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1. Bevezetés

Az emldsdk szaporoddsanak szabdlyozasat a hipotalamusz-adenohipofizis-
gonad (HPG) tengely hormonjai végzik. A tengely felsé szintjét képviseld
hipotalamusz ~ gonadotropin-releasing hormon  (GnRH) idegsejtjei
neurohormon termékiiket szekrécios pulzusok formajaban az agyalapi mirigy
mellsé lebenyének portalis keringési rendszerébe iiritik. Az adenohipofizis
gonadotrop hormonjainak (luteinizalé hormon /LH/, follikulus stimulalo
hormon /FSH/) elvéalasztasa és e két hormon ardnya a GnRH szekrécios
mintazatanak fiiggvénye. GnRH pulzusok hidnyaban az FSH és LH
szekrécidja leall. Az FSH és az LH a gonadokban stimulalja az ivarsejtek
fejlodését és serkenti a szexualszteroidok (androgének, Osztrogének,
gesztogének) elvalasztasat, mely utobbiak fontos szerepet jatszanak a
reprodukcio, az energiahaztartas, a belsé homérséklet, a cirkadian ritmusok
és a stresszvalaszok hipotalamikus szabalyozasaban. Szintjiik negativ és
pozitiv feedback hatast gyakorol a reprodukcidt szabalyozo hipotalamikus
kozpontok és az agyalapi mirigy miikodésére. A hipotalamusz arcuatus
idegmagva (ARC) kulcsfontossagu teriilet a keringd Osztrogén hormon
szintek érzékelésében és ezaltal, az Osztrogén hormonok kozponti
idegrendszeri visszacsatolasaban. Ezen feedback hatas kozvetitésében GNRH
idegsejtek felé az ARC szamos neuropeptid természetli atvivbanyaga vesz
részt. Ilyen szerepet jatszik a kisspeptin (KP), a neurokinin B, a dinorfin és a

galanin-like peptide.

A KP neuropeptid csalad a KISS1 gén prohormon termékébdl lehasado,
kiilonbdzé hosszsagu peptideket foglalja magaba. A kezdetben daganat
metasztazis szupresszorként azonositott peptidrél csupan évekkel késébb
deriilt az ki, hogy szerepe nélkiilozhetetlen a pubertds és a szaporodas

kozponti idegrendszeri szabalyozasaban: a KP specifikus receptorat kodold



gén (KISS1IR) vagy a KISS1 gén inaktivaldo mutacidoi emberben
hipogonadotrop hipogonadizmust okoznak. A tiinetegyiittes gén-kititott
egérben is megjelenik. Mas, épp fokozott génaktivaciét okozd mutdciok
ugyanakkor pubertas precoxot vonnak maguk utan. A KP/KP receptor
reproduktiv tengely miikodésére. A KP reproduktiv tengelyt serkentd hatasat
hipotalamikus gonadotropin-releasing hormon (GnRH) idegsejtek kozvetitik,
igy az GnRH antagonista eldzetes adasaval kivédhetd. Igazolast nyert, hogy
a GnRH idegsejtek valoban nyernek kozvetlen beidegzést a centralis KP
rendszerbdl, expresszaljak a KP receptorat, és KP adasara aktivalodva c-Fos

expressziot és depolarizaciot mutatnak.

A KP neuronrendszert két anatomiailag és funkcionalisan is elkiiloniild
neuron populacié alkotja. A negativ Osztrogén visszacsatolasban és a
GnRH/LH szekrécio pulzatilis mintazatanak kialakitasaban kritikus szerepet
jatszo kisspeptin/neurokinin B/dinorfin (,,KNDy”) idegsejtek az ARC
magban helyezkednek el, mig a pozitiv 0sztrogén visszacsatolas
kozvetitéséhez  elengedhetetlen a  harmadik agykamra rostralis
periventricularis  teriiletén (RP3V) elhelyezkedd6 KP neuroncsoport
mikodése. A kétféle Osztrogén visszacsatolds hatterében alldé molekularis
mechanizmusok jelenleg kevéssé ismertek. Megértésiikhoz elengedhetetlen a
két KP neuronpopulaciéo Gsztrogén-fiiggh transzkripcios szabalyozasanak

tanulmanyozasa.



2. Célkitiazések

A kisspeptin neuronok Osztrogén-fiiggd transzkripcidés szabalyozasat

vizsgalé PhD munkam célkitlizései a kévetkezOk voltak:

- Osztrogén-fiiggé gének és funkcionalis utak azonositisa az egér
arcuatus idegmagjaban.

- Egér KNDy neuronok 6sztrogén-fiiggé szabalyzasianak jellemzése.

- Osztrogén-fiiggé mechanizmusok feltarasa a KPR"V neuronokban



3. Maédszerek

A kisérletekhez C57B1/6] és C57Bl1/6] KP-Cre/ZsGreen genetikai torzsbe
tartozd egereket hasznaltam, melyeket a Kisérleti Orvostudomanyi

Kutatointézet allathazaban tartottunk és kezeltiink.

3.1 Egereken végzett miitéti beavatkozasok

Az els6 1¢épés egy kétoldali sebészi petefészekirtas volt, alacsony szérum
osztrogénszint eldallitasara. Osztrogén okozta transzkripcids valtozasok
vizsgalatahoz sziikség volt egy magas élettani értékhez hasonlo, stabil szérum
Osztrogén szintet mutaté allatmodellre is. Ennek el6allitisahoz
petefészekirtott egerek hatbore ala napraforgo olajban oldott 17B-6sztradiolt
(E2-t; 100 pg/ml) tartalmazod szilikon kapszulat iltettiink be. A kontroll

allatok hatbdre ala a vivéanyaggal toltott kapszulat iiltettiik be.

Megfeleld mindségii agyszovet kinyeréséhez transzkardialis szoveti perfiiziot
hajtottunk végre. Az ARC régid esetén 4 °C-os foszfat pufferrel meghigitott,
10%-0s RNA later oldattal mostuk at a szoveteket. Egyedi KP sejtek
transzkriptomikai vizsgalatahoz 0,5% formaldehidet tartalmazo perfuzios
oldatot hasznaltunk, majd a perfuzidt 20%-os szahar6z oldattal fejeztiik be.
Az RNS mindségének megdrzése érdekében a perfundalt agyakat gyorsan

lefagyasztottuk, steril alufélidba csomagoltuk és -80 °C-on taroltuk.

3.2 Szovettani metszetek készitése

A régidk tanulmanyozasahoz 20 um vastagsagu, mig a sejtek vizsgalatahoz
12 um vastagsagt, koronalis sikil metszeteket készitettiik, melyeket specialis
boritasu PEN targylemezre gytjtottik (,,felhtizott metszetek). A régio

vizsgalatahoz a hipotalamusz magjait Nissl-festéssel tettiik lathatova.



3.3 Laser Capture Microdissection (LCM)

Laser Capture Microdissection (LCM) soran mikroszkopos kontroll mellett,
lézersugar segitségével tortént a specialis targylemezre felhtizott
metszetekb6l egyes szoveti régiok vagy egyedi KP sejtek igen pontos
kimetszése. A fluoreszkaldo KP idegsejtekbdl 300 db-ot gyijtottiink
egyedenként mind az ARC-bol, mind az RP3V-bél.

3.4 RNS izolalas

Az ARC régi6 RNS izolalasat az Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit
segitségével végeztiink el. A KP sejtekbdl torténé RNS izolalas az Arcturus
Paradise RNA Isolation Kittel tortént.

3.5  Transzkriptom vizsgalati modszer (RNA-Seq)

A tényleges szekvenalast a Debreceni Egyetemmel egyiittmiikdodve végeztiik

el, az [lumina 500 High output szekvenalo kit segitségével.

3.6  Adatok kiértékelése

Az adatok kiértékelésére €és elemzésére R-programcsomagot hasznaltunk.
Ezzel késziilt mind a bioinformatikai elemzés, mind az ehhez kapcsolodo

abrak.
3.7  Konfokalis mikroszkopia

A tobbes-immunfluoreszcens  vizsgalatok eredményeit konfokalis

mikroszkopiaval értékeltiik.



4. Eredmények

4.1 Az bsztrogén kezelés magas fiziologias szérum dsztrogén szintet és

robusztus uterus hipertroéfiat eredményezett.

Az Osztrogén kezelés 7.59+0.7 pg/ml (atlagtSEM; N=4) szérum E2
koncentraciét eredményezett, ami a ciklizald6 ndstényeket jellemzd
fiziologias tartomanyba esik (~6 pg/ml didsztruszban és ~8 pg/ml
prodsztruszban). Sikeriilt igazolnunk a modell mikodéképességét azaltal is,
hogy E2 hatasara nagymértékii uterus tomeg valtozast is tudtunk detektalni
(136.5£11.8 mg OVX+E2; N=6 vs. 18.0+0.4 mg OVX+Veh kontroll; N=6),

az E2 jol ismert uterotrop hatasaval 6sszangban.

4.2  LCM modszer segitségével transzkriptom vizsgalatokra alkalmas

mindéségii RNS-t nyertiink ki az ARC-bol.

A szovetek RNS meg6rzottsége megfeleld volt (RIN: 7.1<RIN<8.2). A
szekvenalas soran konyvtaranként atlagosan 22,6 millié un. read-et tudtunk a
11 cDNS konyvtarbol elérni. A readeket egér referencia genomhoz
illesztettiik és ennek soran az ,,alignment rate” 86,8 % volt. A read-ek 89,1

%-a génekhez volt tarsithato (,,assignement rate”).

43 A bioinformatikai elemzés szamos regulalt transzkriptumot

azonositott a kronikusan dsztrogén kezelt egér ARC-ban.

Osztrogén kezelés utdan 2117 szignifikdnsan valtozé (FDR<0,05)
transzkriptumot azonositottunk az egér ARC mintakban, a Kkezelt
csoportokon beliilli nagyfokii homogenitasnak, ki mértékii szordsnak
koszonhetéen. Az OVX+E2 kezelést kapd egerek ARC teriiletén 1157
upregulalt és 960 downregulalt transzkriptum jelent meg. A kétszeres

valtozas kritériumat 235 transzkriptum teljesitette. Ezen szignifikans



valtozast mutatd transzkriptumokat funkcionalis kategoridkba rendeztiik,
melyek a kovetkezOk voltak: autofagiaval kapcsolatosak (N=115);
ubiquitinacidval kapcsolatosak (N=37); neuropeptidet kodolok (N=20); ion
csatornat kodoldk (N=42); transzportereket kodolok (N=83); klasszikus
receptorokat kodolok (N=30); egyéb receptorok transzkriptumai (N=136);
riboszomalis fehérjét kodold transztkriptumok (N=21); transzkripcios
faktorok transzkriptumai (N=104); IncRNS-ek (N=40); mikroRNS-ek (N=9);
prediktalt fehérje kodolok (N=17); és egyéb, olyan ,prediktalt gének”

transzkriptumai (N=383), melyek funkcidja még ismeretlen.

44 Az overreprezentaciés analizis 47 o0sztrogén hatasara

szignifikansan valtozé funkcionalis titvonalat azonositott

A legnagyobb szamu transzkriptum valtozas a Neuroaktiv ligand-receptor
interakcios utvonalban jelent meg (N=56). Ezen valtozasok érintették mind a
klasszikus, mind a peptiderg (orexin, neuropeptide Y, szomatosztatin, stb.)
neurotranszmisszidt. SPIA (Signaling pathway impact analysis) elemzés
segitségével megallapitottuk, hogy a GABAerg €s a szerotoninerg utvonal
aktivalodott, mig a glutamaterg, kolinerg és dopaminerg szinapszis Gitvonalak

gatlodtak.

45 LCM médszerrel izolalt, fluoreszkalé kisspeptin neuronok RNA-
Seq vizsgalata segitett feltarni a KNDy neuronok 6sztrogén fiiggo

transzkriptumjat

Egy masodik RNA-seq vizsgalatsorozatban specifikus modon, az ARC KP
OVX+E2 (N=3) csoportok Osszevetésével. Allatonként 300 fluoreszkald
KPARC neuront gylijtottiink ossze a formaldehiddel fixalt agyakbol. A
sejtekb6l RNS mintakat izolaltunk (RIN 4.8-6.9), majd azokbol a TruSeq



Stranded Total RNA Library Prep Gold kittel szekvenald konyvtarakat
készitettiink. Ez a kit alkalmas részlegesen degradalt, 1-2 ng mennyiségii
RNS visszairasara és amplifikalasara. Az RNS szekvenalas 20,5 millio

read/minta atlagot eredményezett. A readeket egér referencia genomhoz

illesztettiik a STAR program (v 2.7.3a) segitségével, mely 74.9% (s.d.
3.5%) ,overall alignment rate”-et eredményezett. Az annoticid a
featureCounts programmal valosult meg, igy 38,6 % (s.d. = 0.9%) lett a

mapp-elodott readek aranya.

4.6 A bioinformatikai elemzés szamos regulalt transzkriptumot
azonositott a kronikusan @sztrogén kezelt egér KPARC

neuronjaiban.

2329 szignifikansan valtoz6 (FDR<0,05) transzkriptumot sikeriilt
azonositani dsztrogén kezelt alltok KPARC neuronjaibdl. 1442 szignifikdns
valtozast tudtunk detektailni a LogFC 1.0 érték felett és
LogFC -1 érték alatt, ami egy teljes nagysagrenddel tébb, mint a teljes ARC

régidban azanositott valtozasok szama.

47 Az overreprezentaciés analizis 83 6sztrogén hatdasara
szignifikansan valtozé funkcionalis itvonalat azonositott a KPARC

neuronokban

Az elemzés 83 szignifikansan megvaltozott utvonalat azonositott. Ezek koziil
a két, legnagyobb szamt valtozast mutaté csoport a ribosoma (N=57) és a
Neuroaktiv ligand-receptor interakcido (N=57) utvonal volt. SPTIA elemzés
segitségével megallapitottuk, hogy a GABAerg és glutamaterg utvonal
aktivalodott, mig a szerotoninerg, kolinerg és dopaminerg szinapszis

utvonalak gatlodtak.



48 A KPARC neuronok osztrogén érzékeny transzkriptumait

funkcionalis kategériadkba rendeztiik

Szamos 0Osztrogén altal regulalt gént tudtunk kategéridkba rendezni. A
legfontosabb funkcionalis kategéridk a kovetkez6k voltak: autofagia
(N=156); ubiquitinacié (N=45); egyéb neuropeptidek (N=15); ion csatornak
(N=46); transzporterek (N=72); klasszikus neurotranszmitter receptorok
(N=26); egyéb receptorok (N=110); riboszomalis fehérjék (N=60);
mitochondrialis fehérjék (N=37); transzkripcios faktorok (N=109); InNcCRNS-
ek (N=60); mikroRNS-ek (N=5); prediktalt protein kodold gének (N=31);
egyéb prediktalt gének (N=192). A fennmarado transzkriptumokat nem
kategorizaltuk. 109 transzkripcids faktornak valtozott meg szignifikansan az
expresszioja. Ezek valdsziniileg szekunder transzkripcidos folyamatok
szabalyozasaban jatszanak szerepet. Az E2 gatolta szamos hormon
magreceptor (Ar, Esrl), AP-1 transzkripcios faktor (Fos, Fosb, Junb, Jund),
korai novekedési valasz fehérje (EQrl, 3, 4), neurondlis aktivitds fiiggd
transzkripcios faktor (Npas4), orphan nuklearis receptor (Nrdal, Nr4a3),
szteroidgenezis regulator (Crem) és cink-ujj fehérje mRNS expresszidjat. Az
Osztrogén szintén inhibitoros hatast fejtett ki a prohormon konvertaz (Pc1/3),
a transzkripcionalis regulator Creb311, és a Pcskl enzimre is. Masrészrél az
E2 aktivalta néhany hormon receptor (Pgr, Thrb) és a progeszteron
szintézisben szerepet jatszo transzkripciés mediator (Cebpb) mMRNS
expressziojat. Ugyancsak aktivalodtak egyes transzkripcids faktorok, mint a
SOX (Sox11, Sox18) és a STAT (Stat5a, Statbb) csalad tobb tagja is.



49  Osztrogén regulalt receptorok azonositisa segitett a KPARC

neuronok eddig ismeretlen afferens kapcsolatainak feltarasaban

is.
Nagyszamil neurotranszmitter receptor expresszioja valtozott meg a 4 napos
E2 kezelés hatasara. Megvaltozott a Htr2a, Htr4, Htr5a és Htr7 szerotonin
receptor, az Npylr, Npy4r és Npy5r neuropeptid Y (NPY) receptor, az Sstr2
¢s Sstr3 szomatostatin receptor, és az Orx2 orexin receptor izoformak mRNS
szintje. Ezen receptor szint valtozasok alapjan, a receptorok ligandjai képesek
dsztrogén-fiiggd afferens kontrollt gyakorolni a KPARC neuronokra. Ezen
elképzelés anatomiai bizonyitasara kettds-immunfluoreszcens vizsgalatokat
hajtottunk végre OVX+Veh KP-Cre/ZsGreen egerek ARC metszetein. A
konfokalis mikroszkopos elemzés kimutatta az 5-HT marker szerotonin
transzporter (SERT), az orexin B, az NPY és a szomatosztatin jelenlétét az
KPARC neuronjainak axoszomatikus és axodendritikus afferenseiben. A
megfigyelések igazoltdk ezen transzmitterek lehetséges hozzédjaruldsat a
KPARC  sejtek  osztrogénfiiggd mneurondlis szabalyozdsdhoz. Immun-
elektromikroszkopos  kettés jeloléssel sikeriilt megerdsiteniink a

szomatosztatin szinaptikus szabalyozasban jatszott szerepét.

410 KPARC  peuronok  osztrogén-fiiggd  transzkriptomjanak
megismerése j utakat nyithat a szaporodasi betegségekben

szerepet jatszo, eddig ismeretlen gének azonositasahoz is.

Feltételeztiik, hogy azon transzkriptumok (hasonloan a KissI, Tac2 és Tacr3
génekhez) melyek nagymértékben szerepet jatszanak a reprodukcid
szabalyozasaban ¢és fertilitasi korképek koroktanaban, 1) a KP neuronokban
feldusulnak az ARC kornyezethez képest, 2) nagy mMRNS kopiaszdmban
expresszalodnak a KP sejtekben (magas CPM) 3) és jelentés mértékben



regulalodnak (magas FC) Osztrogén hatasara. Egér és human betegség
adatbazisokat elemezve, a 2329 §Osztrogén-regulalta KPARC neuron
transzkriptum koziil 7,1% (N=166) ill. 1,8% (N=42) volt kapcsolatba hozhato
valamilyen pubertast vagy reprodukciot érintd betegséggel, beleértve a
kongenitalis hipogonadotrop hipogonadizmust (CHH). A szignifikans
génvaltozasok elemzésével kivalasztottunk 125 transzkriptumot szigoribb
szelekcios kritériumok alapjan (CPM>100, legalabb haromszoros dusulas a
KP sejtekben az ARC régiohoz képest, legalabb kétszeresen up vagy
downregulacio). A szigoribb kritériumok mellett az egér és a human
betegséget okozo gének eléfordulasi aranya a szlkitett listaban 20%-ra
(N=25) ill. 8%-ra (N=12) nétt. Ezen 125 gént tartalmaz6 listat hasznaltuk fel
,ourden analizishez”. Ennek soran ritka €s valdszinisithetéen patogén
variansokat kerestink egy CHH beteg kohorsz és a gnomAD kontroll
adatbazis Osszehasonlitasaval. Ahogy vartuk, olyan ismert CHH-t okozo
gének, mint a TAC3 (p=6.61E-08), TACR3 (p=1.01E-03) és a KISS1
(p=6.15E-03) ritka variansai a beteganyagban dusulast mutattak. Tovabba az
elemzés felfedett szamos uj, feltételezhetben CHH-t okoz6 gént is, mint
amilyen az Alacsony denzitast Lipoprotein Receptor-6sszefiiggd fehérje 1B
(LRP1B, p=3.14E-05) vagy a fesziiltség-fiiggd kalcium csatorna alfa 1 G
alegysége  (CACNA1G, p=1.84E-04), mely utdbbit kordbban
spinocerebellaris ataxiaval hoztak Osszefliggésbe. Erdekes modon, a
fesziiltség-fiiggd kalcium csatorna alfa 2 delta 1 kiegészité alegysége
(CACNA2D1, p=1.49E-03) is megjelent a feldusult gének kozott, ami azt
mutatja, hogy mind az L-tipust, mind a T-tipust kdlcium csatornaknak fontos
szerepe lehet a human reprodukcidéban. Ezen 10j kandidans gének szerepe a
KPARC neuronok miikddésben és a CHH patofizoldgiaban tisztazasra var, ami

tovabbi alapkutatasi és klinikai genetikai vizsgélatokat igényel.



411 A KPRP neuronokban 222 E2-fiiggé transzkriptumot sikeriilt

azonositanunk

A bioinformatikai elemzés 203 E2 altal szabalyozott gént azonositott a
KPRPV neuronokban (p.adj<0,05). Az alacsony expresszioval rendelkezd
transzkriptumokat kivettiikk az elemzésbél, javitando a statisztika erejét. A
basemean>20 ¢és p.adj<0,05 vagasi értékek haszndlatdval 10623
transzkriptumot azonositottunk ebben a sejttipusban, amelyek koziil 247 volt
E2-fliggd és 222 volt fehérjét kodolo. A 222 gén 45 Gj valtozast tartalmazott,
amelyek nem szerepeltek az alacsony basemean-re nem sziirt listan.

A 222 fehérjekodold gén koziil 142 gén up- és 80 gén downregulalddott. A
leger6teljesebb expresszid a neuromedin B-t kédold Nmb esetében volt
megfigyelhetd. Az erdsen expresszalt gének (log2FC>1) kozott tovabbi
neuropeptidek (Kiss1, Nts, Penk) és egy granin (V(f) is megtalalhat6 volt. Az
ORA elemzés a KEGG-utvonalak koziil a dopaminerg szinapszis €s a
neuroaktiv ligand-receptor kolcsonhatds utvonalak valtozasat azonositotta.
A génontologiai kategoéridk (GO) hasznalatdval végzett ORA a
membranpotencial ~ szabalyozasban  (GO:0042391), a  szinapszis
szervezddésben (GO:0050808), a peptid szallitasban (GO:0015833) és a
hormonszekrécioban (GO:0046879) bekovetkezd valtozasok jelentOs

feldusulasat mutatta ki.

4.12 Az 6sszehasonlito elemzés eltéré E2 altal vezérelt transzkripcios

valaszokat tart fel a két KP sejtpopulacioban

Az Gsszehasonlithatosag érdekében a KPARC neuronok RNS-Seq-adatait
ugyanezzel a szliréssel Ujraclemeztik, ami 1583 kozepes vagy nagy
abundanciiju E2-szabalyozott gént eredményezett. Mig 470 alacsonyan
expresszalt gént kizartunk ezzel a szliréssel, a megnovelt statisztikai erd 48

ujonnan azonositott gén azonositasat is eredményezte a KPARC neuronokban.



Osszességében, a KPRPV neuronokhoz képest a KPARC neuronok sokkal

nagyobb szamu és er6teljesebb transzkripcios valaszt mutattak E2-re.
4.13 Az eltéroé szabalyozas mellett is 96 atfed6 E2-célgén talalhaté.

Bar az E2 altal vezérelt transzkripcios valaszok eltéréek voltak, kilencvenhat
atfed6é gént is talaltunk, hatvankét azonos és harmincnégy ellentétes iranyu
valtozassal a KPRPV &s KPARC neuronokban. Az azonos irdnyban
szabalyozott hatvankét gén listaja tobb TF-t, szinapszishoz kapcsoldodd gént
¢és kalcium jelz6 molekulat tartalmazott. Az erésen expresszalodd gének
koziil az E2 upregulalta az App, Itm2c (gatolja az APP feldolgozasat), Calml,
Eeflal transzkriptumokat. Hasonléoan névelte néhany szinapszishoz
kapcsolodo gén, koztiik a Cadml, Enah, Gad2, Syt6 expressziojat, és
csokkentette a Grin2b expresszidjat. Ezenkivil az E2 mindkét
sejtpopulacioban fokozta a f6 kalcium-jelz6 molekulak (Pcp4, Calml) és a
Hcnl pacemaker csatorna  mRNS-expressziojat. Harmincnégy gén
ellentétesen valtozott, és koziilik tobb, a Kissl-hez hasonld szabalyozasi
mintazatot kovet (Atplal, Chga, Vgf, Ptprn, Ralgps2). Mas, ellentétesen
szabalyozott gének tobbek kozott a transzlacios szabalyozassal (Msi2), a
kalcium jelatvitellel (Cpne2, Ryr3), a szinaptikus plaszticitassal (Cct4, Chll),
a kolinerg transzmisszioval (Chrna7, Tmem35a) kapcsolatos fehérjéket
kodoltak.

414 Az E2 aktivalja a neuropeptid prekurzor és granin géneket a

KPRP3V neuronokban

A KPRPV neuronokban hét E2 4ltal szabéalyozott neuropeptid és granin gént
sikeriilt azonositanunk. Ezek koziil is jelentds aktivaciét mutatott a Nmb,
Kissl, Nts és Penk gének. A Pnoc, Prok2 és Cartpt E2-indukalt névekedése

nem érte el a statisztikai szignifikanciat. A KPR™V neuronok magasan



expresszaltak a Cartpt, Kissl, Nmb, Nts és Penk, mig a Gal mérsékelten
expresszalodott a petefészekirtott egerekben. A neuropeptid prekurzor
fehérjéket az endoplazmatikus retikulumbdl a transz-Golgi haldzatba
keriilnek, ahol szortirozédnak és dense core vezikulakba (DCV)
csomagolodnak. Sikeresen kimutattunk a Chga, Scg2, Vgf és a szekrécios
érése peptidkotés-hasadast igényel a prekurzor molekuldkban. Az E2
serkentette a Cpe, Pam és a Pcsk2 prohormon-feldolgozé enzimek
transzkripcidjat, bar e valtozasok nem érték el a statisztikai szignifikancia
szintjét (p.adj<0,05). A DCV transzlokacioval, transzporttal és fuzidval

kapcsolatos gének nem szabalyozodtak.

415 Az E2 gaitolja a neuropeptid prekurzorokat, a graninokat, a
feldolgozo enzimeket és szamos szekréciés utvonal génjét a KPARC

neuronokban.

A KPARC neuronokban &t egyiittesen expresszalt neuropeptid prekurzor gén
transzkripcios gatlasat figyeltiik meg: Ezek a Kissl, Nms, Nxph3, Pdyn és
Tac2 voltak. A granin csalad o6t tagja, az Scg3, Chga, Chgb, Vdf,
Pcsk1n/ProSAAS, tovabba a Ptprn ugyancsak csokkent expressziot mutatott.
A neuropeptidek érése a DCV-kben zajlik. Az E2 hat feldolgozd enzim,
koztiik a Cpe, Ctsb, Pam, Pcskl, Pcsk2 és Pcsk5 mRNS-expresszidjat
csokkentette, mig a Pcsk6 protedz mRNS szint ndvekedett. A KPARC
neuronokban az E2 csokkentette az Arfl, a Cltc, az Ap2ml és az Aplsl
transzkripcidjat. A transz-Golgi halozatbdl a DCV-k a plazmamembran felé
orientdlodnak, hogy tartalmukat felszabaditsdk. A  transzlokacio
dinaminokra, szintaxinokra, 4allvanyzat- ¢€s miozinmotoros fehérjékre

tamaszkodik. A KPARC neuronokban az E2 szamos dinamint (Dnm1, Dnm3),



szinaptotagmint (Syt4, Syt5), miozin (Myolb, Myolc, Myo3b, Myo5a) és
allvanyzat (Tanc2) fehérjéket kodolo gén mRNS-expressziojat szabalyozta
le. A SNARE-komplex és kofaktorok sziikségesek a DCV-k specifikus
SNARE-komplex komponenseit (Vamp2, Stxla, Stxlb, Snap25) és a
kofaktorokat (Rabl5, Rab27, Rab39, Uncl3a, Uncl3b) kodoldé gének
transzkripciojat. A DCV fuzidés gépezet a Muncl8-1/CASK/Mintl/Lin7b
szervez0 komplexhez kapcsolodik, amely a szinaptikus adhézids
molekulakhoz, a neurexinekhez kotédik. Az E2 downregulalta a szervezo-
komplex alkotoelemeit (Stxbpl (a Muncl8-1-et kodolo), Cask, Apbal (a
Mintl-et kodold), Lin7b) és a neurexineket (Nrxnl, Nrxn2). A Cav2.1 és
Cav2.2 csatornak a legtobb szinapszisban a neuropeptidek és
neurotranszmitterek egylittes felszabadulasat segitik. Az E2 tobbek kozott
csokkentette a Cacnala (Cav2.1) és a Cacnbl segéd Cav alegység
expressziojat. A Rab3-interakcids fehérjék (RIM), az aktiv zona f6 szervezdi,
az Ercl altal kodolt RIM-ko6t6 fehérjén keresztiil kapcsolodnak a Cav2.1-hez,

amelyet az E2 szintén inaktivalt.

416 A transzkripciés faktorok markansan eltéré oOsztrogén

szabalyozast mutattak a két KP neuron populiaciéban

A KPRP3V &5 KPARC neuronok E2-re adott feltiinden eltéré transzkripcios
profilja lattan megvizsgaltuk az E2-fliggd transzkripcios faktorokat (TF). A
KPRV neuronokban az E2 csupan tiz, mig a KPARC neuronokban hetven TF
MRNS expressziojat szabalyozta. Az E2-fliggd TF-ek kozé tartoztak tobbek
koz6tt a nuklearis hormonreceptorok (Pgr, Rora, Thrb, Nr1d2, Nr2c2, Nr4a2,
Nr5a2, Ar, Esrl, Nrdal, Nrda3), homeobox fehérjék (Adnp, Cuxl, Pbx1,
Pknox2, Zfhx2), az AP-1 komplex alegységei (Fos, Junb, Jdp2) és cinkujj



fehérjék (Hivepl, Zfp317). Figyelemre méltd, hogy nyolc TF, koztikk a
Cebpb, Cic, Cuxl, Fosl2, Gtf2i, Hivepl, Hivep2, Junb képes kdlcsonhatasba

1épni az ERa-val.

Fentieken kiviil, az E2 a KPAR® neuronokban transzkripcios szabéalyozok,
kromatin médositok és szabalyoz6 IncRNS-eket kodold gének expresszidjat
is modositotta. Az E2 upregulalta a SWI/SNF (Smarca2, Smarca4, Smarcd3,
Bicral) és az ATRX:DAXX (Atrx, Daxx) kromatin remodelling komplexek,
a hiszton-metiltranszferazok (Kmt2e, Wdr82) és a deacetilazok (Hdacll)
komponenseit. Az E2 lefelé szabalyozott néhany transzkripcids represszort
(Gatad2a, Trpsl, Zfp219), DNS-metiltranszferazt (Dnmt3a) és hiszton-
deacetilazt (Hdac3, Hdac9). Koziiliik egy transzkripcios koregulator (Ncoa6)
és tobb represszor/aktivator (Atrx, Gatad2a, Nripl, Smarca2, Smarca4,

Trim24, Trpsl) is képes kolcsonhatasba 1épni az ERa-val. Az E2 szamos

.

5. Konkluzio

Uralkodd nézet szerint, a KNDy-neuronok dontd szerepet jatszanak a
pulzusokban {iriil6 GnRH-szekrécidés szabalyozasaban azaltal, hogy
kozvetitik a petefészkek altal termelt E2 negativ visszacsatolasait GnRH
neuronok felé KP/KP receptor jelatvitelen keresztiil. Ezen visszacsatolasért
felelds  molekularis mechanizmusok azonban kevéssé ismertek.
Eredményeink olyan neuropeptid gének dusulasat mutattak ki az ARC nem-
KP sejtjeiben, mint az Agrp, Nts és Sst. Ezek a valtozasok indirekt uton,
transzszinaptikus hatést gyakorolhatnak a KPAR® neuronok miikddésére.
Ezen kiviil, az E2 ARC-n kiviili transzszinaptikus hatasokon keresztiil is

befolyasolhatja a KPARC neuronok génexpresszids profiljat. RNA-Seq-



vizsgalataink ugyanakkor nem talaltak bizonyitékot a glialis/endothelialis

részvételre ezekben a KPARC-sejtekre gyakorolt kdzvetett E2-hatdsokban.

A KP neuronpolulacidk dsszehasonlitd elemzésével megallapitottuk, hogy az
E2 egészen eltéré transzkripcios valtozasokat indukal a két sejttipusban. Az
E2 kezelés hatasara megjelené kozos génvalaszok kozt 96 azonos, mig 34
ellentétes irdnyba mutatott a két sejttipusban. A KPRPV neuronokban
aktivalodtak olyan neuropeptid prekurzor gének mint a Kissl, Nmb, Nts és
Penk. Ezzel szdges ellentétben, a KPARC neuronokban ezen neuropeptideket
kodolod gének expresszidjara a hormonkezelés gatldo hatast gyakorolt. Az
Osszehasonlitasban szereplé modelljeink arra utalnak, hogy a génexpressziod

E2 altali szabalyozdsa a KPARC sejtekben Osszetettebb, mint a KPRPV

s

A neuropeptideket kodolo gének expresszidjanak megvaltoztatasan kiviil az
E2 jelentésen megvaltoztatja a kiilonb6z6 nuklearis és membran
hormonreceptorok, ioncsatorndk expressziojat, ¢és szamos biologiai
folyamatot befolyasol, beleértve a transzkripciot, a mitokondridlis és
riboszomalis miikddést és a szinaptikus plaszticitast. Meglepden sok E2 altal
szabalyozott IncRNS-t talaltunk. Ezeknek a szabalyozo RNS-eknek az
Osztrogén altali szabalyozasa 01j utat nyithat a nemi szteroidokkal kapcsolatos
kutatasban. Azzal hogy megismertiik a KP neuronok &sztrogén-fliggd
transzkripcios valtozasait, kozelebb keriiltink az emberi hipotalamusz
Osztrogén altali szabalyozasanak megértéséhez, és betekintést nyerhetiink a
menopauza utani 6sztrogénhiany lehetséges molekularis kovetkezményeibe

is.
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