikaval azonositott hypophyseotrop” sejtek dopaminerg neuronok, €s
a neuroendokrin szabalyozasban igen fontos tuberoinfundibularis dopaminerg (TIDA)
rendszer részei. A dopaminerg neuronok immunhisztokémiai azonositdsa a dopamin
szintézisben szerepet jatszo enzim, a tirozin hidroxildz (TH) kimutatasaval torténik és
korabbi tanulmanyok azt is igazoltdk, hogy a nucleus arcuatusban 1évé6 GABAerg
végzddések kiterjedt szinaptikus kapcsolatot létesitenek ezekkel a TH tartalmu
sejtekkel (van den Pol 1986; Decavel és van den Pol 1992). Ez az anatomiai
szervezOdés alapja annak, hogy a GABAerg neuronok képesek kozvetleniil
befolyasolni ezen tuberoinfundibularis dopaminerg neuronok aktivitasat, és a dopamin

(DA) felszabadulasat a TIDA axonvégzddésekbdl. Ugyanakkor a TIDA neuronok
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aktivitasara az Osztradiol is hatdssal van him és ndstény allatokban egyarant (Shieh és
Pan 1996). Logikus volt tehat feltételezni, hogy a 17B-0sztradiol befolyasolja a
nucleus arcuatus TH-immunoreaktiv neuronjainak szinaptikus kapcsolatait, ennek
tanulmanyozasa volt egyik célkitlizésiink.

Az elmult évek soran megfogalmazodott egy igen fontos kérdés: vajon a nemi
hormonok altal kivaltott strukturdlis szinaptikus atrendezddés Osszefiigg-e a
neurondlis aktivitas valtozasaval. A legkézenfekvobb magyardzat az, hogy az axo-
szomatikus gatld szinapszisok szamdnak csokkenése, és ezzel egyidoben a
dendrittiiskéken levé serkentd szinapszisok denzitdsanak emelkedése egylittesen vezet
a nucleus arcuatus neuronalis aktivitasdnak erdsodéséhez (Parducz és mtsai. 2002).
Elektrofiziologiai adatokkal sikeriilt alatdmasztani, hogy az Osztradiol valdban
serkenti a nucleus arcuatus bizonyos sejtcsoportjaiban 1évé neuronok tiizelési
frekvencidjat. Ezek az eredmények felvetik annak a lehetdségét is, hogy az 6sztrogén
altal eldidézett morfologiai valtozdsok parhuzamba hozhatoak az idegsejtek
aktivitdsanak valtozasaval.

Noha altalanosan elfogadott tény, hogy a hormon indukalt szinaptikus
atrendez6dés jelentds szerepet jatszik a kozponti idegrendszer mikodésével
kapcsolatos folyamatokban, viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre a strukturalis
szinaptikus valtozasok iddébeli lefolyésat illetden. A korabbi tanulmanyok magara a
jelenségre és annak hatdsdra Osszpontositottak, amit a hosszatadvii hormonkezelést
kovetden figyeltek meg. Az a tény, hogy a szinaptikus valtozasok Osszefliggésben
vannak az 6sztrusz ciklus alatti hormonalis valtozasokkal, felveti annak a lehetdségét,
hogy a morfologiai valtozdsok inkdbb ordkon beliil, mintsem napokon keresztiil
zajlanak le, de ezt kozvetlen kisérleti bizonyitékokkal még nem sikeriilt igazolni.
Elektrofiziologias vizsgalatok eredményei vilagosan mutatjak, hogy efféle szinaptikus
atrendezd6dés kevesebb mint egy oran beliil lejatszodhat. Kis és munkatarsai (1999) az
arcuatus idegsejtjeinek spontan aktivitisanak szignifikdns emelkedését regisztraltak
25 perccel a 17B-0sztradiol beadasat kovetden. A szerzOk in situ preparatumot
hasznaltak, vagyis a kisérletek soran a vizsgalt sejthez tartozd Osszes szinaptikus
kapcsolat intakt maradt, lehetdvé téve a kutatok szamara, hogy végigkovethessék az
azonos egységen beliili hormonalis hatasok alakuldsat. Az dsztradiol beadasat kovetd
25 percen beliil észlelt fokoz6dd neurondlis aktivitds az arcuatus neuronjaihoz futd
gatlo szinaptikus bemenetek csokkenésének kovetkezménye lehet (Kis és mitsai.

1999).
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1.3. Az 6sztrogén hatasanak sejt és molekularis szintii mechanizmusai

A gonadok feldl érkezé Osztradiol szignal a sejtmagban 1évd receptorokon
keresztiil fejti ki transzkripcid szabalyozdsara gyakorolt hatasat. Az intracelluléris
Osztrogén receptorok (ER) homo-, ill. heterodimerekké rendezddése utan a DNS
Osztrogénre érzékeny szakaszaval (Estrogen Responsive Element) kdlcsonhatdsba
Iépve célgénjeik expresszidjat szabalyozzdk (Tsai és O'Malley 1994; Sanchez és
mtsai. 2002). Jelenleg a magi Osztrogén receptorok két altipusa ismert, a klasszikus
ERa és a nemrég felfedezett ERpB, génjeik nem azonos kromoszéman lokalizalddnak.
Az alfa és a béta Osztrogén receptor DNS-k6té doménje nagyfokt homoldgiat mutat
(97 %), mig a ligand kot6 domén csak 59 %-ban tartalmaz homolodg régidkat (Kuiper
¢s mtsai. 1996).

Mindkét tipust receptor az agy szdmos teriiletén detektalhato, expressziojuk
szintje terliletenként valtozo6 és nemi kiilonbséget mutat (Orikasa és mtsai. 2002), ami
utalhat az Gsztradiol egyes receptorokon keresztiil érvényesiilé kiillonb6z6 hatésaira
(Dubal és mtsai. 2001; Sanchez és mtsai. 2002). Ugyanazon neuronon beliili ERa. és
ERp jelenléte heterodimerek képzddéséhez vezethet, ami modosithatja a transzkripcid
specifitasat (Ogawa és mtsai. 1998), és a receptorok egymashoz viszonyitott aranyatol
fliggden az Osztrogén altal kivaltott eltérd hatasok megjelenését eredményezheti (Hall
€s McDonnell 1999).

ERa vagy B hidnya eltéré modon hat a szaporodasi viselkedések kialakulésara.
ERP knockout (KO) ndstény egerek subfertilisek (Krege és mtsai. 1998), ugyanakkor
mind a néstény, mind a him ERa KO egerek elvesztik termékenységiiket (Lubahn és
mtsai. 1993). Mindezek arra engednek kovetkeztetni, hogy mindkét tipusu
receptornak szerepe lehet a Hypothalamus-Hypophysis-Gonadok (HPG) altal alkotott
tengely szabalyozasaban (Temple és mtsai. 2003).

Nagyon kevés adatunk van az Osztrogén receptoroknak a 17B-Osztradiol-
indukalta szinapszis atrendez6édésben jatszott szerepérdl. Ezt kivantuk tanulmanyozni
a hypothalamus anteroventralis periventrikularis magjaban (AvPv), amely szenzoros
¢s hormonalis informacidk integracidos kozpontjaként a gonadotropin szekrécio
neuronalis szinten megvalosuld szabalyozasért felelds (Simerly 1998). Ez a mag

bdségesen tartalmaz olyan neuronokat, melyek 0sztrogén (Langub, Jr. és mtsai. 1991;
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Langub, Jr. és Watson, Jr. 1992b; Watson, Jr. és mtsai. 1994) vagy progeszteron
receptorokat expresszalnak (Simerly 1993).

Ciklizal6 ndéstény patkdnyok anteroventralis periventrikularis magjaban
Langub és munkatarsai (1994) 39%-o0s axo-szomatikus szinapszis szdm novekedést
tapasztaltak pro0sztrusz €és 0sztrusz ideje alatt. A kovetkez6 24 6raban a szinapszisok
szama 22%-kal csokkent, mig az ovariektomizalads eredményeként megndtt a magon
beliili axo-szomatikus szinapszisok szama. Szintén megfigyelték, hogy az dsztrogén
receptor-immunreaktiv (ER-IR) neuronok szignifikdnsan tobb szinaptikus bemenetet
kapnak prodsztrusz ¢és Osztrusz soran, mint a nem-ER-IR sejtek. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az ER-pozitiv és negativ sejtek eltér6 moddon
innervaltak. A Langub féle vizsgalatok idején még nem tudtuk, hogy az AvPv-ben
ERa-t és ERB-t expresszalo sejtek egyarant eléfordulnak, igy ebben a magban az
altalunk alkalmazott kettds jelolést hasznalva tanulmanyozhaté mindkét Gsztrogén
receptor szerepe a 17B-0sztradiol altal kivaltott plasztikus szinaptikus valaszokban.

Az 0Osztrogén indukalt plaszticitds pontos molekuldris mechanizmusa nem
ismert, de ugy tlinik, hogy intracelluléaris szignalokon keresztiil valosul meg. Ilyen
szempontbol, az Osztrogén is kapcsolatba hozhato az agyi c-fos gén szabalyozasaval
(Priest és Roberts 2000). Ez a proto-onkogén a kozvetlen korai gének csaladjaba
tartozik, €és transzkripcids aktivatorként kiilonféle szignal transzdukcios Utvonalakon
keresztiil fejti ki hatasat (Seternes és mtsai. 1998). A proto-onkogének kozé tartozo c-
fos a funkciondlis anatomiai térképezés leggyakrabban hasznalt eszkoze.
Alkalmazéasaval lehetdéség nyilik a kiilonféle stimulusokra aktivalodo sejtek
azonositasara (Greenberg és Ziff 1984; Sagar és mtsai. 1988). Masrészt a c-fos és a
jun csalad tagjai dimerizalddva transzkripcios faktorokat képeznek, amelyek a DNS-
hez kotddve célgének expresszidjara hatva tartés valtozasokat idéznek el6 a sejtek
fenotipusdban (Sheng és Greenberg 1990).

Fiziologias koriilmények kozott a c-fos mRNS és fehérje szintje nagyon
alacsony (Hughes és mtsai. 1992). Azonban akut hatdsokra a c-fos mRNS néhany
percen beliil indukalédik és 30-60 perc mulva eléri expresszidja csucsat. A c-Fos
fehérje maximalis szintjét a kezelést kovetd egy-hdrom oran beliil éri el, majd négy-
hat ora elteltével rohamosan eltlinik a sejtmagbol (Sonnenberg és mtsai. 1989; Chan
és mtsai. 1993). Altalanossagban elmondhaté, hogy a Fos indukcidja tiikrozi a
neuronok mitkddési aktivitasat (Sagar és mtsai. 1988a; Duncan és mtsai. 1993). Igen

sokféle hatas/faktor képes a c-fos expresszid indukalasara: neurotrofikus faktorok,
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neurotranszmitterek (Kovacs 1998a), depolarizacio, Ca®" influx ndvekedése és az
intracellularis/intranuklearis Ca*" szint emelkedése, tovabba ho, mechanikai és kémiai
stimulusok (Lima és mtsai. 1993), hormonhatés, és stressz (Kovacs 1998b).

Wang és munkatarsai (2004) kimutattak, hogy az Osztradiol hatdssal van a
foemlésok prefrontalis kérgében 1€vé c-fos expressziojanak mértékére. Tovabba a
hypothalamus-ban a Fos expreszidjanak szintje szoros kapcsolatban allt az dsztradiol
gerincvel6 hatso szarvanak periférias stimulusra valo érzékenysége és megvaltozott a
Fos protein szintje (Zhao és mtsai. 2005). Az 0sztrogén kezelést kdvetd 4 oran beliil a
c-Fos immunreaktiv sejtek szamanak novekedését irtak le. A c-Fos fehérje szintén
¢érintett a neurondlis plasztictitdsban, és a jelenlegi adatok alapjan elmondhato, hogy a
c-Fos immunreaktiv sejtek szdma a kor eldrehaladtdval csokken az agy és a
gerincveld bizonyos teriileteiben (Kitraki és mtsai. 1993; Kim és mtsai. 1999).

A c-Fos-szal kapcsolatos vizsgalataink soran a korai gének hormon altal
torténd aktivalodasanak idofiiggését és esetleges nemi kiilonbségeit kivantuk

tanulmanyozni.

2. CELKITUZESEK:

Korabbi vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az dsztradiol altal indukalt szinapszis
atrendezddés specifikus, a plasztikus valtozdsok nem azonos mértékben érintik a
GABAerg ¢és nem GABAerg szinapszisokat. Az értekezésben Osszefoglalt
vizsgalatainkban tovabbi adatokat kivantunk szerezni azokrdl a kiilonb6zd szintii

mechanizmusokrol, melyek a hormon hatasanak specifikus jellegét befolyasoljak.

Konkrét kérdések:
1. Van-e 0sszefiiggés a kiillonbo6zo tipust 6sztrogén receptorok (ERa és ERP) jelenléte
¢s az Osztradiol altal kivaltott plasztikus szinaptikus valaszok kozott? Milyen tipusu

Osztrogén receptor kdzvetitheti a hormon szinaptikus plaszticitast befolyasold hatasat?

2. Van-e szerepe a hormondlisan indukalt szinaptikus atrendezddésben a

posztszinaptikus neuronoknak? Kiilonbozik-e a nucleus arcuatus dopaminerg neuron

crer

valtozasa a mag tobbi neuronjatol?
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3. Van-e nemi kiilonbség az intracellularis szignalizaci6 szempontjabdl fontos c-Fos
expresszidjaban a szexualis viselkedésformak szabalyozasaban kiemelt szerepet jatszo

¢és nagyfoku plaszticitast mutatd jarulékos szaglogumoban?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok és kezelések

A vizsgalatokhoz Sprague Dawley, CFY ¢és Wistar patkdnyokat hasznaltunk,
melyeket standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottunk (12:12  6ras
megvilagitasi ciklus, szabadon hozzaférhetd normal patkanytap és viz). A kezelés
teljes iddtartama alatt, illetve az allatok perfundalas elotti altatasakor kiilonds
figyelmet forditottunk az allatokat érd stresszhatasok minimalizalasara, valamint az
eldirt allatvédelmi torvények betartasara.

l.a) Az ¢életkor-fliggd plasztikus valtozasok tanulméanyozasahoz kezeletlen
kéthetes (juvenilis csoport), harom honapos (felnétt csoport) vagy 24 hénapos (idds
csoport) him és ndstény allatokat hasznaltunk (n=4-5/csoport, nemenként).

1.b) Az 0Osztrogén hatdsanak tanulméanyozasdhoz két hoénapos patkanyok
gonadjait nembutal érzéstelenités alatt eltavolitottuk, majd egy hodnapos thalélést
kovetden az allatok egyik csoportjat szezam olajban oldott 17 B-6sztradiollal (Sigma
Chemical Co., St. Louis) kezeltiik (45-100 pg/kg testsuly), mig a kontroll csoportot
csak a oldoszerrel injektaltuk. Az egyes csoportok 4-6 allatot tartalmaztak.

3.2. Osztrogén receptor preembedding immunhisztokémia

A nembutallal altatott ovariektomizalt, ill. a mitét el6tti napon 17 B-
Osztradiollal kezelt ovariektomizalt allatokat 0,1 M foszfat-pufferben (pH=7,4) oldott
1-1%-0s paraformaldehid-glutaraldehid oldattal sziven keresztiil perfundaltuk. Az
eltavolitott agyakat harom 6ran keresztiil utéfixaltuk glutaraldehid mentes fixaloban.
A mosast kdvetden az AvPv teriiletét magaba foglaldé 50 pm vastag metszeteket

készitettiink vibratommal.
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Az 6sztrogén receptor immunhisztokémidhoz a hidrogén peroxidos eldkezelést
30%-0s cukor oldattal torténd inkubalds kovette. A krioprotekciot kovetden a
mintdkat folyékony nitrogénben haromszor megfagyasztottuk. Az aspecifikus
kotéseket 20% normal kecske szérummal (Normal Goat Serum, Sigma) blokkoltuk,
majd 1:1000 (ER-alfa, Santa Cruz Biotechnology), ill. 1:500 (ER-béta, Zymed
Laboratories Inc.) aranyban higitott poliklonalis antitesttel 48 o6ran at 4°C-on
inkubaltuk a metszeteket. Méasodlagos antitestként biotinnal konjugalt anti nyul IgG
(Sigma Chemical Co., St. Louis) 1:500 higitasat alkalmaztuk, majd avidin-biotin-
komplex-szel (VECTASTAIN ABC rendszer, Vector Laboratories) kezeltik. A
hivasnal Langub és Watson (1992) altal tovabbfejlesztett 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin
dihidrokoriddal (TMB) torténé mddszer szerint jartunk el (Norgren, Jr. és Lehman
1989). A szekunder antitesttel valdo reakciot kovetéen a mintakat kétszer
szobahOmérsékletli PBS-sel mostuk, majd haromszor jéghideg 0,1 M PBS-sel, pH=
6,0. A mosas utan a metszeteket TMB oldatba (48,78 ml 0.25%-0s molibdén sav 0,1
M PBS, pH=6,0 oldatban higitva; 2,5 mg TMB 1,25 ml 100%-os etanolban oldva; 3
ul 30%-os hidrogén peroxid) helyeztiik nyolc percre. A TMB reakciot DAB/kobalt
acetat oldattal stabilizaltuk 2-3 percen keresztiil. A stabilizdlo oldat 25 ml TBS
pufferben oldott 0,05%-0s DAB ¢és 0,625 ml 1%-os kobalt acetat, valamint 3 pl 30%-
os hidrogén peroxid elegyét tartalmazta. A reakciot PBS-ben (pH=7,2) torténd
mosassal allitottuk le. Ezt kdovetden a metszeteket az elektronmikroszkopos vizsgalat
céljabol a késobb leirt eljarasoknak megfeleléen (beagyazas, ultravékony metszet

készités, GABA immunfestés) dolgoztuk fel.

3.3. Tirozin hidroxilaz preembedding immunhisztokémia

Az éallatok 250 ml 1-1%-os glutaraldehid és paraformaldehid oldattal torténd
perfundalasat kovetden az agyakat glutaraldehid mentes fixaloban utéfixaltuk harom
oran keresztiil. Vibratommal 50 pm vastagsagu koronalis metszeteket készitettlink a
nucleus arcuatus kozépso (medialis) részébol. A tirozin hidroxilaz immunfestéshez a
mintdkat els6ként 20%-os normal kecske szérummal kezeltik fél oraig a
nemspecifikus kotddések blokkoldsa érdekében. A blokkolast kovetden a metszeteket
1:1000-es higitast nyul poliklonalis anti-TH antitestet tartalmazé oldattal reagaltattuk
egy ¢jszakan keresztiil szobahdmérsékleten. A mosast kovetéen a mintakat két o6ran

keresztiil inkubaltuk 1:1000-es higitasu kecske-anti-nyal IgG (GAR, Sigma

16



Laboratories) oldatban. Ezt kovetden 1:1000-es higitdsu peroxidaz-antiperoxidaz
komplex (PAP) oldatban inkubaltuk dket két 6rdig, majd a rutin médon 3,3’-diamino
benzidinnel (DAB) és hidrogén peroxiddal hivtuk eld.

3.4. Posztembedding immuncitokémia (immunogold GABA festés)

Az elektronmikroszképos vizsgalatokhoz az eldzetesen immunfestett
metszeteket (TH, ERa, ERB) 1%-0s OsOy4 oldattal ozmifikaltuk 30 percen keresztiil. A
mintdkat dehidrataltuk, Araldite gyantaba agyaztuk és Liquid-release-zel bevont
targylemezek kozé téve termosztatba helyeztikk. A gyanta polimerizalasa utan
ultravékony sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket Formvarral bevont egylyuku
arany gridekre vettiink fel.

A posztembedding GABA immunhisztokémiat a Somogyi ¢s Hodgson-féle
(Somogyi és Hodgson 1985) modszer modositott valtozata (Parducz és mtsai. 1993)
alapjan végeztiik. A metszetekbdl a miigyantat és az ozmiumot hét percig tartdé 1%
perjodsavas, illetve Na-metaperjodatos maratassal tavolitottuk el. Az aspecifikus
kotések blokkolasara 1:5 higitasi normal kecskesavot (Sigma Laboratories)
hasznaltunk (30 perc). A primer antitestet 1:500 aranyban higitottuk 100 mM TRIS,
100 mM PBS 10% kecske szérum és 0,1% Triton X-100 Osszetételii oldatban. A
metszeteket szobahdmérsékleten két 6ran at inkubaltuk az anti-GABA oldattal, majd a
mosas utan ujabb két oOran keresztiil a mdasodlagos antitesttel (15 nm-es arany
szemcsékkel jelolt kecskében termelt anti nyal IgG, 1:20, Janssen, Aurion). A
metszeteket uranil-acetattal és Olom-citrattal kontrasztoztuk, majd Zeiss EM 902

elektronmikroszkoppal analizaltuk.

3.5. c-Fos immunhisztokémia

Az éllatokat nembutalos altatds alatt transzkardidlisan perfundaltuk 0,1 M
foszfat pufferben oldott 4%-os paraformaldehid oldattal (pH=7,4). Az agyakat
eltavolitottuk és 24 6ran keresztiil ugyanilyen fixdloban utéfixaltuk. Vibratommal 50
um vastag szagittalis metszeteket készitettiink a bulbus olfactorius jarulékos
szaglégumot tartalmazo régiojabol. A rutin c-Fos festésnek megfeleléen a szabadon
usz6 metszeteket hidrogén-peroxidos oldattal kezeltiik 30 percen keresztiil, majd 1:20

000 aranyban higitott poliklonalis nytl anti-patkdny c-Fos (Santa Cruz
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Biotechnology, CA) antitesttel 48 6ran at 4 °C-on inkubaltuk. Masodlagos antitestként
biotinnal konjugalt anti nyal IgG (Sigma Laboratories) 1:500 higitasat alkalmaztuk,
majd  avidin-biotin-komplex-szel (VECTASTAIN ABC rendszer, Vector
Laboratories) kezeltiikk. Az eléhivast (DAB), nikkel kloridot és hidrogén peroxidot
tartalmazo oldattal végeztiik el. A metszeteket zselatinnal bevont targylemezekre

haztuk, dehidréaltuk és Entellannal (Merck, Darmstadt, Germany) fedtiik.

3.6. Morfometriai analizis

3.6.1. Fénymikroszkdpos metszetek

A metszeteket Zeiss-Jenalumar fénymikroszkoppal tanulmanyoztuk és a
szamolast digitalis képanalizissel végeztiik el (Image-Pro-Plus software). A c-Fos
immunreaktiv sejteket az optikai diszektor modszer segitségével hataroztuk meg.
Allatonként 6t metszettel dolgoztunk, és a jarulékos szaglogumé harom kiilonbozé
tertiletén végeztiikk el a sejtszadmlalast. Mindharom teriilet egyarant tartalmazta a
glomeruléris, a mitralis és a granularis sejtek rétegét. A statisztikai kiértékelést

Student-féle t proba segitségével végeztiik el.

3.6.2.A szinapszisok szamanak meghatarozasa

Az elektronmikroszkopos metszeteken a szinapszisok slriiségét a diszektor
modszerrel (Sterio 1984) allapitottuk meg. 90 nm vastag sorozatmetszeteket
hasznalva meghatdroztuk a szinapszisok atlagos kivetitett magassagat az axo-
szomatikus szinapszisok esetében. Ennek az értéknek a 30%-at tekintettiik a diszektor
magassaganak. Egymastol kb. 270 nm tavolsagra 1évé parhuzamos metszeteken 12-15
perikarion szinapszisait szdmoltuk meg. Szinapszisnak azt a struktarat tekintettiik,
amely posztszinaptikus megvastagodast ¢s legalabb harom szinaptikus vezikulat

tartalmazott. A szinapszisok szamat a
Nv=2Q /Vdis
képlet alapjan szamoltuk ki, ahol

>Q_jelenti azon szinapszisok szamat, melyek az egyik metszeten megtalalhatoak,

ugyanakkor a vele parhuzamos metszeten mar nem.
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Vdis a diszektor térfogata, mely az analizalt perikarion teriilete €s a két parhuzamos

metszet kozti tdvolsag (diszektor magassaga) szorzata.

3.7. Az eredmények statisztikai értékelése

Az egyes kisérleti csoportok hat allatbol alltak €s minden allatbol harom-
harom blokkot dolgoztunk fel. Az azonos allatokbol szarmazo6 blokkok eredményeit
Osszesitettiik, mivel nem volt kiilonbség az adott allathoz tartozé blokkok eredményei
kozott. A normdl eloszlast a Kolmogorov proba segitségével ellendriztiik. Ezt
kovetéen az atlagok Osszehasonlitasahoz a Student-féle t probat alkalmaztuk és p<

0,05 érteket tekintettiik szignifikdns eltérésnek.
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4. EREDMENYEK

4.1. 17B-6sztradiol hatasa az anteroventralis periventricularis nucleus (AvPv)

Osztrogén receptort expresszalé neuronjainak szinapszisaira

Az irodalmi adatokkal megegyezden (Langub, Jr. és mtsai. 1994; Simerly

1998; Orikasa és mtsai. 2002) sajat adataink is azt mutatjak, hogy az AvPv jelentds

mennyiségben tartalmaz 0sztrogén receptort expresszald neuronokat. Az alfa és béta

tipust 0sztrogén receptorok eloszlasa nem homogén: mig az ERo immunpozitiv sejtek

a mag minden részén kimutathatoak, addig az ERB-pozitiv sejtek csak az AvPv

kozéps6 zondjaban detektalhatoak. A sejtek elhelyezkedésének masik érdekessége az,

hogy ERp-t expresszald neuronok csaknem kizarolag az agykamra kozelében

talalhatok (1. abra).

ERB

1. dbra. ERa és ERPB immunorektiv sejtek ovariektomizalt patkdny AvPv-jébdl. Az
elektronmikroszkdpos vizsgalatok €s morfometriai mérések a négyszogekkel hatarolt

teriileteken torténtek. Skala: 0,5 mm.
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Ennek megfelelden elektronmikroszképos tanulmanyainkhoz az AvPv
rosztralis részérél szarmazo metszeteket hasznaltunk, ahol a béta-tipusii Osztrogén
receptort expresszalod sejtek jol koriilhatarolhaté modon helyezkednek el a kamrat
hatarold ependimalis rétegtél 50 pum-es savban, mig ettdl lateralisan csak ERa
immunreaktiv sejtek fordulnak eld. Ahogy azt a fénymikroszkopos adbra mutatja, a
szinaptikus denzitds morfometriai meghatarozasahoz két teriiletet valasztottunk ki.
Orikasa ¢és munkatarsai (2002) szerint a kétféle 0Osztrogén receptor nagyfoku
kolokalizaciot (~83%) mutat, ezaltal a B teriiletrdl szdrmazo neuronok feltehetéen
mindkét receptort expresszald sejtek csoportjat tartalmazzak, szemben az A teriilet

sejtjeivel, amelyek kizarolag ERa tartalmaznak.

2. abra. ERB immunoreaktiv AvPv neuron elektronmikroszkopos felvétele. A nyilak a
jellegzetes TMB kristalyokat jelzik; csillag: immunogolddal jelolt GABAerg axo-
szomatikus szinapszis. Skala: 1 pm.

Az elektronmikroszkopos felvételeken a sejtmagi TMB reakcid termékei, a

jellegzetes alaku, elektronarnyékot ado kristalyok jelolik az 0Osztrogén receptor
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immunreaktiv sejteket; a posztembedding immunfestddés is igen specifikus és
egyértelmiien jeloli a GABAerg végzddéseket (2.4abra).

A morfometriai mérések eredményei szerint ovariektomizalt allatok AvPv-
jében az axo-szomatikus végzodések mintazata eltér a mag kiilonb6zo
sejtpopuléacidiban. Fiiggetleniil attol, hogy o vagy B tipust receptorrdl van szo, az ER-
immunreaktiv sejteken végz6dé GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szama

magasabb, mint a nem jelolt sejtek esetében. Ezzel a megoszlassal ellentétben a nem-

crer
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3. abra. GABAerg ¢s nem GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szdma
ovariektomizalt patkany AvPv-jében. Az Osztrogén receptort expresszald sejtek tobb
gatlo bemenetet kapnak.

Az AvPv neuronjainak altalunk azonositott hdrom csoportja eltér6 mddon
reagal az Osztradiol kezelés hatdsara. A nem jelolt sejtek és az ERo immunreaktiv
sejtek esetében a GABAerg ¢s nem GABAerg szinapszisok szdmaban kis mértékii
csOkkenést észleltiink. Az ER alfat és bétat egylittesen expresszalo sejtekben a nem
GABAerg szinapszisok szama végig stabil maradt, ugyanakkor jelent6s mértéka

emelkedés kovetkezett be a GABAerg végzddések szamaban (4. abra).
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4. abra. 17B-0sztradiol-indukalt valtozasok az AvPv neuronok axo-szomatikus
szinapszisainak szdmaban. A: nem jelolt neuronok; B: ERa-immunoreaktiv neuronok;
C: ERafB3-immunoreaktiv neuronok. A morfometriai analizist a Sterio modszer szerint
végeztik. ** p<0,01.
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4.2. Osztradiol indukalt szinaptikus Atrendezédés a nucleus arcuatus

dopaminerg neuronjain

A irodalmi adatokkal megegyezéen (Cheung ¢és mtsai. 1997) mi is
megfigyeltik a TH-IR neuronok szexudlisan dimorf mintazatat a nucleus arcuatus-
ban; himekben a mag ventrolateralis régidja joval tobb jeldlt sejtet tartalmaz.
Morfometriai méréseinket a nucleus arcuatus dorsomedialis teriiletén végeztiik el (2,3
- 3,6 mm kozti régi6 a bregmatol kaudalisan), ahol a dopaminerg sejtek szamat

illetden a nemek kdzott nincs kiilonbség (5. abra).
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5. abra. TH-immunopozitiv sejtek him patkany nucleus arcuatusaban. Skala: 0,5 mm.

Az elektronmikroszkopos mintdkon a DAB reakcio elektrondenz terméke a
tirozin hidroxildz immunreaktiv sejtek citoplazmajaban mutathaté ki; a
posztembedding immunogold festés igen specifikusnak mutatkozott és egyértelmiien

jelolte a GABAerg végzddéseket (6. abra).
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6. abra. Tirozin hidroxildz immunoreaktiv neuronon végzédé nem GABAerg (A) és
GABAerg (B) axo-szomatikus szinapszisok ovariektomizalt + 17p-6sztradiollal kezelt
patkdny nucleus arcuatusaban. TH-IR: TH-immunoreaktiv neuron; Skala: 0,5 um.

A morfometriai analizis nemi kiilonbséget mutatott ki az axo-szomatikus
szinapszisok 0sszmennyiségében; a ndstény allatok arcuatus sejtjei tobb szinaptikus

bemenetet kapnak a him egyedekhez képest (1. tablazat).
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1. tdblazat. Az axo-szomatikus szinapszisok szama ndstény €s him patkanyok

nucleus arcuatusaban.

Nostény Him
TH-IR neuronok 31,9+33 22,4 £2,1%*
Nem jel6lt neuronok 242 +29 12,8 £ 1,9%*

N/V

A szinapszisok szdma szignifikdnsan kisebb a him allatokban. ** p< 0,01

Bar az axo-szomatikus

szinapszisok

szdmanak Osszértéke magasabb

nostényekben, a szinaptikus kapcsolatok mintdzata, azaz a GABAerg ¢és nem

GABAerg szinapszisok aranya hasonlonak mutatkozott gonadektomizalt himekben és

ndstényekben egyarant. A TH-IR idegsejtek szignifikansan tobb (koriilbeliil 2:1

aranyban) GABAerg mint nem GABAerg idegvégzddést fogadtak (p< 0,05), (7A abra

OVX ¢és 8A abra ORCH), mig a nem dopaminerg neuronokon nagyjabdl azonos

mértékben 1étesiilt GABAerg és nem GABAerg szinapszis (7B dbra OVX ¢s 8B abra

ORCH).

Axo-szomatikus szinapszisok
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*

15 1

104 | T §

RXXX] GABA+
[CIGABA-

OVX OVX+E,

N/V

30 =

25 o

20 -

15

10

Axo-szomatikus szinapsok

nem jel6lt neuronokon

RXY] GABA+
1 GABA-

S

OVX OVX+E,

7. ébra. 17B-0sztradiol hatasa a TH-immunoreaktiv (A) és nem jeldlt (B) arcuatus
neuronok GABAerg és nem GABAerg axo-szomatikus szinapszisaira. A TH-IR

sejteken végz0do GABAerg szinapszisok szama szignifikansan csokken.* p<0,05.
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8. dbra. Him allatokban 178-0sztradiol kezelést kdvetden nodvekszik a nem jeldlt

neuronokon végz6édé GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szama. * p< 0,05.

A 17B-0sztradiol hatasa specifikusnak mondhatd, mivel nem minden arcuatus

neuron vett részt a szinaptikus atrendez6désben. Ovariektomizalt ndstényekben a 17f3-

Osztradiol egyediil a TH-immunreaktiv neuronokon volt képes szignifikansan

csokkenteni a GABAerg szinapszisok stliriiségét (7A és B abra). Ezzel ellentétben

orchidektomizalt himekben a TH-IR sejtek szinaptikus kapcsolataira nem hatott a

17B-6sztradiol, mig a nem dopaminerg neuronokhoz fut6 GABAerg végzdodések

gyakorisagat megnovelte (8A és B 4bra).
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4.3. Korfiiggo és nemi kiilonbséget mutaté valtozasok a jarulékos szaglogumo c-

Fos expresszidjaban

A c-Fos immunreaktivitds a sejtmaghoz volt kithetd, és a negativ kontrollok
egyikében sem azonositottunk immunpozitiv jel6lédést. A jarulékos szaglogumo
mitralis és granuldris rétegében erds immunreakciot detektaltunk, ugyanakkor a
glomerularis rétegben csak néhany jelolt sejtet észleltiink. Kisérleteink sordan a c-Fos
immunreaktivitast illetden arra a megallapitasra jutottunk, hogy a jarulékos
szaglogum6 mitralis és granuléris sejteket tartalmazo rétegei kozott nincs szemmel
lathato kiilonbség, és az adatok statisztikai kiértékelése is ezt igazolta. Tovabba, az
egyes kisérleti csoportokban (O6sztradiol kezelés, az ¢€letkor hatdsa) mindig hasonld
szignifikanciaju eltérést tapasztaltunk a két réteget illetden. Igy a tovabbiakban csak a

mitralis sejtek rétegérol szolgalunk szambéli adatokkal.

.,

oy SETSENEE o

9. dabra. c-Fos immunoreaktivitdist mutatd sejtmagok patkdny jarulékos
szaglogumojaban. (A) ovariektomizalt allat; (B) 1 ora; (C) 4 ora; (D) 24 6ra 17p-
Osztradiol kezelés utan. G: szemcsesejt réteg; M: mitralis sejt réteg; Gl: glomerularis
réteg; Skala: 200 um.

Az Osztrogén kezelés (9. abra) atmenetileg fokozta a c-Fos expresszio

mértékét a mitralis és a granularis rétegben egyarant, mivel az ovariektomizalt
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kontrollokhoz képest (9A abra) a kezelés utan 1 d6raval (9B abra) megemelkedett az
immunpozitiv sejtek szdma. Jol ismert, hogy stressz hatdsara a c-fos gyorsan, de
atmenetileg aktivalédhat. Ennek tiikrében, az ovariektomizalt kontroll csoporthoz
viszonyitva, az immunreaktiv sejtek szdmanak novekedése egy oraval az injektalast
kovetéen azt jelzi, hogy a c-Fos expresszid novekedése részben a kisérleti
beavatkozas hatasa lehet. A 17B-0sztradiol kezelés hatasa négy oraval a kezelést
kovetdéen (9C éabra) mar egyértelmii, mert statisztikailag szignifikans kiilonbséget
lehetett kimutatni az oldoszerrel (szezdm olaj) kezelt allatokhoz viszonyitva. Az
immunopozitiv sejtek szdma 24 oraval a kezelést kdvetden a kontroll értékre csokkent

(10. abra).
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10. abra. A c-Fos immunoreaktiv sejtek szamdnak valtozdsa patkdny jarulékos
szaglégumojaban a 17B-0sztradiol kezelés utan 1, 4 és 24 oraval. *** p< 0,001 a
szezam olajjal kezelt kontrollhoz viszonyitva.

Az életkor-fiiggd valtozasok (11. abra) tanulmanyozasa soran azt tapasztaltuk,
hogy fiatal allatokban nemtdl fiiggetleniil tobb c-Fos immunpozitiv sejt mutathaté ki.
Ezzel szemben szignifikdnsan erésebb immunjel6lddést kaptunk reproduktiv koru
ndstények esetében hasonld kort him tarsaikhoz mérve. 1ddés allatokban alig vagy
egyaltalan nem azonositottunk immunreaktiv sejteket, és a nemeket illetéen

statisztikai eltérés nem volt kimutathat6 (12. abra).
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Fiatal
(2 hét)

Felnétt
(3 hénap)

Him NOSTENY

11. abra. A c-Fos immunreaktiv sejtek szdmanak korfliggd és nemi kiillonbséget
mutatd valtozasa patkany jarulékos szaglogumdjaban. Skéla: 200 um.
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12. édbra. A c-Fos immunoreaktiv mitralis sejtek szaménak valtozasa kiilonbdz6 kort
him és ndstény patkanyok jarulékos szaglogumojaban. Felndtt allatokban a ndstények
szignifikansan tobb jeldlt sejtet tartalmaznak, idds allatokban gyakorlatilag nincs

jelolodés. *** p< 0,001
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5. EREDMENYEK MEGBESZELESE

5.1. Szinaptikus atrendezodés az anteroventralis periventricularis nucleus-ban:

az ERa és ERP szerepe

Kisérletes adataink azt mutatjdk, hogy a 17B-0sztradiol indukalt axo-
szomatikus szinapszisok atrendezddése az AvPv-ben sajatos mdodon torténik, mivel a
hormon kiilonb6zé mddon hat a mag egyes sejtpopulacidira. Kettds immunfestést
alkalmazva sikeriilt bebizonyitanunk, hogy ezekben a folyamatokban az ERf jelenléte
a meghatarozo. 17B-0sztradiollal kezelt ovariektomizalt ndstény patkdnyokban a
GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szamanak szignifikins novekedését
tapasztaltuk, azonban csak a béta 0sztrogén receptort expresszaldé neuronokban.

Ezek az adatok megerdsitik Langub és munkatarsainak észrevételeit, melyek
az Osztrogén receptor immunreaktiv sejtek axo-szomatikus szinapszisainak
denzitasbeli novekedését irtdk le. A preembedding 0sztrogén receptor (ERa és ERP),
valamint a posztembedding GABA immunfestddés kombinalasaval ezeket a
megfigyeléseket specifikusabba tettiik, mivel pre- és posztszinaptikus szinten egyarant
igazolni tudtuk az Osztrogén hatas specifitdsat. Adataink szerint a hormon csak a
GABAerg szinapszisokra hat, de ezzel egyiitt a posztszinaptikus sejtek tekintetében is
kiilonbséget talaltunk. Az alfa és béta Osztrogén receptorok expresszidja alapjan a
reagalnak a hormonalis kornyezet valtozasara. Az dsztrogén receptort nem tartalmazo,
vagy csak az alfa 0sztrogén receptort expresszald neuronok szinaptikus kapcsolataira
nem volt hatdssal a 17B-0sztradiol kezelés, mig az ER-alfat és ER-bétat tartalmazo
sejtek csoportjaban a szinapszisok szdma megemelkedett a kezelést kovetden.

Az a tény, hogy a 17B-0sztradiol csak az AvPv GABAerg axo-szomatikus
végzddésein indukalt szinaptikus atrendezddést, alatdimasztja a GABAerg rendszer
fontossagat a gonadotropin felszabadulds hormonalis szabéalyozasdban (Leranth és
mtsai. 1985; Witkin és mtsai. 1991; Horvath és mtsai. 1993; Jung és mtsai. 1998; Sim
¢s mtsai. 2000; Mitsushima és mtsai. 2003). Korabbi kisérleteink soran valtozast
¢észleltink a nucleus arcuatus GABAerg axo-szomatikus szinapszisaiban mind
ovariektomizalt + 17B-6sztradiol kezelt, mind ciklizalé allatokban (Parducz és mtsai.
1993a; Csakvari és mtsai. 2007). Itt érdemes megjegyezni, hogy a szinapszisok

szamanak valtozasa ellentétes irdny a két agyteriiletben; a nucleus arcuatus-ban a
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hormon a GABAerg axo-szomatikus szinapszisok csokkenését okozta, mig az
anteroventralis periventricularis magban ezzel ellentétes iranyu valtozas, vagyis a
szinapszisok szamanak emelkedése volt megfigyelhetd. Elmondhat6, hogy a nemi
hormonok fokozzak bizonyos agyteriiletek szinaptikus plaszticitdsat, de hatdsuk nem
egyféle modon valésul meg.

Nemrégiben Polston ¢és munkatarsai (2004) konfokalis mikroszkopos
kisérleteik soran arra a megfigyelésre jutottak, hogy a hormonkezelés hatdsara nem
valtozott GADG65-IR boutonok szama az AvPv neuronjain. Ezt a megfigyelést
kisérleteinkkel nem tudtuk igazolni, de az eltérés oka feltehetden az lehet, hogy az
alkalmazott technikék kiilonbozoek, azaz, a fény- és elektronmikroszkopnak eltérd a
felbontoképessége. Ugyanakkor fontos hangstilyozni, hogy a szinaptikus atrendezddés
egyik fazisdban sem észleltiink axon degeneraciot, sem az AvPv, sem a nucleus
arcuatus vonatkozdsdban. Ez azt jelzi, hogy a szinaptikus kapcsolatok szdmaban
bekovetkezd valtozas oka inkdbb az, hogy a szinaptikus végzddések bizonyos ideig
eltavolodnak a szomatdl, mintsem esetleges degenerativ valtozasok allnanak az
események hatterében.

A mag komplex afferens ¢és efferens kapcsolatait figyelembe véve
megallapithatd (Gu és Simerly 1997; Hutton és mtsai. 1998; Polston és Simerly
2006), hogy az AvPv olyan neuronokat tartalmaz, amelyek kozvetleniil hathatnak a
GnRH ¢s a TIDA sejtek aktivitasara, vagyis, kiemelkedd szerepe van a nemi
hormonok LH ¢és prolaktin szekrécidjara kifejtett visszacsatold hatdsadnak
kozvetitésében. Az ilyen tipusii mechanizmusok hatterében igen érzékeny szabélyozas
allhat, melynek morfologiai alapja lehet egy hormon indukalt specifikus szinaptikus
atrendez6dés. Mindkét tipusu Osztrogén receptor expresszalodik az AvPv-ben
(Langub, Jr. és mtsai. 1994; Orikasa ¢és mtsai. 2002; Orikasa és Sakuma 2003), és az
Osztrogén az ERB-IR neuronokon jelentkezé hatisanak értelmezésekor figyelembe
kell venniink azt, hogy ezen sejtek 83%-a az o tipusi Osztrogén receptort is
expresszalja, ami a hormon hatasara egy joval komplexebb valaszt eredményezhet.
Egy sejten beliil a receptor molekuldk mindkét formajanak jelenléte heterodimerek
képzddését eredményezi, ami megvaltoztathatja a transzkripcidt, és ennek
kovetkeztében a sejtek eltérd modon reagalhatnak az 6sztrogén hatdsara attol fiiggden,
hogy miképp alakul a sejtekben az ERa és ERJ aranya.

Erdekes megjegyezni, hogy néstény patkdnyok AvPv-jében a TH

immunreaktiv sejtek eléfordulasa atfed az ERB-immunpozitiv sejtekkel (Orikasa és
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mtsai. 2002), vagyis a dopaminerg neuronok részt vesznek a hormonalisan indukalt
szinaptikus atrendezodésben. Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a nucleus
arcuatus-ban a TH-immunreaktiv sejtek szinaptikus kapcsolatait szintén érinti a
hormonhatés. Ez a hasonldsdg segithet magyarazatot adni megfigyeléseink fiziologias

jelentdségére, feltételezve, hogy a dopaminerg neuronok Osztradiol-indukalta

crer

5.2. 17p-osztradiol-indukalt valtozasok a nucleus arcuatus tirozin hidroxilazt

tartalmazo neuronjainak axo-szomatikus szinapszisaiban

A nucleus arcuatus TH-immunoreaktiv dopaminerg neuronjainak tobbsége a
neuroendokrin  szabdlyozdsban kiemelt szerepet jatszé tubero-infundibuldris
dopaminerg rendszerhez tartozik. A sejtek axonjaibdl felszabadulé dopamin az
eminencia mediana  portalis rendszerén  keresztil  transzportalodik az
adenohipofizisbe, ahol a laktotrép sejtekben 1évd receptorokhoz kotddve a prolaktin
(PRL) szekrécid gatldsdban vesz részt. Kordbban ismert volt, hogy ezek a neuronok
er6s GABAerg beidegzést kapnak és az értekezésben ismertetett kisérleteink ezen,
immunhisztokémiailag jol definialhat6 szubpopulaci6 szinaptikus kapcsolatainak 17f3-
Osztradiol indukalt valtozasanak nyomon kovetésére iranyultak.

A preembedding TH immunhisztokémia €s a posztembedding immunogold
modszer kombinalasaval sikeriilt a nucleus arcuatus-ban két, egymastol eltérd idegsejt
populécié azonositani, és a GABAerg valamint nem GABAerg axo-szomatikus
szinapszisok mennyiségét a meghatarozni ovariektomizalt, valamint ovariektomizalt
és Osztrogén kezelt ndstény patkanyokban, tovabba orchidektomizalt és
orchidektomizalt + 6sztrogén kezelt himekben.

A 17B-06sztradiollal kezelt allatokbol szdrmazd adatok vildgosan mutatjak,
hogy az Osztradiol a ndéstényekhez hasonldéan a himekben is képes volt szinaptikus
atrendezédést indukalni, ¢és mindkét nem esetében a GABAerg szinapszisokat
érintette a valtozds. Ugyanakkor, a hormon altal eldidézett szinaptikus plaszticitas
szexualisan dimorfnak mondhatd, mégpedig abban az értelemben, hogy a ndéstények
esetében a TH immunreaktiv neuronok, mig himeknél a nem jeldlt sejtek vettek részt
a plasztikus folyamatokban. Ovariektomizalt néstényekben a 17B-0sztradiol a TIDA
neuronok szinaptikus atrendezddését indukalta: a GABAerg axo-szomatikus

szinapszisok szama szignifikansan csokkent 24 oraval a kezelést kdvetden. A nem
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jelolt arcuatus neuronokra a hormonkezelés hatdstalannak bizonyult, mivel azok
szinaptikus kapcsolatai valtozatlanok maradtak. Ez a megfigyelés jo egyezést mutat
kordbbi eredményiinkkel, amikor a retrograd jelol6 molekula, a Fluorogold
alkalmazaséaval jeloltiik a nucleus arcuatus eminencia mediana-hoz projektalo sejtjeit
(Parducz és mtsai. 2003). Ezen kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az tun.
“hypophyseotrop” idegsejtek szinaptikus kapcsolatai eltérnek a nem jeldlt sejtek
esetében tapasztalttol, és a sejtek ezen populacidja reagal a 17p-0sztradiol kezelésre.
Jelenlegi adataink aldtdmasztjak azt a feltételezésiinket, hogy a Fluorogolddal jeldlt
sejtek valoban a TIDA neuronoknak felelnek meg.

Morfologiai megfigyeléseink a TIDA sejtek prolaktin  szekrécid
szabalyozasaban jatszott szerepével kapcsolatban funkciondlis szempontbol is
értelmezhetéek. Altalanosan elfogadott tény, hogy a PRL szekrécioja egyrészt 1épést
tart a cirkadian ritmussal, masrészt a serkentd és gatlo bemenetek igen komplex ¢és
érzékeny egyenstlya révén szabalyozott (Freeman és mtsai. 2000). Kisérleti adatok
igazoljak, hogy az exogén Osztrogén képes stimulalni ovariektomizalt allatok PRL
szekrécigjat (Chen és Meites 1970; Caligaris és mtsai. 1974). A hatas Osszetett, a
hormon a PRL homeosztazis szdmos anatomiai pontjara hatdssal lehet, beleértve a
hypothalamus-t és a hipofizist is (Freeman és mtsai. 2000).

Az 0sztrogén dopaminerg idegsejteken jelentkezd hatdsanak specifitdsa, amit
kisérleteink eredményei jol mutatnak, alatdmasztja azt az elképzelést, mely szerint a
hormonalisan indukélt szinaptikus atrendezddésnek funkciondlis kovetkezményei
lehetnek. Nostény allatok TH neuronjain végz6dd gatld GABAerg bemenetek
szamanak csokkenése 24 oraval az Osztrogén kezelést kovetden azt eredményezheti,
hogy ezzel parhuzamosan a sejtek aktivitasa megnd, azaz fokozodik a DA
felszabadulasa. Ezt a feltételezést sok irodalmi adat tdmasztja ald, amelyek
egyértelmiien mutatjdk, hogy a TIDA neuronok alap aktivitdsa ovariektomizalas
hatasara csokken, amit az 6sztrogén képes visszaallitani az eredeti szintre (DeMaria és
mtsai. 1998; Freeman és mtsai. 2000). Az 0sztrogén eldidézte szinaptikus valtozasok
Osszhangban vannak a PRL felszabadulds végsd fazisdval, amit a fiziologias
megfigyelések is igazolnak (DeMaria és mtsai. 2000). Ertelmezéseink szerint az

Osztrogén komplex modon hat az egyes folyamatokra: kezdeti hatasként fokozza a

crer

crer
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Az a megfigyelés, hogy a GABAerg szinapszisok Osztradiol indukalt
atrendezddése nemcsak ndstényekben, hanem himekben is megfigyelhetd, arra utal,
hogy a hormonnak kodzponti szerepe lehet a nucleus arcuatus strukturalis szinaptikus
plaszticitdsaban. A hormonhatas specifikusnak mondhatd, mivel ndstényekben a
TIDA neuronokat, himeknél pedig a nem jelolt sejtpopulacidt érinti a valtozas.
Orchidektomizalt himekben szignifikdnsan megnétt a nem jelolt sejtek GABAerg
axo-szomatikus szinapszisainak szdma. J6l ismert tény, hogy him allatok nucleus
arcuatus-anak dopaminerg rendszere az 0sztrogén célpontjaban 4ll: orchidektomizalt
allatokban a hormon fokozza a TIDA neuronok alapaktivitasat (Shieh és Pan 1996).
Ahhoz azonban, hogy a valddi hatdsmechanizmussal tisztdban legyilink, tovabbi
tanulmanyok sziikségesek.

Jelenlegi eredményeink kiegészitd adatokat nyujtanak az Osztradiol nucleus
arcuatus DA rendszerére kifejtett hatdsanak megértéséhez. Az eredmények
egyértelmiien felfedik, hogy a hormon indukalt szinaptikus atrendezédés, amit mar
kordbban is leirtunk, specifikus abban az értelemben, hogy hatdsa foként a TH

immunreaktiv sejteket, vagyis a tuberoinfundibularis dopaminerg rendszert érinti.

5.3. Az életkor és az Osztrogén hatisa a jarulékos szaglogumé c-Fos

expressziojara

1990 6ta egyre inkabb bizonyitott tény, hogy a neurogenezis felnétt korban is
folytatodik, legkifejezettebb modon a szubventrikularis zondban (Luskin 1993), de
alacsonyabb mértékben a szaglogumoban is megfigyelhet (Peretto és mtsai. 2001).
Nemcsak a f6 (MOB), hanem a jarulékos szaglogum6 (AOB) is nagyon plasztikus
teriilet (Peretto és mtsai. 2001; Wilson és mtsai. 2004). Klintsova és munkatarsai
(1995) kimutattak, hogy a szaglogumo elektromos stimuléldsa markansan megnovelte
a c-Fos immunreaktiv sejtek szamat az AOB mitralis, granularis és glomerularis
sejtjeinek rétegében.

Eredményeink szerint a jarulékos szaglogumoban a c-Fos fiziologiés
expresszidja szexudlisan dimorf, és az expresszid6 mértéke a kor eldrehaladtival
csokken. Az Osztrogén kezelés novelte az AOB c-Fos-t expresszalo sejtjeinek a
szamat.

A c-Fos expressziot rendszeresen hasznaljdk az idegsejtek aktivitasanak

nyomon kdvetésére (Curran €s Morgan 1995). Az mar régdta ismert, hogy a c-Fos
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nagyon sokféle fizioldgias funkcioban vesz részt, ugymint intracellularis szignal, sejt
differentacio, apoptdzis, neurondlis plaszticitas, tanulds ¢és memoria képzés
(Dragunow ¢és Preston 1995; Zhang és mtsai. 2000). Munkéank soran az oreg allatok
esetében jelentds csokkenést talaltunk a sejtek c-Fos expressziojaban. Ez vagy annak
koszonhetd, hogy a sejtek elveszitik a fehérjét expresszalo képességiiket, vagy pedig a
sejtek funkcionalis karosodasanak kovetkezménye.

Ez a megfigyelés egybevag azokkal az eldzetes tanulmanyokkal, amelyek
¢letkor-fiiggd csokkenést mutattak ki a gerincveld sziirkedlloményéban azon sejtek
szamaban, amelyek fizioldgias koriilmények kozott c-Fos fehérje szintetizéldsara
képesek (Kim és mtsai. 1999). Mivel a c-Fos-rdl ismert, hogy részt vesz a kdzponti
gének miikddésének koordinalasaban, a fiatal patkanyokban talalt nagyobb szamu
immunreaktiv sejt egy intenzivebb ndvekedési szintet és differenciaciot tikkrozhet. Azt
tapasztaltuk, hogy feln6tt himekben a c-Fos-jeldlt sejtek szama alacsonyabb, amit
azonos kortl ndstényekben. Igen fontos megjegyezni, hogy ez éles ellentétben all
azzal, amit fiatal egyedek esetén figyelhettiink meg, ugyanis naluk a jelolt sejtek
mennyiségében nem jelentkezett nemhez kapcsolt kiilonbség. A kapott eredményeket
magyarazhatja az, hogy az allatok egyes életszakaszaiban mas és mas a hormonalis
kornyezet.

Szamos publikaci6é sziiletett arr6l, hogy a nemi hormonok specifikus
strukturalis valtozasokat idéznek eld (Segovia €s mtsai. 1984; Segovia és mtsai. 1986;
Valencia ¢s mtsai. 1986), valamint aktivizalé hatast fejtenek ki a jarulékos
szaglogumoban (Bakker és mtsai. 1996; Paredes ¢s mtsai. 1998; Halem és mtsai.
1999), nem csak az egyedfejlodés soran, hanem felndtt korban is. Him patkanyokban
a kozvetlen sziiletés utani agyi Osztrogén szintézis alapvetd jelentéségii a felnottkori
szexudlis viselkedésformak kialakitdsaban. Ez morfoldgiailag a vomeronazalis
rendszer c-Fos expresszidjanak vizsgalatival kovethetd nyomon. Erdekes, hogy a
neonatalis agyi 0sztrogén szint csak a vomeronazalis utvonal kozponti teriiletein
befolyasolja a felndttkori c-Fos expressziot, a periférids részeken (jarulékos
szaglogumo6, az amygdala medialis része) nem. Ez arra utalhat, hogy ez az
Osztrogénnek tulajdonithato differencialédas valamivel késébb jatszodhat le az
egyedfejlédés soran, talan a felnétt korban. fgy, felnétt ndstényekben a tanulmanyaink
soran ¢észlelt fokozodd c-Fos expresszidé annak koszonhetd, hogy magasabb volt az

allatok vérében keringd 0sztrogén szintje.
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Az Osztrogén c-Fos expresszidjaban jatszott szerepét tamasztja ald az, hogy
néstény allatok gonadektomidja drasztikus hatassal volt a c-Fost expresszalo sejtek
mennyiségére a jarulékos szaglogumo mitralis €és granulédris rétegében, mig az
Osztrogénnel vald kezelés kozel akkorara ndvelte meg ezt az értéket, mint amit intakt
patkdnyokban mértiink. Egy hasonldé tanulmdnyban a tesztoszteron-proprionat
serkentette a szagok altal kivaltott c-Fos expresszidét gonadektomizalt ndstények és
himek AOB-jaban egyarant (Paredes ¢s mtsai. 1998), mutatva, hogy a
tesztoszteronnak kozvetett hatdsa lehet az idegsejtek c-Fos expresszidjara. Ez oly
modon valdsulhat meg, hogy a tesztoszteron az aromatdz segitségével Osztradiolla
alakul, és igy fejti ki hatasat (Naftolin 1994; Bakker és mtsai. 1996).

Az AOB-ban a c-Fos immunopozitiv sejtek szamanak novekedése, ami a 173-
Osztradiol kezelést kovetden egy oraval jelentkezett, feltehetden a kezelés hatasanak
tulajdonithatd, mivel csak az oldoszerrel torténd injektalast kovetden is hasonld
eredményt kaptunk. A stressz hatdsara a kozvetlen korai gének, beleértve a c-Fos-t,
gyorsan, de atmenetileg aktivalodnak az egyes agyteriileteken, igy a szaglo régioban
is (Abraham és Kovacs 2000). Ugyanakkor, 4 és 24 oraval az injektalast kovetden a
csak oldoszerrel kezelt allatokban nem volt szignifikans eltérés a c-Fos immunreaktiv
sejtek szamaban ovariektomizalt kontroll allatokhoz viszonyitva. Ez azt jelenti, hogy
a kezelés utani 4 oraval kapott eredmények (c-Fos immunreaktiv sejtek szamanak
novekedése) a 17B-0sztradiol hatasdnak tulajdonithatéak.

Az AOB szexualisan dimorf struktira, és lényeges szerepet tolt be a
szaporodassal kapcsolatos viselkedésben. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az
AOB-ben létezik egy Osztrogénre érzékeny sejtpopulacid, amelyben a c-Fos fontos
szerepet jatszik a sejtszintli események szabdlyozasaban. Tovabba, igen valdszini
hogy az AOB neurondlis aktivaciojanak szabalyozasa az ERB-an, nem pedig az alfa
tipust 0sztrogén receptoron keresztiil valésul meg, mivel eddig csak az ERp jelenlétét
sikeriilt kimutatni az AOB-ban (Shughrue és mtsai. 1997).

Kisérleteink eredményei elséként adnak informécidt arrdl, hogy a jarulékos
szaglogumoban a c-Fos expresszio mértéke csokken az életkor elérehaladtaval. A c-
Fos expreszid visszaesése maga utdn vonja a sejtek génaktivitdst koordinald
képességének hanyatlasat, ami a plasztikus képességek gyengiiléséhez vezet.
Tovéabba, az Osztrogén kezelés pozitivan hatott az AOB c-Fos expresszidjara, ami

Osszefliggésben lehet az AOB korabban emlitett szexualis dimorfizmusaval.
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Immunhisztokémiai vizsgalataink tovabbi morfologiai adatokkal szolgalnak a
fiziologias koriilmények kozott mérhetd és a 17p-0sztradiol indukalt c-Fos expresszid
regiondlis €s idObeli eloszlasara vonatkozoan patkdnyok jarulékos szaglogumojaban.
Eredményeink szerint mind az életkor, mind a hormondlis koérnyezet jelentésen
befolyasolja a sejtek génaktivitast szabalyozd képességét. Megfigyeléseink révén
bepillantast nyerhetlink az agy plasztikus képességeinek életkorfliggd csokkenésébe,

¢s kiterjeszthetjiik értelmezéseinket a hormonalisan szabalyozott plaszticitasrol.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az utobbi iddszak kutatdsainak fényében alapvetden megvaltozott
szemléletlink a nemi hormonok és elsdsorban az dsztrogén szerepét illetden. Kidertilt
ugyanis, hogy a neuroendokrin szabalyozasban jatszott szerepe mellett fontos
organizaldé ¢és morfogenetikai hatdssal rendelkezik, ennek alapjan inkabb szamos
fehérje expressziojat befolyasold 4altalanos modulatornak tekintik. Felelos az
idegrendszer szervezddésében és mitkddésében megnyilvanuld nemi kiilonbségek
kialakulasaért, ugyanakkor a kisérletes adatok azt mutatjadk, hogy fontos szerepet
jatszhat a kifejlett idegrendszer plasztikus folyamataiban is. A felnéttkori szinaptikus
plaszticitas egyik példdjaként irodalmi adatokkal 6sszhangban korabban kimutattuk,
hogy 17B-0sztradiol hatdsdra a szinaptikus kapcsolatok jellegzetes atrendezddése
torténik a kozponti idegrendszer egyes tertiletein.

Immunogold technikaval végzett kvantitativ posztembedding
immuncitokémiai vizsgalatokkal munkacsoportunk igazolta, hogy felndtt ndstény
patkanyok nucleus arcuatusa-ban az axo-szomatikus végzddések tobbsége GABA
immunoreaktiv. Ovariektomizalt allatok 17B-0sztradiollal torténd egyszeri kezelése a
GABA-IR axo-szomatikus szinapszisok szamanak szignifikans csokkenését
eredményezte, de nem volt hatdssal az immunnegativ axo-szomatikus szinapszisokra.
Ezek az adatok egyértelmiien mutatjak, hogy az 6sztradiol fiziologias koncentracidja
megvaltoztatja a nucleus arcuatushoz futd gatlé hatasi GABAerg axo-szomatikus
bemenetek mennyiségét. Az utobbi idékben azt is kimutattuk hogy az Osztradiol
kezelés nem okoz valtozast az arcuatus axo-dendritikus szinapszisainak szamaban, a
serkentd tiiskeszinapszisok térfogati stirlisége viszont szignifikansan megnd ilyen
koriilmények kozott.

Ezek az eredmények jelezték, hogy a 17B-0sztradiolnak a szinaptikus
kapcsolatok atrendezddésére gyakorolt hatasa specifikus jellegli, nem egyforma
modon érinti a kiilonb6z6 tipusu szinapszisokat. A morfoldgiai szinaptikus
plaszticitds ezen kiilonleges formajanak sejt- és molekularis szintli hatterét vizsgalva
lényeges kérdés annak tisztazdsa, hogy a posztszinaptikus neuronok, azaz a célsejtek
milyen szerepet jatszanak a folyamatban. Erre vonatkozd elsé vizsgalataink
egyértelmiien arra utaltak, hogy a hormon hatasa a posztszinaptikus sejtektdl is fiigg.
A nucleus arcuatus-ban van egy nagyon jol definidlhaté sejtpopulacid, az un.

“hypophyseotrop” neuronok, melyek projekcidikat az eminencia mediana-ba kiildik,
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ezek - adataink szerint - kevesebb axo-szomatikus bemenetet kapnak, mint a nem
jelolt neuronok. A magon beliil a 17B-0sztradiol indukalt szinaptikus atrendezddés a
axo-szomatikus szinapszisok szaménak csokkenése bizonyitja.

Ezen eldzmények alapjan az értekezésben Osszefoglalt kisérleteink célja az
volt, hogy tovabbi adatokat szerezziink a hormon specifikus hatasarél, annak
szexualisan dimorf jellegérol €s sejtszintli hatterérodl, az 6sztrogén hatas intracellularis
szignalizéacigjarol.

A kisérletek soran kettds immunfestést végeztiink: preembedding modszerrel
azonositottuk a tirozin hidroxilazt, valamint az alfa és béta Osztrogén receptort
expresszalo neuronokat, majd a bedgyazott anyagbol készitett ultravékony
metszeteken immunogold eljarassal jeloltiik meg a GABAerg idegvégzddéseket. Az
azonositott neuropopulacidkhoz tartozé idegsejtek beidegzési mintazatanak ill. a
mintdzat hormonkezelésre torténd valtozasainak morfometriai elemzését a Sterio f.

disector mddszerrel végeztiik.

Fontosabb eredményeink:

Kettés immunfestés utini morfometriai mérésekkel igazoltuk, hogy az
anteroventralis periventricularis nucleus-ban az 0sztrogén receptort expresszald
neuronok szinaptikus mintidzata (serkentd és gatldé axo-szomatikus szinapszisainak
aranya) eltér a mag tobbi neuronjatdl. Az ER-immunoreaktiv sejteken végz6dd
GABAerg axo-szomatikus, gatldo szinapszisok szama magasabb, mint a nem jelolt
sejtek esetében. A hormonszint valtozasat az AvPv-ben is szinapszis atrendezddés
kiséri, de a nucleus arcuatus-szal ellentétben ebben a magban a 17B-0sztradiol a
GABAerg szinapszisok szaméanak ndvekedését indukalja. Adataink szerint a hormon
csak a GABAerg szinapszisokra hat, de ezzel egyiitt a posztszinaptikus sejtek
tekintetében is kiilonbséget taldltunk. Az alfa ¢és béta Osztrogén receptorok
melyek eltéré6 modon reagalnak a hormondlis kornyezet valtozasara. Az Osztrogén
receptort nem tartalmazd, vagy csak az alfa 6sztrogén receptort expresszald neuronok
szinaptikus kapcsolataira nem volt hatdssal a 17p-0sztradiol kezelés, mig az ER-bétat
is tartalmazo sejtek csoportjdban a szinapszisok szdma megemelkedett a kezelést

kovetGen.
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A nucleus arcuatus-ban a tubero-infundibularis rendszerhez tartozo
dopaminerg neuronok szinapszisait tanulmanyozva arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az axo-szomatikus végzdédések szama és azok hormon indukalta valtozasai
nemileg kiilonboznek. A him allatok neuronjai szignifikdnsan kevesebb szinaptikus
bemenetet kapnak, ugyanakkor a TH immunoreaktiv populacid esetében az
ingerd/gatlo végzddések aranya mindkét nemben azonos, gatlo tulstlyt mutat.
Igazoltuk, hogy ovariektomizalt ndstényekben ¢€s orchidektomizalt himekben a
hormon kiilonb6z6é mddon hat és a hatds specifikus jellegét a posztszinaptikus sejt is
befolyasolja. NOstény patkanyokban a 17B-0sztradiol a TH-IR neuronokon végz6do
GABAerg axo-szomatikus szinapszisok szamat csokkenti. Himekben ilyen
koriilmények kozott a TH-IR neuronok szinapszisai nem valtoznak, ugyanakkor
megnd a nem jel616do sejtek gatld bemeneteinek szama.

A kozponti idegrendszer egyik legplasztikusabb teriiletét, a jarulékos
szaglégumot vizsgalva megallapitottuk, hogy a c-Fos expresszio szexualisan dimorf
és er6s korfliggést mutat. Fiatal patkanyokban nincs nemi kiilonbség a c-Fos
aktivitasban, felnétt ndstényekben szignifikdnsan magasabb a jelolt sejtek szadma, mig
idds allatokban, a nemtdl fiiggetleniil, gyakorlatilag nincs c-Fos expresszio. 17B3-
Osztradiol kezelés atmenetileg megnoveli a jelolt sejtek szamat. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a jarulékos szaglogumoéban I1étezik egy Osztrogénre érzékeny
sejtpopulacid, amelyben a c-Fos fontos szerepet jatszik a sejtszintli események
szabalyozasaban. Ennek a kérdésnek tovabbi vizsgilata azért lényeges, mert a
molekularis mechanizmusok felderitését segitheti, hiszen a hormon a kozvetlen korai
gének aktivalasan keresztiil képes a transzkripcios folyamatokat és az intracellularis
szignalizacios utvonalakat befolyasolni.

A dolgozatban Osszefoglalt Gjabb kisérleti adatokat értékelve a felndttkori
szinaptikus plaszticitas alapjait képezd sejt és molekularis szintli mechanizmusok
megértése szempontjabol 1ényeges az a felismerés, hogy az 0Osztrogén hatdsara
1étrejovo  valtozasokat a preszinaptikus €s posztszinaptikus neuronok egyarant
befolyasoljak. Fontos hangstlyozni, hogy a szinaptikus atrendezddés egyik fazisaban
sem ¢észleltiink axon degeneraciot, ami azt jelzi, hogy a szinapszisok szamaban
bekovetkezod valtozas oka az, hogy az idegvégzdodések bizonyos ideig eltdvolodnak a
szomatol, azaz nem degenerativ folyamatok allnak az események hatterében.

Figyelemremélto tény, hogy az idegi elemek mellett az asztrocitdk is reagalnak

a hormondlis hatdsokra és a kisérleti adatok szerint a szinaptizdld membranok
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molekularis szerkezete is reverzibilis valtozasokon megy keresztiil, amely szorosan
koveti a plazma Osztradiol szintjének ciklikus fluktualasat. Mivel a membran-
membran interakcidk fontos szerepet jatszhatnak a szinapszis atrendezddésben, a
hormonhatéshoz kapcsolhatdé membranszintii folyamatok vizsgélata tovabbi Iényeges

adatokkal szolgalhat az idegrendszeri plaszticitds megértéséhez.
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7. SUMMARY

During recent decades, it has become a generally accepted that the function of
gonadal steroids in the brain extends beyond simply regulating reproductive and/or
neuroendocrine events. In addition, or even more importantly, gonadal steroids
participate in the shaping of the developing brain, while their actions during adult life
are implicated in higher brain functions such as cognition, mood and memory. A large
body of evidence indicates that gonadal steroid-induced functional changes are
accompanied by alterations in neuron and synapse numbers, as well as in dendritic
and synaptic morphology. These structural modifications are believed to serve as a
morphological basis for changes in behavior and cellular activity. Due to their
growing functional and clinical significance, the specificity, timeframe, as well as the
molecular and cellular mechanisms of hormone-induced neuroplasticity have become
the focus of many studies.

The first experiments have clearly indicated that the neuronal plasticity in
certain hypothalamic nuclei is significantly enhanced by estrogen. In the arcuate
nucleus the synapses exhibited a phasic remodeling, which could be linked to the
fluctuation in hormone levels during the estrous cycle. The number of axo-somatic
synapses on arcuate neurons decreased between the morning and afternoon of
proestrus and remained low during estrus morning, and then rose again to the
metestrus/diestrus level.

Further studies have revealed that the effect of hormone is specific, because
not all types of synapses are affected. Quantitative postembedding
immunocytochemical analysis at the electron microscopic level has indicated that the
majority of axosomatic synaptic terminals on arcuate neurons of ovariectomized rats
are GABA-immunoreactive. The administration of a single dose of 17B-estradiol
resulted in a significant decrease in the number of these GABA-IR synapses. In
contrast, estradiol administration had no significant effect on the number of
immunonegative axosomatic synapses. These data clearly show that physiological
levels of estradiol induce a remodeling of the GABAergic axosomatic inhibitory input
to arcuate neurons. More recently, we have shown that estradiol treatment does not
elicit changes in the number of axodendritic arcuate synapses, although there is a

significant increase in the volume density of excitatory spine synapses.
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Although it has been generally accepted and evidenced that estrogen exerts a
profound influence on synaptic plasticity in the central nervous system, several
questions concerning the specificity of action, the role of the estrogen receptors in this
process and the intracellular signaling mechanisms have remained elusive. In the
present work we have addressed these questions and by using immunohistochemistry
and the combination of pre- and postembedding immunostaining we obtained new
data on the hormonally induced neuronal plasticity.

Our results clearly demonstrates that 1783-estradiol induces remodeling of axo-
somatic synapses in the AvPv in a specific way, because the effect of the hormone
differs in different subpopulations of neurons within the nucleus. By using double
immunolabeling we evidence that the presence of estrogen receptor beta is decisive in
this process. We found a significant increase in the number of GABAergic axo-
somatic synapses in ovariectomized female rats treated with 178-estradiol; this change
in synapse number was observed only in neurons which express estrogen receptor
beta.

These data confirm earlier observations by Langub et al. (1994) who reported
similar increase in axo-somatic synapses of estrogen receptor immunoreactive
neurons. With the combination of preembedding estrogen receptor (ERa and ERB)
and postembedding GABA staining we made this observation more specific, because
we could demonstrate a well-defined selectivity of estrogen effect at both pre- and
postsynaptic levels. Our data show that the hormonal treatment affects only
GABAergic synapses which clearly indicate some sort of specificity, but at the same
time we have found differences at the level of postsynaptic cells, as well. On the basis
of the expression of alfa and beta estrogen receptors we could identify three
subpopulations of neurons within the nucleus that respond to endocrine changes
differently. The synaptic connectivity of neurons expressing no estrogen receptors or
only the ERa type does not change after 178B-estradiol treatment, while there is a
hormone-induced increase in the number of synapses in the subpopulation having
both ERa and ERB receptors.

It was shown earlier, that the distribution of tyrosine hydroxilase
immunoreactive neurons in the AvPv of female rats overlaps that of ERB-positive
neurons, i.e. dopaminergic neurons are involved in the hormonally induced synaptic
remodeling. In experiments studying the dopaminergic (TIDA system) of the arcuate

nucleus we have found that the synaptic connectivity of TH-positive neurons are also
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specifically affected by the hormone. In this study, we used double immunolabeling to
localize and separately analyze the synapses on neurons of the TIDA system and
demonstrate that the response to the hormonal treatment is different in the
dopaminergic vs. non-dopaminergic neurons.

According to our data, 17B-estradiol induces synaptic remodeling not only in
females, but also in males, and in both sexes the GABAergic synapses are involved in
the plastic changes. The hormonally-triggered synaptic plasticity, however, is sexually
dimorphic in the sense that in females, inhibitory synapses onto the TH
immunoreactive neurons, whereas in males, inhibitory synapses onto non-
dopaminergic neurons are affected by the hormone. In ovariectomized females 178-
estradiol induced synaptic remodeling in the TIDA neurons: the number of
GABAergic axo-somatic synapses was significantly lower 24 h after the hormone
treatment. The non-labeled arcuate neurons were not affected by 17B-estradiol, since
the synaptic connectivity of those neurons remained unchanged. This observation is in
agreement with our earlier results obtained by using systemic application of the tracer
Fluorogold to label the subpopulation of arcuate neurons that project to the median
eminence. We found that the synaptic connectivity of these “hypophysiotropic
neurons” was different from the other neurons that did not take up the tracer, and that
the neurons projecting to the median eminence underwent synaptic remodeling in
response to 178 estradiol. The present data confirm, by inference, that the retrograde
labeling by Fluorogold identifies TIDA neurons.

A possible approach to study the effect of estrogen on the intracellular
signaling mechanisms is to follow the expression pattern of c-Fos. This proto-oncogen
is a member of the immediate early gene family and is considered a transcription
activator through various signal transduction pathways. The expression of c-Fos,
commonly used as a marker of neuronal activation has been implicated in a number of
physiological functions such as intracellular signaling, cell differentiation, apoptosis,
neural plasticity, learning and memory processes.

The results of our study indicate for the first time that basal c-Fos expression
in the accessory olfactory bulb is sexually dimorphic and decreases with age. Estrogen
treatment increases the number of cells expressing c-Fos in the AOB.

Because c-Fos is known to be involved in central gene co-ordination, the large
number of immunoreactive cells observed in juvenile rats may reflect a higher growth

rate and differentiation. We found that the number of c-Fos labeled cells in adult
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males is lower compared to adult females. Importantly, this is in contrast to the
juveniles where we observed no sex-related differences in the number of labeled cells.
This observation may be explained by considering the changing hormonal milieu of
animals during various stages of life. As the cyclic influence of estrogen and
progesterone on the cascade of cellular signaling has been documented, we have
concluded that increased c-Fos expression in the adult females observed in our study
could be due to higher levels of circulating estrogen.

The AOB is a sexually dimorphic region perceptive to a variety of sex related
queues and plays an important role in sexual behaviour. Altogether, our results
suggest that in the AOB there is a population of estrogen-receptive neurons in which
c-Fos is involved in the cascade of cellular events. Furthermore, it is probable that this
regulation of neuronal activation in the AOB occurs through ER-B and not the alpha

subtype, since only the ER-B is present in this region.
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