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Roviditések jegyzéke

2-AG 2-arachidonoyl glicerol

ACTH Adrenokortikotrop hormon

AGRP agouti-related protein

AM251 1- (2,4-diklor-fenil) -5- (4-j6d-fenil) -4-metil-N- (piperidin-1-il)
-1H-pirazol-3-karboxamid, CB1 receptor antagonista

AMCA Aminometil kumarin

AMPA Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol propionsav (receptor)

AP Akci6s potencial

APDC (2R, 4R) -4- aminopirrolidin-2,4-dikarboxilat

AVP Arginin vazopresszin

BAT Barna zsirszovet

BDNF Agyi eredetll neurotrof faktor

BSL-2 Bioldgiai kettes biztonsagi szint

CART Cocaine- and amphetamine regulated transzkript

CB1 1-es tipusu kannabinoid receptor

CBX Karbenoxolon

CRH Cortikotropin-releasing hormon

CTX-B Ciklotraxin-B

D1 1-es tipusu dejodaz enzim

D2 2-es tipust dejoddz enzim

D3 3-as tipust dejodaz enzim

DAGLa Diacil-glicerol-lipaz-alfa
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DHPG (S)-3,5-dihidroxi-fenil-glicin
DMSO Dimetil szulfoxid

DNQX 6,7-dinitrokinoxalin-2,3-dion dinatrium s6, AMPA és kainat
antagonista

EAAT excitatory amino acid transporter

EM Eminencia mediana

EPSC Serkentd posztszinaptikus d&ram

FSH Follikulus stimulalé hormon

GDP-83-S 5 '- [B-tio] difoszfat-trilitium so

GH Novekedési hormon

GHRH Novekedési hormont stimulalé hormon

GnRH Gonadotropin-releasing hormon

GRM4 Metabotrép glutamét receptor 4

HHM Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

HHP tengely Hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengely

IC Intracellularis oldat

IPSC Gatlo posztszinaptikus aram

IR Immunreaktiv

Kainat (2S, 3S, 4S) -Karboxi-4- (1-metil-etenil) -3-pirrolidin ecetsav
(receptor)

KYNA Kinurénsav

L-AP4 L - (+) - 2- amino-4-foszfonvajsav

LH Luteinizal6 hormon

LML Intermediolateralis oszlop
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o-MSH alfa-melanocita stimulalé hormon



1. Bevezetés

A pajzsmirigyhormonok (PMH) a szervezet fejlodésének és miikodésének kritikus iranyitoi
[1]. E hormonok a szervezetiink szinte minden szervére hatnak. PMH hianyaban sériil az
agyfejlodés, jelentdsen lelassul az anyagcsere €és a szivfrekvencia, a magas periférias
ellendllds miatt magas vérnyomas alakul ki, megemelkedik a koleszterin szint, hajhullés,
depresszio, szellemi lassultsag jon létre szamos egyéb tiinet mellett [2]. A megemelkedett
PMH szint szintén sulyos tiineteket okoz, bizonyos esetekben akar halalhoz is vezethet [2]. E
klinikai problémdk mutatjdk, hogy mennyire fontos a pajzsmirigy mikddésének preciz

szabalyozasa.

A vér PMH szintjét a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy (HHP) tengely szabalyozza [1]. E
neuroendokrin tengely kdézponti szabalyozdsit a hipotalamusz paraventrikuldris magjaban
(PVN) elhelyezked6, ugynevezett hipofiziotrof tirotropin-releasing hormont (TRH) termeld
idegsejtek végzik [1, 3]. A hipofiziotrof TRH sejtek axonja a vér-agy gaton Kkiviil
elhelyezkedd eminencia medidna (EM) kiils6 zonajaba vetiil, ahol TRH-t {iritenek a

hipofizealis portalis keringésbe. A TRH a hipofizis eliilsé lebenyébe jutva serkenti a tirotrop

crer

A hipofiziotr6f TRH sejtek milkodését az idegi inputok és a hormonok egyiittesen
szabalyozzak [4]. A hormonok koziil a legjelentésebb szerepe a PMH-ok negativ feedback
hatasanak van [4]. A vér PMH szintjének emelkedése gatolja, mig csokkenése fokozza a
hipofiziotrof sejtek TRH termelését, igy biztositva a vér PMH szintjének stabilitasat [5]. E
negativ visszacsatoldsi mechanizmus részét képezik a tanicitdk, egy a harmadik kamra aljat és
oldalat béleld glia sejttipus. A hipotalamuszban a tanicitdk termelik a 2-es tipusti dejodaz
enzimet (D2) [6], ami a pajzsmirigy altal termelt tiroxint (T4) alakitja at aktiv PMH-na,
trijodtironinna (T3) [7]. A T3 a TRH sejtek magi PMH receptoran hatva gatolja a TRH

termelddését [5].

A hipofiziotrof TRH sejtek, a tanicitdk, az idegi inputok és a hormonok egyiittesen
szabalyozzék az hipofizealis portalis keringésbe iiriil6 TRH mennyiségét és ezaltal a HHP

tengely aktivitasat [1].



PhD munkam soran a TRH idegsejteket beidegz6 TRH axonok szabalyozé szerepének és a

TRH axon-tanicita interakcié mechanizmusanak megértése volt a célom.



2. Irodalmi attekintés

A hipotalamusz alapvetd szerepet jatszik a szervezet hormonalis rendszerének
szabalyozasaban. Két hipotalamikus rendszer, a hipotalamo-neurohipofizealis és a kissejtes
tuberoinfundibuléris neuroszekrécios rendszerek vesznek részt kdzvetleniil a hormontermelés
iranyitasaban. A hipotalamo-neurohipofizealis rendszert a hipotalamusz szupraoptikus és
paraventrikularis (PVN) magjaiban talalhatdé nagysejtes vagy mas néven magnocellularis
idegsejtek alkotjak [8]. E sejtek arginin-vazopresszint (AVP) vagy oxitocint (OT) termelnek.
A magnocellularis sejtek axonjai az EM bels6é zonajan és a hipofizis nyélen keresztiil vetiilnek
a neurohipofizisbe, azaz a hipofizis hatso lebenyébe, ahol a sejtek aktivacidjanak hatdséara a
hormonok az idegvégzddésekbdl a hatsod lebeny extracellularis terébe €és innét az érrendszerbe

jutnak [9].

A kissejtes tuberoinfundibuléris rendszer idegsejtjei mas szoval parvocelluldris neuronok az
arcuatus idegmagban, a PVN-ben, periventrikularis teriileten és a preoptikus teriileten
helyezkednek el [10]. Ezen tgynevezett hipofiziotrof neuronok kozds tulajdonsaga, hogy
axonjuk az EM kiils6 zonajaban végzoédik, ahol a hormonjaikat az extracellularis térbe tiritik
[1]. Az EM egy specialis, vér-agy gat mentes teriilet, igy a szekretalt hormonok az
extracellularis térbdl akadalytalanul 1éphetnek be a hipofizealis portalis keringésbe. A portalis
rendszeren keresztiil a hipofiziotr6f hormonok a hipofizis elsd lebenyébe jutva szabalyozzak a

hipofizis hormonok szekréciojat és ezaltal a periférias endokrin szervek mitkodését [11].

Munkacsoportunk f6 kutatdsi teriilete a pajzsmirigy milkodés agyi szabalyozasanak
vizsgalata. A PMH-ok a szervezet szinte minden sejtjének miikodésére hatdssal vannak.
Szerepiik 1étfontossagi az idegrendszer fejlédésének, a novekedés, az energiahaztartas, az
anyagcsere €s a termogenezis szabdlyozdsaban. A PMH szabdlyozza a tdpanyag majban
torténd metabolizmusat, a folyadék egyensulyt, tovabba szabalyozza a sziv- és érrendszer

mukodését is.

A sejtekben a PMH hatasat foként magi PMH receptorok kozvetitik [12], melyek a
génexpressziora hatva szabalyozzak a sejtek miikodését. A pajzsmirigy altal legnagyobb
mennyiségben termelt hormon, a T4, prohormonnak tekinthetd, mivel nem k&tddik a magi
PMH receptorokhoz [13]. A PMH aktiv formaja, a T3, a magi PMH receptorok preferalt
ligandja. A T4-T3 atalakulast dejodaz enzimek végzik, elsdsorban az agyban és a periférias
szovetekben is megtalalhatd 2-es tipusu dejodaz enzim (D2) [14-16]. A D2 a T4 kiils
gylirijérél egy jod molekulat eltavolitva alakitja at a T4-et T3-ma [15]. Ezzel szemben a T4
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¢s a T3 inaktivalasat a 3-as tipust dejoddz enzim (D3) végzi a belsé gylirtirdl torténd jod
lehasitassal. Habar a vérben a PMH szint viszonylag alland6, a szdveteknek szovettipus
szerint jelent6sen eltéré PMH hatasra lehet sziikségiik és id6ben is jelentdsen valtozhat a
szovetek PMH hatas sziikséglete [17]. Ezen eltéré szoveti igények miatt kritikus a szoveti
PMH metabolizmus, azaz a dejodaz enzimek lokalis szabalyozasa [16]. A széveti PMH hatas
szabalyozasahoz hozzajarul a PMH transzporterek, receptorok, receptor koregulatorok

sejtszintll szabalyozasa is [18].

A vér PMH szintjének szabalyozasat a HHP tengely végzi [1]. A tengely f& kozponti
idegrendszeri szabalyozdja a PVN-ben elhelyezkedd hipofiziotrof TRH termeld sejtcsoport. A
TRH egy tripeptid-amid (pGlu-His-ProNH2) [19], ami szamos mas bioldgiai funkcid
szabalyozasa mellett az agyalapi mirigy TSH szintézisének, felszabadulasanak és bioldgiai
aktivitasanak szabalyozasat is végzi [20-22]. A TSH egy glikoprotein hormon amely o és 3
alegységekbol all. A TSH specifikus receptoran keresztiil serkenti a pajzsmirigy follikulus
sejtjeinek novekedését és miikodését, valamint szabalyozza a PMH-ok, a T4 és a T3
részén helyezkednek el, részben a magnocellularis almagban a vazopresszin és oxitocin
neuronok kozt, azonban a TRH sejtek e teriileten is parvocellularis sejtek [11]. Ezzel
ellentétben patkanyban a hipofiziotrof TRH sejtek a PVN k6zéps6 és hatso részén a medialis
¢és periventrikularis almagokban helyezkednek el [23]. Az emberi hipotalamuszban a PVN-
ben a TRH sejtek megoszldsa az egérben tapasztalthoz hasonld, azonban metodikai
nehézségek miatt a hipofiziotrof TRH sejtek megoszlasa a human PVN-ben nem ismert [24,
25]. A hipofiziotrof TRH sejtek jellemzdje, hogy axonjuk az eminencia mediana (EM) kiilsd
z6najaba vetiil, ahol a TRH neurohormon felszabadul az extracellularis térbe [1]. A TRH
ezutan a hipofizealis portalis keringésen keresztiil az agyalapi mirigybe jut, ahol az 1-es
tipusu TRH receptoron (TRH-R1) hatva stimulalja a pajzsmirigy aktivitasat szabalyozo
tirotrop Sejtek TSH szintézisét és felszabadulasat [1, 26]. Ragcsalokban két TRH receptor
termelddik, a TRH-R1 és a TRH-R2. Mindkét TRH receptor G protein kapcsolt titvonalon
miikodik. Jelentds TRH-R2 mRNS expresszio figyelhetd meg az agy szamos teriiletén, mint
példaul az agy- és kisagykéreg, a talamusz, a medialis habenula, a medialis geniculate mag, a
hid egyes magjai és a retikularis formacid, amelyek fontosak a szomatoszenzoros jelek és a
magasabb kozponti idegrendszeri funkciok szabalyozasaban [27]. Ezzel szemben a TRH-R1
mRNS tulnyomorészt a neuroendokrin agyi régiokban példaul PVN-ben, arcuatus magban,

anterior hipotalamuszban, az autoném idegrendszerben és a zsigeri agytorzsi régiokban



expresszalodik. Az agyalapi mirigyben csak a TRH-R1 expresszalodik, TRH-R2 transzkript
nem észlelhetd [27]. A szekretalt TRH inaktivalasat elsésorban egy nagy szubsztrat
specificitasi membran fehérje a TRH bonté enzim (TRH-DE) vagy mas néven piroglutamil-
peptidaz II (PPII) katalizalja [28, 29]. Szérumban a TRH-t a TRH-DE alternativ splicing vagy
proteolizis eredményeként 1étrejott oldhato formaja bontja, amit a tiroliberinaznak is neveznek
[30]. A hipofiziotr6f TRH neuronok egy masodik jellegzetessége, hogy egy masodik
neuropeptidet, cocaine- and amphetamine-regulated transzkript peptidet (CART) is
expresszalnak [31, 32]. A CART szintén a hipofizialis portalis keringésbe firiil, és gatolja a
TRH prolaktin szekréciora gyakorolt hatasat, de nincs hatassal a TRH-nak a TSH szekréciora
kifejtett hatasara [33]. E két peptid mellett a hipofiziotrof TRH neuronok 2-es tipust
vezikularis glutamat transzportert (VGLUT2) is termelnek, ami a sejtek glutamaterg
fenotipusara utal [34]. Mivel az EM TRH axonterminalisai tartalmaznak VGLUT2 proteint és
nagyszamu small clear szinaptikus vezikulat, ami a glutamaterg axonok jellemzdje,
feltételezhetd, hogy a glutamat a TRH-val egyiitt szabadul fel az EM kiils6 zonajaban [34-36].
Azonban a TRH axonokbdl iiriild glutamat szerepe az EM vagy a hipofizis miikodésének

szabalyozasaban nem volt ismert.

A hipofiziotr6f TRH idegsejtek szabalyozasaban kritikus szerepet jatszanak e sejtek idegi
inputjai. Az agy szamos teriiletérdl szinaptikus kapcsolatokon keresztiil érkez6 informaciok

jelentdsen képesek befolyasolni a TRH idegsejtek és ezaltal a HHP tengely aktivitasat.

Jelenleg harom f6 neuroncsoport ismert, amelyek szinaptikus kapcsolatokon keresztiil
befolyasoljak a TRH idegsejteket a PVN-ben: a hipotalamusz arcuatus magjanak taplalkozast
szabalyozd sejtcsoportjai, a hipotalamusz dorzomedialis magja (DMN) és az agytorzsi

katekolamint termeld idegsejtek [4, 37].

A hipotalamusz arcuatus magja kulcsfontossagl szerepet jatszik az energia homeosztazis
szabalyozasaban azaltal, hogy energiahaztartas szabalyozasadban szerepet jatsz6 hormonok
hatasat integralja és tovabbitja az ugynevezett masodrendii taplalkozast szabdlyozd
sejtcsoportok felé [38]. Az arcuatus magban két f6 taplalkozassal kapcsolatos idegsejt csoport
talalhato: a medialisan elhelyezked6, neuropeptid Y-t (NPY), agouti-related proteint (AGRP)
és y-amino-vajsavat (GABA) termeld, orexigén idegsejtek; valamint a lateralisan
elhelyezkedd anorexigén neuronok, amelyek alpha-melanocita stimulalé hormont (a-MSH) és
CART-ot termelnek [38]. Az AGRP/NPY sejtek éhezésben aktivalodnak és fokozzak a
taplalékfelvételt, illetve csokkentik az energialeadast [39]. Az a-MSH/CART sejtek aktivitasa
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viszont csokken éhezésben. E sejtek jelentés mértékben csokkentik a taplalékfelvételt és
novelik az energialeadast [39]. Mindkét neuroncsoport aktivitasat szabalyozzak periférias,
taplalkozas szabalyozassal kapcsolatos hormonok és metabolitok, mint példaul a leptin,
ghrelin, inzulin, glikéz és amindsavak [38]. E hormonok ellentétesen szabalyozzak az

arcuatus mag két taplalkozast szabalyozo sejtcsoportjat [38].

Az AGRP/NPY idegsejtek a PVN 6sszes TRH tartalmu idegsejtjét igen dsan beidegzik. Ezen
idegsejtek szimmetrikus tipusu, azaz gatlo jellegli szinaptikus kapcsolatokat hoznak 1étre a
TRH idegsejtekkel [31, 40, 41]. A szinaptikus kapcsolatok gatld jellegének megfeleléen az
NPY ¢és az AGRP centralis adagolasa is jelentds mértékben csokkenti a PVN-ben a TRH
termelését [42]. AGRP az agyban kizarolag az arcuatus mag NPY sejteiben termelddik [43].
gy a PVN TRH sejtjeinck AGRP beidegzése kizarolag e sejtcsoportbol érkezik [41]. NPY az
agy szamos sejtcsoportjaban termelddik. Ennek ellenére azonban a TRH idegsejtek NPY

beidegzésének tobbsége, 75%-a, szarmazik az arcuatus mag AGRP/NPY idegsejtjeibol [44].

A TRH idegsejteket beidegzik az arcuatus idegmag anorexigén a-MSH/CART idegsejtjei is
[33]. Az a-MSH ¢és a CART centralis adagolasa is serkenti a PVN-ben a TRH termel6dését
[31].

Az arcuatus mag e két sejtcsoportja fontos szerepet jatszik az ¢hség HHP tengelyre Kifejtett
hatasanak kozvetitésében [45]. Ehezés hatasara csokken a hipofiziotrof TRH idegsejtek TRH
termelése, ami hozzajarul a HHP tengely aktivitasanak csokkenéséhez [1]. A HHP tengely
gatlasa a leptin keringd szintjének csokkenése miatt alakul ki éhezésben [46]. gy az éhezés
hataséra kialakulo centralis hipotiroidizmus teljes mértékben kivédhetd leptin periférias vagy
centralis adagolasaval [46]. Az ¢hezés és a leptin kezelés hatasat is teljes mértékben kivédi az
arcatus mag kémiai kiirtasa, ami az arcuatus mag szerepét igazolja ¢ hatasok kozvetitésében
[41]. Leptinhez hasonléan az a-MSH ¢és a CART centralis adagolasa is kivédi az éhezés TRH
szintézisre gyakorolt hatasat [11]. Ezzel elletétben az NPY illetve az AGRP centralis
adagolasa taplalt allatokban is a HHP tengely éhezésben tapasztalt gatlasat okozza annak
ellenére, hogy mindkét peptid jelent6sen fokozza az allatok taplalékfelvételét [42]. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy éhezésben az a-MSH/CART sejtek aktvitdsanak csokkenése és az
NPY/AGRP sejtek aktivitdsanak fokozodasa egylittesen hozza létre a hipofiziotrof TRH
sejtek gatlasat [47].

A DMN is fontos szerepet jatszik az energia homeosztazis és a vegetativ funkciok

szabalyozasaban [48]. Az arcuatus mag taplalkozas szabalyozasaban szerepet jatszo
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idegsejtjeihez hasonldoan a DMN idegsejtjei is érzékelik a keringd, energia homeosztazissal
kapcsolatos hormonok, mint példaul a leptin [49] szintjének valtozasat. Azonban ez az
informaci6 az arcuatus magon keresztiil kozvetett modon is eljut a DMN neuronjaihoz [50]. A
DMN kritikus a taplalékfelvétel és a stresszvalasz cirkadian szabalyozasiaban [48, 51],
integralja ezeket a jeleket, és tovabbitja az informaciot mas idegsejt populacioknak, példaul a
szimpatikus idegrendszernek és a PVN-nek [48]. A DMN szintén hozzajarul a HHP tengely
szabalyozasahoz; a mag kétoldali 1ézidja noveli a T3 24 ora alatt mért felszabadulasat [52],
ami arra utal, hogy a DMN gatolja a pajzsmirigy miikodését. Anterograd palyajelolési
vizsgalatok kimutattak, hogy a DMN idegsejtjei beidegzik a PVN TRH idegsejtjeinek
tulnyomo tobbségét [4]. A DMN eredetii axonok és a PVN TRH idegsejtjei kozott elsdsorban
szimmetrikus tipusu szinapszisok figyelhetk meg, ami a kapcsolatok gatlo jellegére utal [25].
Tovabbi vizsgalatokra van sziikség ezen morfologiai kapcsolat fiziologiai jelent6ségének
tisztazasahoz. Feltételezik, hogy a DMN integralja az energiahaztartassal és a cirkadian
ritmussal kapcsolatos idegi inputokat és ezen informacioknak megfeleléen modositja a HHP

tengely aktivitasat [4].

Az agytorzsi katekolaminerg sejtcsoportok szamos fiziologiai funkcidé szabalyozasaban
vesznek részt, példaul a figyelem, alvas/ébrenlét, tanulds, memoria, érzelmek, szaporodas,
neuroendokrin folyamatok és a stressz kozponti szabalyozasaban [53]. E neuronokat az
altaluk eldallitott transzmitter alapjan adrenerg és noradrenerg neuronoknak nevezziik.
Mindkét idegsejt populacio termel dopamin-f hidroxilazt, a noradrenalint szintetizald
enzimet, de csak az adrenerg neuronok termelik a feniletanolamin N-metiltranszferazt, az
enzimet, ami a noradrenalint adrenalinna alakitja [54]. A PVN TRH idegsejtjei dus
katekolaminerg beidegzést kapnak [55]. A katekolaminerg axonok aszimmetrikus tipusu
szinapszisokat hoznak Iétre a TRH neuronok felszinén [55], ami a kapcsolat serkentd jellegére
utal. Ezzel 6sszhangban kimutattak, hogy a noradrenalin fokozza a TRH gén transzkripciojat
[56]. A TRH neuronok katekolaminerg beidegzésének koriilbelill kétharmada adrenerg
neuronokbdl szarmazik, mig a noradrenerg neuroncsoportokb6l a TRH sejtek katekolamin
beidegzésének a fennmaradd egyharmada szarmazik [37]. Az adrenerg neuronok kizardlag a
medulla C1-3 régidiban helyezkednek el, és mivel mindharom adrenerg régié axonjainak
eloszlasi mintazata nagyon hasonlé a PVN-ben [57], valdosziniileg mindegyik adrenerg csoport
hozzajarul a hipofiziotr6f TRH idegsejtek beidegzéséhez [37]. A katekolaminerg idegsejtek a
klasszikus transzmitteriik mellett peptiderg transzmittereket is termelnek. A TRH neuronok
adrenerg beidegzésének kb. 50% -a tartalmaz CART-ot [58], és tobb mint 70% -a tartalmaz

12



NPY-t is [44]. Ezen adrenerg axonterminalisok nagy része hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptidet (PACAP) is tartalmaz [46]. Jelenleg nem ismert, hogy a tobb transzmitter
egyiittes felszabadulasa hogyan modulélja az adrenerg idegsejtek hatasat a TRH sejtekre, a
tobb transzmitter hasznalata valosziniileg jelent6s rugalmassagot biztosit az adrenerg
neuronok szamara, hogy a kiilonb6z6 fiziologiai és patofizioldgiai hatasokra reagalva eltéréen
befolyasoljak a TRH sejteket [1]. Az agytorzsben hat noradrenerg sejtcsoportot
kiionboztetiink meg (A1-A6), de csak az Al, A2 és A6 noradrenerg sejtcsoportok vetiilnek a
PVN-be [59]. Az Al noradrenerg sejtcsoport elsésorban a PVN magnocellularis részét
innervalja patkanyokban [60], ami arra utal, hogy ez a sejtcsoport csak viszonylag kisebb
mértében jarulhat hozza a TRH sejtek noradrenerg beidegzéséhez. Az A2 és A6 noradrenerg
sejtcsoportok azonban stirin beidegzik a PVN periventrikularis és medialis parvocellularis
tertileteit, ahol a hipofiziotr6f TRH neuronok is talalhatok [60], valoszintisitve, hogy ez a két

noradrenerg sejtpopulacio a hipofiziotrof TRH idegsejt beidegzésének elsédleges forrasa.

A PVN-ben elhelyezked6 TRH idegsejtjek katekolaminerg beidegzésének egyik {0, ismert
funkcidja a TRH idegsejtek aktivitasanak fokozasa hideg kornyezetben [61]. Hideg hatasara a
TRH szintézis igen gyors, tranziens fokozodasa figyelheté meg, amit a periférias PMH szint
emelkedése kovet [61] eldsegitve az adaptiv hotermelést. Mivel centralis TRH kezelés
fokozza a barna zsirszovet hétermelését a szimpatikus idegrendszer aktivalasan keresztiil is,
elképzelhetd, hogy a TRH idegsejtek aktivitasanak fokozodasa a HHP tengelytdl fliggetleniil

is hozzajarul a hideg hatasara kialakul6 hétermeléshez [61].

A noradrenalin szintézis gatlasa kivédi a TRH szintézis hideg hatasara bekovetkezd
fokoz6dasat, ami arra utal, hogy a katekolaminerg neuronok kritikus szerepet jatszanak a
hideg hatasanak kozvetitésében. Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy a PVN katekolaminerg

beidegzésének kialakulasa el6tt a hideg nem fokozza a TRH sejtek aktivitasat [62].

A fent emlitett idegi kapcsolatok mellett a PVN TRH idegsejtjei galanin-, TRH-, CRH-,
szomatosztatin-, glicin, GABA és glutamat tartalma beidegzést kapnak [1, 34, 40, 42, 45, 46,
63, 64, 65]. A szerotoninerg axonok és a TRH neuronok kdzott nem szinaptikus kapcsolatokat
irtak le [66]. Azonban ezen inputok szerepérdl a hipofiziotréf TRH neuronok szabalyozasaban
viszonylag kevés informacioval rendelkeziink. A hipofiziotrof TRH neuronok ismert

bemeneteit a 1. abra foglalja &ssze.
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1. Abra: Sematikus abra, amely 6sszefoglalja a PVN TRH neuronjainak ismert neuronalis
inputjait. Az azonositott eredetli beidegzéseket egy adott neuron 4brazolja, amely axonjat a
TRH neuronokhoz kiildi. A jelenleg ismeretlen eredetli bemeneteket axonterminalisok jeldlik

a TRH neuron felszinén. PACAP = hipofizis-adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid [1].

A PVN TRH sejtjeinek igen diis a TRH tartalmu beidegzése [67]. A PVN-ben gyakorlatilag
az Osszes TRH idegsejt felszinén szamos TRH-tartalmu axonvarikozitas figyelhet6 meg [1]. A
TRH-tartalmu varikozitasok és neuronok kozt szimmetrikus tipusu szinapszisokat figyeltek
meg [11], ami a kapcsolatok gatlo jellegére utal. Ez alapjan feltételezték, hogy e TRH-TRH
kapcsolatok egy ultrashort feedback mechanizmus részét képezik, melyben a TRH sejtek
aktivitdas fokozodasa esetén a PVN-ben 1évé TRH sejtek legatoljak egymast, igy
megakadalyozva a hipofiziotrof TRH sejtek aktivitasanak talzott fokozodasat [4]. Azonban a
TRH idegsejtek TRH beidegzésének eredete nem volt ismert, igy az sem kizarhatd, hogy
nincs kapcsolat a PVN TRH idegsejtjei kozott és a TRH idegsejtek TRH beidegése a PVN-en
kiviilr6l érkezik. Zhang és munkatarsai [61] kimutattadk, hogy TRH mikrodializissel torténd
PVN-be juttatasa megemeli a vér PMH szintjét [61]. Ezen adat megkérddjelezi a TRH-TRH
kapcsolatok gatlo jellegét.
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Morfologiai adatok alapjan a TRH sejtek szabalyozasaban olyan retrograd szignal rendszerek
is szerepet jatszanak, mint példaul az endokannabinoid vagy az agyi eredetii neutrotrof faktor

(BDNF) [36].

Az endokannabinoid rendszer egyik f6 lipid transzmittere, a 2-arachidonoylglycerol (2-AG),
az idegrendszerben a posztszinaptikus idegsejtekb6l szabadul fel és a preszinaptikus
axonterminalisok 1-es tipusi kannabinoid receptoran (CB1) hatva gatolja a transzmitterek
felszabadulasat [68]. Az endokannabinoidok iiriilését kivalthatja klasszikus transzmitterek,
mint glutamat vagy GABA, fokozott iiriilése [69], de a rendszer részt vesz hormonok és
neuropeptidek hatasanak kozvetitésében is [70]. Igy példaul a ghrelin az endokannabinoid
rendszer kozvetitésével gatolja a PVN kissejtes neuronjainak serkent6 beidegzését [71] és az
NPY energiahaztartasra gyakorolt hatdsainak kozvetitésében is fontos az endokannabinoid
rendszernek a Kkissejtes neuronok beidegzésére kifejtett hatasa [72]. Munkacsoportunk
kimutatta, hogy a CB1 jelen van a PVN TRH idegsejtjeit beidegzd axonokban is. CB1
megfigyelhet6 a TRH idegsejtek GABA-erg és glutamaterg beidegzésében is. Azonban az
endokannabinoid rendszer szerepe a TRH idegsejtek szabalyozasaban egyelére még nem

tisztazott.

Az endokannabinoidokhoz hasonléan a BDNF-et is hasznaljak az idegsejtek retrograd
transzmitterként [73]. A BDNF receptora a tropomiozin receptor tirozin kinaz (TrkB) [74]. A
BDNF preszinaptikus TrkB-n hatva képes serkenteni a preszinatptikus terminalisok aktivitasat
[75]. A TRH idegsejtek egy része termel BDNF-et a PVN-ben [76]. Ez alapjan feltételezziik,
hogy a BDNF-TrkB retrograd szignaling rendszer is részt vesz a TRH idegsejtek

szabalyozéasaban.

Az idegi inputokon kiviil a HHP tengely szabalyozasadban alapvetd szerepet jatszik a PMH
negativ feedback szabalyozas [4] (2. abra). A PMH gatolja a TRH szintézist a hipofiziotrof
sejtekben ¢és emellett a hipofizis tirotrop sejtjeire kozvetleniil hatva is gatolja a TSH
szintézisét és Uriilését ezaltal gatolva a pajzsmirigy miikodését [47]. Ha csokken a kering6 vér
PMH tartalma, az fokozza a hipofiziotrof sejtek TRH szintézisét, mig a vér magas PMH
szintje gatolja azt [4]. A PMH kozvetleniil a TRH sejtekre hatva fejti ki a TRH szintézist gatlo
hatasat. Ezt tdmasztja ald, hogy a PVN mell¢ beiiltetett T3 kristaly csak a beliiltetés oldalan
gatolja a TRH szintézist [1]. A PVN TRH sejtjei termelnek alpha és beta tipusu

pajzsmirigyhormon receptorokat (TRo €s ), melyek kozil a feedback szabalyozas
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kialakitasaban a TRPB2 izoforma jatszik kritikus szerepet [77]. E receptor hianyaban a PMH

nem képes szabalyozni a TRH termelddését [78].

3. agykamra
T4|

Pit Hipofizis
Pc Portalis kapillaris
Tc Tanicita

() MCT8, OAPT1cl

2. Abra: Sematikus dbra a HHP tengely és a PMH negativ visszacsatolasi kapcsoltsag

szabalyozasarol [1].

Hipotiroid patkanyokban a vér T3 szintjének helyreallitisa T3 kezeléssel nem képes
megfeleld modon gatolni a TRH szintézist [1]. Ez arra utal, hogy a T4 prohormon az agyba
jutva atalakul T3-ma és részt vesz a TRH sejtek negativ feedback szabalyozasaban [11]. A
hipotalamuszban a T4-T3 atalakulast katalizalo D2 enzim kizarélag egy specialis gliasejt

tipusban a tanicitakban termel6dik [14].

A tanicitak a latoideg keresztez0dés mogott bélelik a harmadik agykamra oldalfalat és az EM
kamrai felszinét [79]. A tanicitak Kicsiny, szogletes sejttestei alkotjak a kamra falat e
teriileteken, mig hossz bazélis nyalvanyuk az EM kiils6 zéndjaba illetve az arcuatus és
ventromedialis magok és a DMN teriiletére vetiilnek [79]. Az EM kiils6 zonajaban a tanicitak
nyulvanyai a hipofizealis portalis keringés fenesztralt kapillarisai koriil végzédnek [80]. E
teriileten a tanicita nyulvanyok kozvetlen kapcsolatot létesitenek a hipofiziotrof idegsejtek

axonterminalisaival [11] (3. abra). Ez az anatomiai kapcsolat azt sugallja, hogy az EM-be
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vetiilé tanicitak (B,-tanicitak) részt vehetnek a neurohipofizealis rendszerek miikodésében
[79].
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3. Abra. Az EM sematikus dbrdzoldsa PVN hipofiziotréf TRH neuronokkal. Sarga: TRH axon

projekciok, termindlisok. Piros: Tanicitak. Zold: fenesztralt vérerek. Kék: asztrocitdk [81].

A tanicitak D2 mellett OATP1C1 ¢és MCT8 PMH transzportereket is termelnek [82].
OATP1cl a T4-et, mig az MCTS a T4 és a T3 transzportjat is elésegiti. gy a tanicitak
képesek T4-et felvenni és T3-at szekretalni [81]. Mivel az EM a vér-agy gaton kiviil
helyezkedik el, a vérbdl a T3 akadaly nélkiil 1éphet be az EM extracellularis terébe, ahol a
vérbdl szarmazo T3 mellett a tanicitak altal szekretalt T3 is hozzéjérul az extracellularis tér
regulalja, a tanicitak D2 aktivitasara nem hat a vér PMH szintje [47]. Ezért a tanicitak a vér
T4 szint valtozasat a hipotalamusz T3 szint valtozasava konvertaljak [14], ami kritikus nem

csak a TRH idegsejtek negativ feedback szabalyozasahoz, hanem szamos mas hipotalamikus

crcr

Az EM Kkiils6 zonajaban a TRH axonok tartalmaznak MCT8 PMH transzportert, ami arra utal,
hogy a hipofiziotrof TRH sejtek az EM extracellularis terébdl veszik fel a T3-at, amit
retrograd transzporttal széllithatnak a TRH idegsejtek sejtmagjaba, ahol a T3 kifejtheti a TRH

szintézist gatld hatasat [1].
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Habar a tanicitdak D2 aktivitasit nem befolyasolja a vér PMH szintjének valtozasa [47],
bizonyos allapotokban, mint példaul fertéz¢és hatasara, jelentésen megemelkedik e sejtek D2
aktivitasa, ami lokalis hipertiroidizmust hoz létre a mediobazalis hipotalamuszban, ezéltal
gatolva a HHP tengelyt [4]. Ez arra utal, hogy a tanicitak PMH aktivald képessége egy extra

szabalyoz6 mechanizmus a HHP tengely centralis iranyitasaban.

A lokalis T3 koncentracid szabalyozasa mellett 1éteznek tovabbi mechanizmusok, melyek

segitségével a tanicitdk képesek szabalyozni a HHP tengely aktivitasat.

A tanicitak expresszalnak TRH-DE-t is [30], ezaltal a tanicitak képesek befolyasolni az
agyalapi mirigybe jut6 TRH mennyiségét, tigy, hogy lebontjdk a EM kiils6 zo6ndjanak
extracellularis terébe szekretalt TRH egy részét [30]. A tanicitak TRH-DE termelését a PMH
szint emelkedése viszonylag gyorsan megemeli, hozzajarulva a PMH negativ
visszacsatolasahoz a HHP tengelyen. Ezt tamasztja ala, hogy hipertiroid patkanyokbdl nyert
EM explantumok TRH szekréciojat jelentdsen fokozza a TRH-DE gatlasa [30].

Tovabba, a tanicitak endokannabinoidokon keresztiil is szabalyozzak a hipofiziotr6f axonok
idegsejtjei termelnek CB1 mRNS-t és az EM kiils6 zonajaban a hipofiziotrof TRH idegsejtek
axonvégzOdései tartalmaznak CBl-et [36]. Ez felvetette a lehetdségét, hogy az
endokannabinoidok is szabalyozhatjak a TRH felszabadulasat az EM-ben. A legtobb esetben
az endokannabinoidok posztszinaptikus idegsejtekbdl szabadulnak fel, és a preszinaptikus
axonterminalisokon elhelyezkedd CB1 receptorokra hatnak [83, 84]. Azonban az EM kiilsé
zOnajaban nagyon kevés idegsejt talalhaté [11], és az endokannabinoidok csak nagyon Kis
tavolsagra képesek terjedni az agyban [85]. Ez felvetette a lehetdségét, hogy az EM-ben
gliasejtek termelhetik az endokannabinidokat. Ezzel 06sszhangban munkacsoportunk
kimutatta, hogy az EM-ben tanicitak termelik az endokannabinoid 2-AG termelését katalizalo
enzimet a diacylglycerol lipase alphat (DAGLa), st a DAGLa-tartalmt tanicita nyulvanyok
kozvetlen kapcsolatot 1étesitenek a CBl-tartalmtt TRH axonokkal [36]. E kapcsolat
megteremti a morfoldgiai alapjat a tanicitdk és a TRH axonok kozti endokannabinoidok
kozvetitésével létrejott kapcsolatnak. EM explant kisérletek igazoltdk, hogy a CBI1 gatlasa
jelentdsen fokozza az EM szovetmintak TRH iiritését. Ez arra utal, hogy a tanicitdk altal
termelt endokannabinoidok téonusosan gatoljak a hipofiziotrof axonok TRH iiritését [36]. Ez
felvetette azt a kérdést, hogy milyen tényezOk szabalyozzak a tanicitak endokannabinoid

termelését.

18



Ismert, hogy neuron-neuron kapcsolatokban a preszinaptikus terminalisokbol iirilé glutamat
mGLURI ¢és mGLURS glutamat recetorokon hatva fokozza a posztszinaptikus neuron
endkannabinoid termelését [86]. Mivel a PVN TRH idegsejtjei glutamaterg idegsejtek [34],
felvetettiik a lehetdségét, hogy a TRH sejtek glutamat liritése serkenti a tanicitdkat, mely

sejtek emelkedett endokannabinoid termelése ezt kovetden gatolja a TRH axonok aktivitasat.

A PVN-ben a hipofiziotrof TRH idegsejtek mellett nagyszami nem-hipofiziotrof TRH
idegsejt is talalhato, mely sejtek nem vetiilnek az EM kiilsé zondjaba, igy nem vesznek részt a
pajzsmirigy mikodés szabalyozasaban [62]. E sejtek a TRH-t neurotranszmitterként
hasznaljak [62]. A kozponti idegrendszerbe beadott TRH szamos funkciot szabalyoz a HHP
tengely aktivitasatol fiiggetleniil, példaul az alvas-ébrenlétet, hohaztartast, kardiovaszkularis

funkciokat, bélmotilitast, gorcskészséget, taplalékfelvételt és energialeadast.

crer

rendelkeziink. A PVN eliils6 parvocellularis almagjaban taldlhaté nem-hipofiziotrof TRH
idegsejteket siiriin beidegzik taplalkozassal kapcsolatos peptideket tartalmazo axonok, mint
példaul az AGRP, a-MSH, CART, galanin és galanin-szer(i peptid-tartalmu axonok [31, 58].
Tovabba ezek a sejtek a taplalkozassal kapcsolatos magokat, arcuatus mag, DMN, és
amigdala, idegeznek be [87]. Ezen informaciok arra utalnak, hogy a PVN nem-hipofiziotrof

TRH sejtjei részt vehetnek az energiahaztartas szabalyozasaban.

TRH idegsejtek a PVN-en kiviil is megtalalhatd szamos agyteriileten. Azonban ¢ PVN-en
kiviili TRH sejtcsoportok koziil egy sem vetiil az EM-ba, igy e TRH sejtcsoportok nem
hipofiziotr6f TRH sejtek [1].

Habar a PVN-ben a hipofiziotrof és nem hipofiziotrof TRH sejtek egymassal keverednek,
feltételezziik, hogy az eltér6 funkciojuk és eltérd projekciojuk mellett e két sejtcsoport
miitkodése és szabalyozasa is eltérd lehet. Erre utal, hogy kizardlag a hipofiziotrof TRH sejtek
termelnek CART-ot és kizarolag e sejtek TRH termelését szabalyozzak a PMH-Kk [4]. A két
TRH sejtcsoport szabalyozasanak kiilonbségeinek megértése eldsegitheti e sejtcsoportok
célzott farmakologiai befolyasolasat. Tovabba, hozzasegithet ahhoz is, hogy pontosabb képet
kapjunk arr6l, vajon az abnormalis TRH funkcié hatterében milyen folyamatok zajlanak le
(4. abra) [88].
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TRH

pl. szorongas, rohamok

Abnormalis
funkcio

Homeosztazis

pl. depresszio, faradékonysag

TRH

4. Abra: A TRH-alapii gyogyszerek homeosztatikus moduldlé szerepének konceptualizdldsa. A
kozponti idegrendszer idegsejtjeinek aktivitasa, ha jelentosen valtozik, eltér a megszokottol,
akar hiper-, vagy hipofunkciobol adodik, klinikai szinten szorongaskeént, gorcsrohamkent,
illetve depresszioként vagy faradtsagként jelentkezhet. A TRH neurondlis hdlozatot az
egyensulyabol kibillent kozponti idegrendszer aktivalja, oly modon, hogy a rendszert

visszahelyezi a homeosztatikus szintre [88].

20



3. Célkitiizések

A HHP tengely centralis szabalyozasanak jobb megértése érdekében céljaink:
1) A TRH axonok tanicitakra kifejtett hatasanak feltarasa.

2) A TRH PVN-ben elhelyezkedé TRH idegsejtekre kifejtett hatasanak megértése.
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4. Anyagok és modszerek

4.1.1. Felhasznalt allatok

A tanicitdk és a TRH axonok kapcsolatanak vizsgalatdhoz 28-32 g tomegi felnétt, him CD1
egereket, P40 és P60 napos kor kozotti him C57Bl/6J egereket €s a munkacsoport altal
létrehozott felndtt, him TRH-IRES-Cre egereket hasznaltunk.

A TRH TRH sejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalatahoz feln6tt, him TRH-IRES-tdTomato
egereket [89] hasznaltunk P40 és P80 nap kozotti korban.

Az egereket standard korilmények kozott tartottuk (vilagitds 06.00 és 18.00 6ra kozott,
hémérséklet 22 £ 1 © C, taplalék és viz ad libitum). Az Osszes kisérleti protokollt az MTA
Kisérleti Orvostudoményi Intézet Allatetikai Bizottsdgai hagyta jova. A hasznélt protokollok
a laboratoriumi allatok gondozasara és felhaszndlasara vonatkozd NIH utmutatot kovették. A
kisérleti protokollokat Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tandcs (ATET) is jovahagyta
(PE/EA/103-4/2021).

4.2. A hipofiziotrof neuronok azonositasa retrograd jeloléanyag, Fluoro-Gold

alkalmazasaval

TRH-IRES-TdTomato egerek lateralis farokvénajaba Fluoro-Gold retrograd jeldléanyagot
injektaltunk (15 pg/testtomeg g 100 ul fizioldgias sooldatban, Biotium Inc., CA, USA; N=4)
[11]. E retrograd jeloldanyagot kizardlag a vér-agy gaton kiviil elhelyezkedd vagy a vér-agy
gaton kiviilre vetiilo idegsejtek axonjai veszik fel. Ezt kovetden a jeloldanyag retrograd
transzporttal jut az idegsejtek perikaryonjaba [90]. Mivel a hipofiziotrof TRH idegsejtek a
vér-agy gat mentes EM-be vetiilnek, a vénasan adott Fluoro-Gold alkalmas e sejteket
megjelolésére. A Fluoro-Gold beadds utin legalabb 2 napot vartunk az allatok

elektrofiziologiai kisérletre torténd felhasznalasaig.

A patch clamp elektrofiziologia soran a vizsgalt sejteket biocitinnel jeloltik. Az
elektrofiziologiai adatok rogzitése utan az Osszes agyszeletet 0,01 M foszfat pufferolt
sooldatban (PBS) oldott 4% paraformaldehidben pH = 7,4 fixaltuk éjszakan at, 4 © C-on. A
Fluoro-Goldot és a TRH idegsejteket jelolé tdTomato fluoreszcens fehérjét
immuncitokémiaval detektaltuk, mig a vizsgalt idegsejtek biocitin tartalmat sztreptavidin-

konjugalt fluorokrém segitségével detektaltuk.

22



A fixalas utan a szeleteket PBS-ben mostuk, majd 0,5% Triton X-100 és 0,5% H,0, 0,01 M
PBS-ben késziilt keverékével 20 percig kezeltilk a penetracid ndvelése és az endogén
peroxidaz aktivitas csokkentése érdekében. A nem specifikus antitest kotést PBS-ben oldott
2% normal 16 szérumban (NHS) blokkoltuk 20 percig, szobahdémérsékleten (RT). Ezutan a
metszeteket birka anti-tdTomato szérum [89] 1: 80,000 higitasu és nyual anti-Fluoro-Gold
antitest (Chemicon International Inc.) 1: 12,000 higitdsu oldataban inkubaltuk 1 éjen at
szobahdmérsékleten. Az antitesteket antitest higitd oldatban higitottuk (2% NHS, 0,2%
natrium-azid 0,01M PBS-ben). PBS-ben végzett mosas utan a metszeteket
szobahdmérsékleten 2 Oran at peroxiddzzal konjugalt szamarban termelt nytl IgG ellenes
IgG-ben (1: 250; Jackson Laboratories) inkubaltuk. PBS-ben végzett mosas utan a szeleteket
2 oréan at szobahdémérsékleten Alexa 555 konjugélt szamarban termelt birka IgG ellenes IgG
(1: 500; Thermo Fisher Scientific), sztreptavidinnel konjugalt Alexa 488 (1: 250; The Jackson
Laboratory) ¢s AMCA-konjugalt tiramid keverékében inkubaltuk (1: 250; Perkin Elmer Life
and Analytical Sciences, Waltham, MA). Az AMCA-konjugalt tiramidot azért adtuk hozza a
masodlagos antitestek keverékéhez, hogy az AMCA-konjugalt tiramidnak legyen ideje bejutni
a vastag metszetbe a tiramid amplifikacio el6tt. Ezutan a szeleteket 20 percig 1 ml 0,05 M
Tris pufferbe (TB) helyeztiik, amely 3,3 ul 3% H0, és 4 ul AMCA-konjugalt tiramidot
tartalmazott. E tiramid amplifikacié erdsitette a Fluoro-Gold kimutathatosagat. PBS-ben
végzett mosas utan a szeleteket TB-bdl liveglemezre huztuk fel és Vectashield-del (Vector)
fedtiik le. A szeletekrol Zeiss LSM 780 konfokalis mikroszkoppal (Zeiss Company, Jena,
Németorszag), soronkénti szekvencidlis pasztazassal felvételeket készitettiink. A
felvételekhez a kovetkezd beallitasokkal késziiltek: 1ézer gerjesztési vonalak: 405 nm
(AMCA), 488 nm (Alexa Fluor 488) és 561 nm (Alexa Fluor 555); beamsplitter: MBS 405 ¢s
MBS 488/561. Az AMCA, az Alexa 488 ¢és az Alexa 555 fluorokromok 4ltal kibocsatott fényt
410-483 nm, 490-570 nm és 574-712 nm tartoméanyokra bedllitott sziirékkel szlrtiik. Plan-
Apochromat 20x / 0,8 M27 lencsét hasznaltunk Z-stack felvételek készitéséhez. A pinhole
méretet 1 “Airy Unit” egységre allitottuk be, igy 2,50 um vastag optikai szeleteket
detektaltunk. A Z-iranyt sorozatokat 1,23 pm Z iranyu 1éptetéssel vettiik fel. A képeket a Zen
2012 (Zeiss Company, Jena, Németorszag) és az Adobe Photoshop (Adobe System Inc.,

Kalifornia, USA) programok segitségével elemeztiik.
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4.5. Hipotalamikus szeletek készitése in-vitro patch clamp elektrofiziolégiai mérésekhez

Az egereket mély izofluran altatasban dekapitaltuk. Az agyakat a koponyabdl térténd gyors
eltavolitast kovetden 95% O,/ 5% CO, keverékével buborékoltatott, jéghideg szeleteld oldatba
meritettiik, amely 87 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 0,5 mM CaCl,, 7 mM MgCl,, 25 mM
NaHCOs3;, 25 mM D-gliikéz, 1,25 mM NaH,;PO,4, 75 mM szachardzt tartalmazott. VT1200S
vibratdmmal (Leica) korondlis, 250 um vastag PVN vagy az EM-t tartalmazd szeleteket
készitettiink, majd a szeleteket mesterséges cerebrospinalis folyadékkal (aCSF; mM-ban: 126
NaCl, 2,5 KCI, 26 NaHCOs3, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 1,25 NaH,PO4, 10 gliikoz; pH 7,4; 280-300
mOsm /L; 36 © C) toltott kamrdban inkubaltuk legalabb 1,5 oran keresztiil. Ez id6 alatt az

inkubaciods oldatot fokozatosan szobahdmérsékletre hutottiik le.

4.6. Adatgyiijtés és adatelemzés TRH neuronok és a tanicitak elektrofiziologiai

vizsgalatahoz

A hipotalamikus szeleteket az elektrofizioldgiai méréshez meriil6 tipust kamraba helyeztiik.
A kamran keresztiil 32-33 °C homeérsékleti aCSF-t aramoltattunk korilbeliil 1 ml/perc
sebességgel. Az aCSF hoémérsékletét TC7 tipusi hémérséklet-szabalyozdval (Luigs &
Neumann GMBH, Ratingen, Németorszag) szabalyoztuk.

A TRH sejtek vizsgalatahoz 4-6 MQ ellenallast, a tanicitak vizsgalatdhoz 6-8 MQ
ellenallasu, boroszilikat kapillarisbol (OD = 1,5 mm, vastag fala, (World Precision
Instruments Co.)) késziilt patch pipettakat hasznaltunk. A kapillarisok huzéasahoz P-1000
horizontalis huz6t (Sutter Instrument Co.) haszndltunk. A kisérletekhez a miniatlir gatld
posztszinaptikus aramok (mIPSC) elemzésének kivételével, a patch pipettakat alacsony
klorid-tartalmt intracellularis recording oldattal toltottiik meg (mM-ban): 110 K-gliikonat, 4
NaCl, 20 HEPES, 0,1 EGTA, 2 Mg- ATP, 0,3 Na-GTP, 10 foszfokreatin so és 8 biocitin (pH
7,25; 290-300 mOsm / 1).

Az mIPSC vizsgélatokhoz magas klorid-tartalmu intracelluldris pipetta oldatot hasznaltunk.
Ez az oldat a kovetkezbket tartalmazta (mM-ban): 54 K-gliikonat, 56 KCl, 4 NaCl, 20
HEPES, 0,1 EGTA, 2 Mg-ATP, 0,3 Na-GTP, 10 foszfokreatin s6t és 8 biocitint (pH 7,25;
290-300 mOsm /mL).
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A TRH idegsejteket a tdTomato vords fluoreszcencidja alapjan azonositottuk rovid
epifluoreszcens megvilagitds mellett. Ezutdn a sejteket szintén infravords differencial

interferencia kontraszt megvilagitas mellett tanulmanyoztuk.

A Bo-tanicitakat tipikus morfolégidjuk és a sejttestiik elhelyezkedése alapjan azonositottuk
[79] a harmadik kamra bazalis részén infravoros differencial interferencia kontraszt

megvilagitas segitségével.

A vizsgalatokhoz FN1 mikroszkopot (Nikon), 40x viz-immerzios objektivet hasznaltunk. A

mikroszkdop Zyla CCD kameraval (ANDOR) volt felszerelve.

Mivel a tanicitak kozt konnexin 43-tartalmti gap junction kapcsolatok vannak és e sejtek a
kornyezetiikkel konnexin 43-tartalma félcsatornakkal is kommunikalnak [91], e csatornakat
gatlo karbenoxolont (CBX; 100 uM, Tocris) adtunk az aCSF-hez a tanicitak vizsgalatakor,
hogy blokkoljak az intercellularis kommunikéciot a gap junction-okon keresztiil. A glutamat
tanicitdkra kifejtett hatasanak vizsgalatakor a lehetséges kozvetett hatdsok megeldzése
érdekében a fesziiltségfiiggd natrium csatorna gatlot, a tetrodotoxint (TTX) (600 nM, Tocris)
is folyamatosan adagoltuk az aCSF-be.

Az elektrofizioldgiai felvételeket Multiclamp 700B patch clamp erdsitével, Digidata-1440A
adatgylijt6 rendszerrel és pCLAMP 10.4 szoftverrel (Molecular Devices) végeztiik. Az erdsitd
allvanyat Luigs & Neumann SM7 mikromanipulator rendszerhez illesztettiik. A whole-cell
patch-clamp felvételeket 10 kHz-en sziirtiik az erdsit6 Bessel-sziirgjével, és szintén 10 kHz-en
digitalizaltuk. A lasst €s gyors kapacitiv komponenseket automatikusan kompenzaltuk. A
patch stabilitdsat a kisérlet soran az access resistance ismételt figyelemmel kisérésével

ellendriztiik le. A liquid junction potencial nem volt ki kompenzélva.
4.7. Whole-cell patch clamp mérések
4.7.2. A TRH TRH idegsejtekre kifejtett hatasanak vizsgalata

Az akcios potenciadlok frekvenciajat (AP) az I=0 bedllitds mellett vizsgaltuk. A TRH
idegsejteket, melyek ilyen bedllitdis mellett nem tiizeltek, kizartuk a kisérletbdl. Az AP
frekvencia és a nyugalmi membranpotencial (MP) stabilizalasa utan 2 perc hosszl periddust
regisztraltunk, mint kontroll periédust (N = 14). Ezutan a szeleteket TRH-val (1 uM) kezeltiik
a perfuzios rendszeren keresztiil. A TRH-nak a TRH neuronok MP-jara kifejtett hatasat
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extracellularis oldatba adagolt TTX jelenlétében is vizsgaltuk (N = 11), hogy megértsiik, hogy
a TRH kozvetleniil hat-e a vizsgalt TRH sejtre.

A TRH-nak a PVN hipofiziotr6f és nem hipofiziotrof TRH neuronjaira kifejtett hatasanak
Osszehasonitasahoz intravénas Fluoro-Gold kezelést kdveten vizsgaltuk a TRH-nak a TRH-
IRES-tdTomato egerek TRH neuronjaira (hipofiziotrof N = 13; nem hipofiziotréf N = 7)
kifejtett hatasat a fent leirtak szerint. Bar a Fluoro-Gold rendelkezik autofluoreszcenciaval
[90], e fluoreszcens molekula gerjesztéséhez ultraibolya tartomanyt fényre van sziikség, ami
toxikus hatdsu az €16 sejtekre, ezért a vizsgalt TRH idegsejteket a patch clamp mérések utan
immunfluoreszcens detektdlds ¢és konfokalis mikroszkdpia segitségével soroltuk be a

hipofiziotrof vagy nem-hipofiziotrof kategoriaba.

A TRH-nak a vizsgalt TRH neuronok szinaptikus bemeneteire kifejtett hatdsanak
vizsgalatdhoz, a TRH neuronokon mérhetd miniatiir posztszinaptikus dramokat vizsgaltuk -70
mV tartd potencidlon. Az mEPSC-k vizsgalatakor (N = 28) alacsony klorid tartalmu
intracellularis oldatot hasznaltunk. Extracellularis oldatba adagolt TTX alkalmazésaval
blokkoltuk az idegsejtek akcidés potencialjat és a GABAa-R gatlo picrotoxin (PTX)
alkalmazasaval blokkoltuk a GABAerg aramokat. Az mIPSC-k vizsgélatdhoz magas klorid
tartalmu intracellularis oldatot alkalmaztam (N = 8). A vizsgalat soran az aCSF tartalmazott
kinurénsavat a glutamat aramok blokkolasdhoz és TTX-t. A felvétel stabilizalodasa utan 2

perces kontroll periddust rogzitettiink, amit a fentiekben leirt TRH kezelés (2 perc) kovetett.

Hogy megértsiik, hogy a TRH kozvetleniil a preszinaptikus axonokra hatva befolyasolja az
MEPSC-k frekvencidjat vagy a vizsgalt TRH neuronokra hatva fokozza retrograd
transzmitterek felszabadulasat és igy befolyasolja az mEPSC frekvenciat, a vizsgalt TRH
idegsejtekben gatoltuk a G-protein jelatvitelt intracellularis oldatba adagolt GDP-B-S
segitségével (2 mM, Sigma-Aldrich, N = 11). A BDNF-TrkB és az endokannabinoid
rendszerek e hatas kozvetitésében jatszott szerepének igazolasahoz TrkB inhibitor ciklotraxin
B-t (CTXB; 2 uM, Tocris; N = 12) és CBI1 receptor antagonistat (AM251, 1 uM, Tocris; N =
14) alkalmaztunk.

4.7.1. A TRH axonok transzmittereinek tanicitakra kifejtett hatasanak vizsgalata

A tanicitak MP-jat kozvetleniil a membran betorés utan, current-clamp modban meértiik (I =
0). Mindegyik kisérletsorozatban a MP stabilizalodasat kovetden egy kontroll peridodust
rogzitettiink (2-3 perc), amelyet egy 3-4 perces kezelési fazis kovetett. A kezelés soran a
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perfuzidt megnyitottuk. A kezelésre hasznalt anyag (TRH, glutamat, kainat, AMPA, NMDA)
végso térfogata 300 pL volt, és a kezelés addig tartott, amig ez a térfogat at nem folyt a
felvételre szolgaldo kamran. A kezelések Po-tanicitdk MP-jara kifejtett hatasat vizsgéltuk. A

kezelésre hasznalt anyagok kimosasa minden esetben helyreallitotta a B,-tanicitak MP-jat.
4.8. A hipofiziotrof TRH axonok tanicitakra kifejtett hatasanak vizsgalata

AAVS5.EF1a.DIO.hChR2(H134R)-eYFP.WPRE.hGH virust (Addgene 20298P) injektaltunk
19 TRH-IRES-Cre egér PVN-jébe minkét oldalon. A miitéteket egy biologiai kettes
biztonsagi szintli (BSL-2) virus laboratoriumban végeztiik. Xilazin és ketamin keverékével
(25 mg/kg xilazin és 125 mg/kg ketamin fiziologias sooldatban) altatott egerek fejét
sztereotaxids késztilékben (Kopf Instruments, Tujunga, Kalifornia, USA) rogzitettik. A
koponyan készitett furaton keresztil Nanoject II /Nanoliter 2000 mikroinjektorhoz
(Drummond Scientific Co. vagy WPI Inc.) csatlakoztatott {ivegpipettat (a pipettacsucs kiilsé
atméréje 20 um volt) sillyesztettiink le az agyba a PVN sztereotaxids koordinatadinak
megfelelden (Bregmahoz képest: anteroposzterior: -0,7 mm, mediolateralis: + vagy -0,3 mm,
dorsoventralisan: -5,0 mm; [92]). Mindkét oldali PVN-be 20 nl virus tartalma oldatot
injektaltuk 100 nl/perc sebességgel és tovabbi 30 nl-t 57 nl/perc sebességgel. Az injektalas
utan harom perccel a pipettakat lassan eltavolitottuk, a fejbort dsszevarrtuk, és az egereket 2
hétig BSL-2 karanténban tartottuk. A kisérlet napjan az egereket izofluran altatdsban
dekapitaltuk, és a fentiek szerint szeleteket készitettiink az elektrofiziologiai mérésekhez. ;-
tanicitdkon patch clamp méréseket végeztiink és MP-t a fent leirtak szerint mértiik meg. A
channelrhodopszin tartalmi. TRH axonok aktivalasahoz a lézer (473 nm, Roithner
Lasertechnik GmbH, Bécs, Ausztria) fényét mikromanipulatorra rogzitett szaloptikai kéabel
(200 um mag atmérdjli) segitségével vezettiik az EM kiilsé zonajaba. A szaloptika végét a
vizsgalt tanicita nyllvanyatol 1-2 mm-re poziciondltuk. A fényintenzitast kézi lézeres
teljesitménymérével (Edmund Optics; Nether Poppleton, York, Egyesiilt Kirdlysag)
kalibraltuk. Maximum 2,5 mW fényt juttattunk a szovetbe. Az ingerléskor 0,1 s ideig 10 Hz
frekvencidjii 2 ms hosszsagu fényfelvillanasokat alkalmaztunk. A MP valtozasat PClamp
v10.7 program alkalmazasaval mértiik. Minden mérésnél 10 db 0,1 s hosszisagu ingerlés
sorozat (sweep) soran nyert adatokat atlagoltuk. A sejtek egy részében a fotostimulacio
hatasat a kainat ¢s AMPA receptor inhibitor DNQX (500 uM) és a glutamat transzporter
(EAAT-tipus) inhibitor TBOA (1 mM) jelenlétében is tanulmanyoztuk. Annak eldontésére,

hogy a kék lézerfény képes-e kozvetleniil befolyasolni a tanicitakat, kontroll kisérletet
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hajtottunk végre TRH-IRES-tdTomato egerek szeletein, ahol a TRH axonok tartalmaztak a
tdTomato fluoreszcens proteint, de nem tartalmaztak channelrhodopszint.

4.9, Statisztikai analizis

A TRH neuronok mért paramétereit (AP frekvencia, MP és mPSC frekvencia, csucs
amplitado, félszélesség) a pCLAMP 10.7 szoftver (Molecular Devices) Clampfit modulja
segitségével elemeztiikk, majd az OriginPro 2015 program felhasznalasdval végeztiink
statisztikai elemzést. Statisztikai Osszehasonlitdshoz az Onkontrollos kisérletek esetében a
paros-Student t-tesztet hasznaltuk (TRH sejtek adatai TRH kezelés el6tt és utan). Minden
adatot atlag + atlag szorasa (standard error of mean; SEM) formajaban jelenitettiink meg.
Minden esetben a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A tiizelési frekvencia illetve az
mPSC frekvencia 10%-ot meghalado valtozasa esetén tekintettiik a vizsgalt sejtet TRH
kezelésre reagald sejtnek [93, 94]. A Grubbs-teszt alapjan kiugronak mindsitett értékeket
eltavolitottuk az elemzésbdl. A tanicitak vizsgalata soran nyert adatokon ANOVA elemzést

végeztiink, amit Bonferroni post hoc teszt kovetett.
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5. Eredmények

5.2.1. A TRH kezelés hatasa a PVN-ben elhelyezkedé TRH idegsejtek tiizelési

frekvenciajara és membranpotencialjara

A TRH kezelés a vizsgalt (N = 21) TRH neuronok 52% -aban (N = 11) fokozta a tiizelési
frekvenciat (kontroll vs. TRH, Hz-ben megadva: 2,02 = 0,73 vs. 3,42 + 0,77; p <0,005; 5.A
Abra, bal). Ezekben a TRH neuronokban a kezelés atlagosan 3,67 mV depolarizacidt okozott
(kontroll vs. TRH, mV-ban megadva: -47,12 + 1,19 vs. -44,45 + 1,17; p <0,005; 5.C Abra,
bal). A TRH idegsejtek fennmarad6é 48%-aban (N = 10) a TRH nem serkentette a tlizelési
frekvenciat (kontroll vs. TRH, Hz-ben megadva: 3,76 + 0,85 vs. 3,61 + 0,80; P = 0,91; 5.A
Abra, k6z¢ép), és nem befolyasolta a MP-t (kontroll vs. TRH, mV-ban megadva: -43,27 + 2,39
vs. -42,69 +2.48: P = 0,98; 5.C Abra, kozép). A TRH kezelésnek a tiizelési frekvenciara (AP
frekvencia valtozasa (Hz), TRH-ra valaszol6 vs. TRH-ra nem valaszol6 neuronok: 1,41 + 0,28
vs.-0,15 + 0,10; p <0,005) és MP értékre (MP valtozas (mV), TRH-ra valaszol6 vs. TRH-ra
nem valaszol6: 3,68 £ 0,62 vs. 0,58 + 0,23; p <0,005) gyakorolt hatasa alapjan a TRH
kezelésre reagald és nem reagald TRH sejtek csoportja szignifikdnsan kiilonbozott egymastol

(5.A és C Abra, jobb).

A fesziiltségfiiggd natrium csatorna inhibitor (TTX) jelenléte az extracellularis oldatban nem
befolyasolta a TRH-nak a MP-ra kifejtett hatasat. A TRH TTX jelenlétében is az Osszes
vizsgalt TRH sejt MP-jat megkdozelitéleg 2 mV-val depolarizalta (N = 20; kontroll vs. TRH,
(mV): -44,86 + 1,25 vs. -43,01 + 1,26; p <0,05 (5.E Abra)), ami arra utal, hogy a TRH
kozvetleniil serkenti a PVN TRH idegsejtjeit.

5.2.2. A TRH kezelés hatasa a PVN hipofiziotrof és nem-hipofiziotrof TRH idegsejtjeire

A TRH-nak a PVN hipofiziotrof és nem-hipofiziotréf TRH neuronjaira gyakorolt hatasanak
Osszehasonlitdsdhoz, Fluoro-Gold kezelt egerekbdl készitett szeletekben vizsgaltunk 19 TRH
neuront. Konfokalis mikroszkoppal végzett elemzés alapjan 12 vizsgalt TRH neuront
hipofiziotrof, 7 vizsgalt TRH idegsejtet pedig nem-hipofiziotr6f neuronként azonositottunk a

Fluoro-Gold tartalom alapjan.

A TRH kezelés novelte a tiizelési frekvenciat a vizsgalt hipofiziotrof TRH neuronok 58% -
ban (N = 7/12; kontroll vs. TRH (Hz): 0,80 = 0,14 vs. 1,46 £ 0,22; p <0,05). A fennmarad6 5
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hipofiziotrof TRH idegsejt esetében a TRH kezelés nem fokozta a tiizelés frekvencidjat
(kontroll vs. TRH (Hz): 4,78 + 1,41 vs. 3,83 + 1,14; P = 0,09) (6.A Abra, bal).

A vizsgalt nem-hipofiziotrof TRH neuronok 57% -at (N = 4/7) serkentette a TRH kezelés
(kontroll vs. TRH, (Hz): 1,63 + 0,72 vs. 4,22 + 1,35; p <0,05 ). A fennmaradé harom nem-
hipofiziotrof TRH idegsejtet nem befolyasolta a TRH kezelés (kontroll vs. TRH (Hz): 2,81 +
1,30 vs. 3,03 + 1,44; P =0,28) (6.B Abra).
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5. Abra. A TRH kezelés hatisa a PVN TRH neuronjainak tiizelési frekvencidjara és MP-jara.
A grafikonok (4) szemléltetik a TRH-nak a PVN-ben elhelyezkedé TRH neuronok tiizelési
frekvenciara gyakorolt hatasat. A TRH neuronok 57% -aban (N = 8, Valaszolo TRH
neuronok) a TRH szignifikansan névelte a tiizelési frekvenciat, mig a TRH neuronok 43% -
aban (N = 6, Nem vdlaszolo TRH neuronok) a TRH ezen stimuldlo hatisa elmaradt. Az
oszlopdiagram szemlélteti a TRH altal kivaltott tiizelési frekvencia valtozasat a TRH
neuronok valaszolo és nem valaszolo csoportjaiban. Reprezentativ példak (B) mutatjak a TRH
hatasat a valaszolo és nem valaszolo TRH neuronok tiizelésére. A piros vonal jelzi a TRH

kezelés idozitését. A (C) grafikonokon lathato a TRH MP-ra gyakorolt hatisa a PVN TRH
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neuronjaiban. A TRH idegsejteket valaszolo vagy nem vilaszolo csoportokra bontottuk a TRH
tiizelésre gyakorolt hatasa alapjan. Az oszlopdiagram szemlélteti a TRH neuronok valaszolo
es nem valaszolo csoportjaiban MP TRH altal kivaltott valtozasat. Reprezentativ példak (D)
szemléltetik a TRH MP-ra gyakorolt hatasat a valaszolo és nem valaszolo TRH neuronokban.
A piros vonal jelzi a TRH kezelés idozitését. (E) A szaggatott piros vonal mutatja az dtlagos
MP-t a kontroll periodusban. Reprezentativ példan és grafikonon lathato a TRH MP-ra
gyakorolt hatisa a TRH neuronokban TTX jelenlétében (N = 11). A szaggatott piros vonal a

kontroll periodus atlagos MP-t jeloli, mig a piros vonal a TRH kezelés idozitéesét mutatja.

Az oszlopdiagramok az adatok atlag + SEM értekét szemléltetik. *, p <0,05, ** p <0,01.
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6. Abra. A TRH-nak a PVN hipofiziotréf és nem hipofiziotréf TRH neuronjainak tiizelési
frekvencidjara (AP) gyakorolt hatdsa. Reprezentativ regisztratumok és grafikonok szemléltetik
a TRH hatasat a valaszolo hipofiziotrof (A, N = 7) és a valaszolo nem-hipofiziotrof TRH
neuronok AP frekvenciajara (B, N = 4), illetve a nem valaszolo hipofiziotrof (C; N = 5) és a
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nem valaszolo nem-hipofiziotrof TRH neuronok (D; N = 3) AP frekvenciajara. Piros vonalak
jelzik a TRH kezeles idozitesét. *, p <0,05.

5.2.3. A TRH hatasa a PVN-ben elhelyezked6é TRH idegsejtek beidegzésére

A TRH kezelés nem volt hatassal a vizsgalt TRH neuronok (N = 7/8) mIPSC frekvencidjara
(kontroll vs. TRH (Hz): 0,99 + 0,35 vs. 0,93 £0,39; P=0,30, N=7) (7.A Abra; 1. Tablazat).
Kizarolag egy TRH neuron esetében észleltiink kisebb mértékit mIPSC frekvencia emelkedést
(18,33% -os novekedés a TRH kezelést kovetden). A kezelés nem befolyasolta az mIPSC-k

mas mért paramétereit sem (cstics amplitudo, esemény félszélesség) (1. Tablazat).

A TRH mEPSC frekvencidra gyakorolt hatdsa alapjan a TRH idegsejteket harom kategoriaba
soroltuk. A TRH neuronok koriilbeliil felében (a 28 vizsgalt sejtb6l 15, 53,57%) a TRH
kezelés megnovelte az mEPSC frekvenciat. Ezekben a sejtekben a TRH-kezelés
megkozelitdleg 50% -kal novelte az mEPSC-k frekvenciajat (kontroll vs. TRH (Hz): 0,44 +
0,09 vs. 0,64 £ 0,12; p <0,01) (7.B abra). E sejteckben a TRH kezelés befolyasolta az
események félszélességét is (kontroll vs. TRH (ms): 1,60 + 0,15 vs. 1,47 £ 0,13; p <0,05) (2.
Tablazat).

A TRH neuronok 40%-ban (a 28 vizsgalt sejtbdl 11, 39,29%) a TRH kezelés gatolta az
MEPSC-k frekvenciajat (kontroll vs. TRH (Hz): 0,87 + 0,14 vs. 0,53 + 0,07; p <0,001) (7.C
Abra). Az mEPSC-k egyéb mért paramétereit a TRH kezelés nem befolyasolta. Két TRH
neuron esetében (a 28 vizsgalt sejtbdl 2, 7,14%) a TRH kezelés nem volt hatassal az mEPSC-

kre.

Annak megallapitasara, hogy a TRH mEPSC-kre kKifejtett hatasa kozvetleniil a preszinaptikus
termindlon érvényesiil vagy e hatast a vizsgalt TRH neuron retrograd transzmitter kibocsatasa
kozvetiti, a kisérleteket megismételtiik intracellularis oldatba adott G-protein inhibitor GDP-
B-S jelenlétében is. A G-protein szignalizacid blokkoldsa a vizsgalt TRH sejtben teljesen
megakadalyozta a TRH kezelés mEPSC frekvencidjara kifejtett hatasat (N = 11; kontroll vs.
TRH (Hz): 0,70 + 0,13 vs. 0,69 + 0,13; P = 0,34) (8.A Abra). Ez arra utal, hogy a TRH nem
kozvetleniil a TRH idegsejtek serkentd inputjaira hat, hanem a vizsgalt TRH idegsejtek

retrograd transzmitter termelésére hatva befolyasolja e sejtek serkentd beidegzését.
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A BDNF/TrkB retrograd transzmitter rendszer e hatds kozvetitésében betoltott szerepének
vizsgalatahoz TrkB inhibitor ciklotraxin B-t (CTX-B) hasznaltunk, ami teljesen kivédte a
TRH-nak a TRH neuronok mEPSC-jére kifejtett serkenté hatasat. A vizsgalt sejtek
kétharmadaban a TRH nem befolyasolta az mEPSC frekvenciat (N = 8/12; CTX-B vs. CTX-B
+ TRH (Hz): 0,63 + 0,37 vs. 0,66 £ 0,40; P = 0,49). A vizsgalt sejtek fennmaradd
egyharmadéban a TRH csokkentette az mEPSC-k frekvencidjat (N = 4/12, 33,33%; CTX-B
vs. CTX-B + TRH (Hz): 0,87 £ 0,33 vs. 0,51 = 0,21; p <0,05) (8.B Abra). Ez arra utal, hogy a
CTX-B nem befolyasolta a TRH mEPSC frekvenciat gatlo hatasat. Az endokannabinoid
rendszernek a TRH mEPSC frekvenciat gatlo hatdsanak kozvetitésében jatszott szerepének
vizsgalatahoz CTX-B mellett CB1 antagonista AM251-ct is adagoltunk az extracelularis
oldathoz. A vizsgalt 14 sejtb6l 10 sejt esetében a TRH kezelés nem hatott az mEPSC
frekvenciara (N = 10/14; kontroll vs. TRH (Hz): 0,57 £ 0,18 vs. 0,58 £ 0,19; P = 0,11). Négy
sejt esetében az mEPSC frekvencia valtozasa elérte a 10 %-ot, de e sejtek frekvencidjanak
valtozasa sem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll értékt6l (N = 4/14; kontroll vs. TRH, Hz-
ben megadva: 1,57 £ 0,82 vs. 1,35 £ 0,70; P = 0,08). E négy sejt mEPSC frekvencia valtozasa
szignifikansan kisebb volt, mint a TRH é&ltal az endokannabinoid rendszer blokkoldsa nélkiil
kivaltott gatld hatas (TRH 4altal kivaltott gatlas (%), CTX-B vs. CTX-B+AM251: 42,93 +£4.43
vs. 12,54 £ 0.75; p <0.01). Ezen adatok arra utalnak, hogy a TRH mEPSC frekvenciat gatlo

hatasat elsOsorban az endokannabinoid rendszer kozvetiti.

mIPSC (N =7)
Frekvencia (Hz) Csucs amplitado (pA) Felszélesség (ms)
Kontroll 0.99+0.35 -27.73£5.52 5.06x1.18
TRH 0.93+0.39 -27.78£6.01 4.05+0.60

1. Tablazat: A TRH hatasa a PVN TRH neuronjainak mIPSC-jére. Az adatok atlag + SEM-

ként vannak feltiintetve. Szignifikans kiilonbség nem volt megfigyelheto.

mEPSC (N =26)
Frekvencia (Hz) Csuces amplitudd (pA) Félszélesség (ms)
Sejtek, melyekben a TRH| Kontoll 0.44 +£ 0.09 -24.86+ 3.08 1.60+0.15
stimulélta az mEPSC
frekvenciat(N = 15) TRH 0.64 +0.12 ** -24.55+ 3.19 1.47+0.13 *
Sejtek, melyekben a TRH| Kontroll 0.87+0.14 -24.88 + 3.27 1.64+0.21
gatolta az mEPSC
frekvenciat (N =11) TRH 0.53 £ (.07 ok -24.59 + 3.23 1.45+0.12

2. Tablazat: A TRH hatasa a PVN TRH neuronjainak mEPSC-jére. Az adatok atlag + SEM-
ként vannak feltiintetve. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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GDP-B-S (N =11)
Frekvencia (Hz) Csucs amplitodo (pA) Félszélesseg (ms)
Kontroll 0.70+0.13 -20.76 = 1.87 1.24+0.08
TRH 0.69+0.13 -20.14+ 1.54 1.28+0.09

3. Tabldazat: A TRH hatasa a PVN TRH idegsejtjeinek mEPSC-jére, a G-protein jelatvitel
GDP-f3-S-vel torténo blokkolasa esetén. Az adatok dtlag + SEM-ként vannak feltiintetve.

Szignifikans hatas nem volt.

CTX-B (N= 12)
Frekvencia (Hz) Cstics amplitidé (pA) Félszélesség (ms)
Sejtek, melyekben a TRH | Kontroll 0.63+0.37 -25.10+ 1.44 1.31 +£0.11
nem hatott az mEPSC
frekvenciara(N = 8) TRH 0.66 £ 0.40 -24.60 + 1.81 1.29 + 0.09
Sejtek, melyekben a TRH| Kontroll 0.87+0.33 -30.94+5.17 1.74 £ 0.20
gatolta az mEPSC
frekvenciat (N =4) TRH 0.51+021%* -27.87 £ 5.52 1.80+ 0.30

4. Tablazat: A TRH hatasa a PVN TRH idegsejtjeinek mEPSC-jére, a BDNF / TrkB jelatviteli
utvonal CTX-B-vel torténo gatlasa mellett. Az adatok atlag + SEM-ként vannak feltiintetve. *,
p <0,05.

CTX-B + AM-251 (N = 14)
Frekvencia (Hz) Cstics amplitidé (pA) Félszélesség (ms)

Sejtek, melyekbena TRH | Kontroll 0.57+0.18 -22.57+3.14 1.42+0.19

nem hatott az mEPSC

frekvenciara (N = 10) TRH 0.58+0.19 -23.41+3.83 1.46+0.23
Sejtek, melyekben TRH y

hataséra az mEPSC Kontroll 1.57+0.82 -23.10+3.49 1.51+0.35
frekvencia legalabb 10%-

Jcal esokkent (N = 4) TRH 1.35+0.70 -20.60 + 3.10 1.35+0.28

5. Tablazat: A TRH hatisa a PVN TRH idegsejtieinek mEPSC-jére, a BDNF és az
endokannabinoid utvonalak egyiittes gatlasa mellett. Az adatok atlag + SEM-ként vannak

feltiintetve. Szignifikans eltérést nem mértiink.
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7. Abra. A TRH hatdsa a PVN-ben 1évé TRH neuronok mIPSC (4) és mEPSC frekvencidjdra
(B-C). A grafikon és a reprezentativ példa (A, jobb) szemlélteti, hogy a TRH nem befolydsolta
a PVN TRH neuronjainak mIPSC frekvencidjat. A mérések TTX + kinurénsav aCSF-ben
torténo alkalmazasa mellett zajlottak. A TRH idegsejtek koriilbeliil felében (N = 15/26) a TRH
kezelés megnovelte az mEPSC-k frekvencidjat (B), mig a TRH neuronok 42,31% -ban (N =
11/26) a TRH kezelés az mEPSC frekvencia csékkenését okozta (C). A tarto potencial -70 mV
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volt. Az adatokat Hz-ben, dtlag + SEM formdajaban adtuk meg. Rovidités: kont = kontroll. A
reprezentativ felvételek felett elhelyezkedd piros vonalak a TRH kezelés idozitését mutatjak.

** 1 <0,01, ***, p <0,001.
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8. Abra. A TRH kezelés hatdsa a PVN-ben elhelyezkedé TRH sejtek mEPSC frekvencidjdra
intracellularis GDP--S kezelés (A), CTX-B kezelés (B-C) és CTX-B + AM251 kezelés (D)
mellett. A G-protein inhibitor GDP-3-S jelenléte az intracellularis oldatban teljesen

megakadadlyozta a TRH mEPSC frekvenciara gyakorolt hatasat (N = 11; A). A Trk-B gatlo
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CTX-B jelenlétében a TRH négy TRH neuron (N = 4/12) vizsgalatakor csokkentette az
MEPSC-k frekvencidjat (B), mig a TRH neuronok 66,67% -dban (N = 8/12) a TRH kezelés
nem befolyasolta az mEPSC frekvenciat (C). A CTX-B és a CBI inhibitor AM251 egyiittes
Jjelenléte az extracellularis oldatban kivédte a TRH mEPSC-kre gyakorolt hatasat (N = 14;
D). A tarto potencial -70 mV volt. Az adatokat Hz-ben, dtlag + SEM formdjaban adtuk meg. A
reprezentativ regisztratumok feletti piros vonalak a TRH kezelés idozitését mutatjik. A fekete
vonalak a reprezentativ regisztratumokon a CTX-BICTX-B+AM251 kezelés iddzitését

mutatjak. Rovidités: kont = kontroll. *, p <0,05.

A TRH axonok és a tanicitak kolesonhatasanak vizsgalata
5.1.1. Glutamat kezelés depolarizalja a p,-tanicitakat az eminencia medianaban

A glutamat Pp-tanicitdkra gyakorolt hatasat patch clamp elektrofiziologia alkalmazasaval
vizsgaltuk. A Bo-tanicitak MP értéke kontroll koriilmények kozott -77,52 + 0,47 mV (N = 83)
volt. A glutamat B,-tanicitdk MP-jara kifejtett hatasa dozisfiiggd volt (glutamat kezelés altal
kivaltott MP valtozas: kontroll: 0,25 + 0,42 mV, N = 6; 250 uM: 4,29 + 0,46 mV.N =11, P =
0,038; 500 uM: 7,53 £ 0,99 mV, N = 12, p <0,001; 750 uM: 8,59 + 0,94 mV, N = 8§, p <0,001
¢s 1000 uM: 6,85 £ 0,83 mV, N =6, p <0,001; 9.A Abra).

A 250 puM glutamattal végzett kezelés szignifikdns depolarizaciot okozott, de hatasa
szignifikansan kisebb volt, mint az 500 pM glutamattal végzett kezelés esetében (P = 0,049).
Mivel 500 puM glutaméat hatdsa hasonld volt, mint a 750 pM vagy 1000 pM glutamattal

végzett kezelés hatasa, az 500 uM koncentréaciot valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.
5.1.2. A Bo-tanicitakon funkcionalis AMPA, kainat és GRM4 receptorok vannak jelen

A glutamat [p-tanicitadk MP-jara kifejtett hatdsat kozvetitd receptorok azonositasahoz
glutamat receptor agonistak és antagonistak hatasat vizsgaltuk. A glutamathoz hasonléan az
AMPA (100 pM; 5,37 £ 1,09 mV; N = 8, p <0,001; 9.C Abra), ¢s a kainat (125 uM; 8,04 +
2,08 mV, N =7, p <0,001; 9.D Abra) jelentés mértékben depolarizélta a Bp-tanicitdkat. Az
AMPA ¢és a kainat receptor antagonista DNQX (500 uM) aCSF-ben alkalmazva kivédte
mindkét agonista hatasat (9.C. és 9.D. Abra).
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9. Abra. A glutamdt AMPA és kaindt receptorok és a glutamdt transzport révén depolarizdlja

a fo-tanicitakat.

A grafikonok mellett reprezentativ felvételek szemléltetik a farmakoldgiai kezelések [-

tanicitakra kifejtett hatdsat.

(A) A glutamat dozisfiiggd depolarizaciot indukalt a Br-tanicitakban (Nkontron = 6; Nosour = 11;
Nsoour = 12; Nzsounr = 8; Nioooun = 6). Egy reprezentativ példa szemlélteti a fr-tanicitak MP-
janak 500 uM glutamat hatasara kialakulo MP valtozasat. (B) A glutamat (500 uM; N = 4)
nagy befelé iranyulo dramot vdltott ki a [o-tanicitakban outside-out preparaciékban,
bizonyitva, hogy a glutamat kozvetleniil befolydsolja a tanicitikat. A glutamathoz hasonloan
mind az AMPA (C, 100 uM; N = 8), és a kainat is (D, 125 uM; N = 7) depolarizalta a p»-
tanicitakat. Az AMPA és kaindt receptor antagonista DNQX (500 uM) kezelés kivédte az
AMPA és kainat hatasat.

(E) Bdr a DNOX (500 uM; N = 9) és a glutamat transzport gatléo TBOA is (1 mM; N = 9)
jelentésen csokkentette, de nem védte ki a glutamat altal kivaltott depolarizaciot. A két
inhibitor kombindcioja azonban teljesen blokkolta a glutamat hatasat (N = 9). Ezen adatok

arra utalnak, hogy a glutamat po-tanicitik MP-ra gyakorolt hatdsat az AMPA és kainat
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receptorok, valamint a TBOA érzékeny glutamat transzport kézvetiti. Az adatok atlag + SEM
ertékkent lettek feltiintetve. Az adatok ismételt méréses ANOVA-t kévets Bonferroni post-hoc
teszttel lettek elemezve. Az (A) grafikonon a kiilonbozé betiivel jelolt adatok szignifikansan
eltérnek egymastol (p <0,05). *a kontrolltol szignifikansan eltért (p <0,05; # szignifikansan
kiilonbozik a glutamat kezelt sejtektol p <0,05; ** és ## p <0,01; *** és ### p <0,001.
Roviditések: Kont = kontroll, GLU = glutamat, KA = kainat, W = kimosas.

Az NMDA azonban még nagy koncentracidé esetén sem volt hatassal a tanicitak MP értékére
(MP valtozas: 0,5 mM NMDA, 1,41 £ 0,65 mV,N =3, P=0,42 és 4 mM NMDA: 2,12 £ 0,3
mV, N =3, P =1,00. 10.A-C Abra). A VU 0155041 GRM4, metabotrop GluR modulator (1
mM) agonistaval tortént kezelés kismértékii, de szignifikans hiperpolarizaciot eredményezett
(MP valtozas: -1,48 + 0,54 mV, N = 10, p <0,01) a B,-tanicitik MP-ban (10.F Abra). Ez arra
utal, hogy valdsziniitlen, hogy a GRM4 aktivalasa hozzajarulna a tanicitdk glutamat altal

kivaltott depolarizaciojahoz.

A 0.5 mM NMDA __Jtmv D 200 uM DHPG _JimV
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10. Abra. NMDA és metabotrép glutamdt receptor agonistik Po-tanicitik MP-jdra Kifejtett

hatasa.
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Reprezentativ felvételek illusztraljik, hogy sem 0,5 mM (A), sem 4 mM NMDA (B) nem volt
hatdssal a pr-tanicitak MP-jara. Hogy kizarjuk a lehetdségét, hogy az NMDA hatds hidnyat
nyugalmi MP-on az NMDA receptor magnézium blokkja okozza, az NMDA hatasdt -40 mV-on
tartott fr-tanicitdkon is teszteltiik. Azonban az NMDA (C; 0,5 mM) -40 mV MP-n sem volt
hatassal a pp-tanicitakra. E tanicitak MP-jat az 1. tipusu metabotrop glutamat receptor
agonista DHPG (D) és a ll. tipusu metabotrop glutamat receptor agonista APDC (E) sem
befolyasolta. Ezzel szemben a GRM4 agonista VU155041 (1 mM) a f,-tanicitak szignifikdns
hiperpolarizaciéjat okozta (N = 10). Az adatok dtlag + SEM formdaban vannak megadva, a
statisztikai Osszehasonlitishoz ismételt méréses ANOVA elemzést, majd Bonferroni post hoc
tesztet alkalmaztunk. ** = szignifikansan kiilonbozik a kontrolltél p <0,01. Roviditések: kont
= kontroll.

5.1.3. A glutamat AMPA és kainat receptorok és TBOA-érzékeny glutamat transzport

kozvetitésével depolarizalja a B,-tanicitakat

Annak megallapitasara, hogy a glutamatnak a B,-tanicitik MP-jara gyakorolt hatasa kizar6lag
AMPA ¢és kainat receptorokon keresztiil valosul-e meg, DNQX jelenlétében vizsgéltuk a
glutamat tanicitakra kifejtett hatasat. A kainat és az AMPA receptorok egyiittes gatlasa a
glutaméat PBo-tanicitdk MP-jara kifejtett hatasat szignifikdnsan csokkentette, de nem védte ki
teljesen (MP valtozas: glutamat: 9,18 = 1,55 mV, N = 9, p <0,001 vs. kontroll; glutamat +
DNQX: 5,23 £ 1,24 mV, p <0,001 vs. kontroll és P = 0,019 vs. glutamat; 9.C Abra). Ezért
megvizsgaltuk, hogy a receptorokon kifejtett hatas mellett az excitatory amino acid
transporter (EAAT)-tipusti glutamat transzport is hozzajarul-e a glutamat transzport altal
kivaltott depolarizaciohoz. A DNQX-hez hasonl6an a glutamat transzporter inhibitor TBOA a
glutamat altal kivaltott depolarizacid részleges gatlasat okozta (MP valtozas: glutamat +
TBOA: 4,68 + 0,91 mV, N =9, P=0,001 vs. kontroll és P = 0,002 vs. glutamat; 9.D Abra). A
DNQX ¢és a TBOA kombindacioja azonban teljesen blokkolta a glutamat hatasat (MP valtozas:
0,40 = 0,61, mV-ban megadva, N = 9, P = 1,00 vs. kontroll és p <0,001 vs. glutamat; 9.E
Abra). Ezen adatok arra utalnak, hogy a tanicitdk glutamét altal kivaltott depolarizaciojat az

AMPA és kainat receptorok aktivacidja és a glutamat transzport egyiittesen hozza létre.

5.1.4. A TRH axonok aktivacidjanak tanicitakra kifejtett hatasat részben glutamat

kozvetiti
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A TRH idegsejtek axonterminalisanak optogenetikai aktivdldsa az EM kiils6 zonajaban
tortént, ahol a hipofiziotr6f TRH idegsejtek axonjai és a Pp-tanicitdk bazalis nyulvanyai
egymassal kozvetlen kapcsolatban vannak. A TRH axonok optogenetikai aktivacidja a
vizsgalt tanicitak sejttestén mérve 0,75 = 0,14 mV depolarizaciot valtott ki (p <0,001) (11.
Abra). A depolarizacio csucsa az optogenetikai aktivalas megkezdése utan 51,74 + 2,93 ms-
nal volt; ennek a depolarizacionak a sebessége 0,016 = 0,005 mV/ms volt. A MP elsé
derivaltjanak (dV / dt) vizsgélata két csiicsot mutatott, ami arra utal, hogy a repolarizaciénak
két fazisa van (11.C. Abra). Elsd, ahol a gyors depolarizaciot gyors -0,29 + 0,09 mV
repolarizacido kovette 126,66 += 10,73 ms-0S “decay” iddvel, majd ezt egy nagyon lassu
repolarizacid kovette (“decay” id6: 3127,60 + 446,29 ms). Ez arra utalt, hogy a TRH axonok
legalabb két kiillonboz6 vegyiilet felszabaduldsaval befolyasolhatjak a tanicitakat. Egy gyors,
de rovid hatdst és egy lasst, tartds hatast eredményezd komponens kozvetitheti a TRH
axonok aktivaciojanak hatasat. A DNQX és a TBOA egyidejli adasa jelentdsen csokkentette a
tanicitak optogenetikus aktivacié altal kivaltott depolarizaciojat (0,32 £ 0,08 mV; p <0,01;
11.C Abra). Ennek a depolarizacionak a sebessége szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
csak glutamat altal kivaltott depolarizacio sebessége (0,004 = 0,002 ms; p <0,05; 11.E. Abra).
A MP elsé derivéltjgnak (dV / dt) csak egy csticsa volt (11.C. Abra) az antagonistak
jelenlétében, ami azt jelzi, hogy ennek a hatasnak csak egy fazisa van. A két antagonista
leblokkolta az elsd gyors fazist. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a TRH axonok egyrészt
gyors hatasu transzmitterrel, a glutamattal, valamint egy jelenleg ismeretlen, hosszabb ideig

tartd hatasu transzmitterrel befolyéasoljak a tanicitakat.
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11. Abra. Az EM-ben elhelyezkedé TRH axonok optogenetikai aktivildsinak hatisa a [fo-
tanicitak MP-jara.
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Egy reprezentativ tanicita MP valtozasa a TRH axonok 10 egymast koveté optikai
aktivdalasanak hatasdara (A). Reprezentativ felvétel illusztrdlja, hogy a tanicitik MP-jat nem
befolyasolja a fényimpulzus, ha a TRH axonok nem expresszalnak channelrhodopsint (B). Egy
tanicita datlagos MP valasza (C) 10 egymast koveté TRH axonok optikai stimuldacidjara. A
felso peldak a tanicita MP valtozasat mutatjak kontroll kériilmények kozott (fekete vonal),
illetve DNOX (0,5 mM) és TBOA (1 mM) (piros) kezelés alatt. A harmadik grafikonon a
tanicitak kontroll koriilmények kozott és glutamat hatas gatlasa mellett mért valasza
egyiittesen lathato. Az also grafikonok szemléltetik a MP valtozasok elso derivaltjat (dV/dt). A
kontroll példa dV/dt két csucsa arra utal, hogy az optikai stimulacio dltal kivaltott MP
valtozasnak két fazisa van: egy kezdeti gyors fazis, amely magaban foglalja a gyors
depolarizaciot és a gyors repolarizdaciot, amit egy hosszan tarto lassu repolarizacios fazis
kovet. DNQOX és TBOA alkalmazasakor a MP valtozasnak csak egyetlen fazisa van. A két
példa atfedése azt jelzi, hogy a depolarizacio sebessége jelentésen csékken DNQX és TBOA
jelenlétében. Az oszlopdiagramok osszefoglaljak a TRH axonok aktivalasanak a MP
csucsamplitudojara (D) és a depolarizdacios sebességére (E) gyakorolt hatdsait, kontroll

kortilmények kozott, és DNQX+TBOA kezelések mellett. Az adatokat dtlag + SEM alakban

dbrazoltuk, és paros Student t teszttel elemeztiik. * szignifikansan kiilonbéozik (p <0,05).

TRH-IRES-tdTomto egerekbdl késziilt szeletekben, ahol a TRH axonok tdTomatot
expresszaltak (de nem expresszaltak a channelrhodopszint), az optogenetikai stimulalds nem

befolyasolta a tanicitak MP-jat (11.B Abra).

Feltételeztik, hogy a TRH axonok aktivitdsanak tanicitdkra gyakorolt hatasanak
kozvetitésében részt vesz a TRH axonok f6 peptiderg transmittere a TRH, ezért vizsgaltuk a
TRH tanicitak MP-jére kifejtett hatasat. TRH kezelés (1uM) azonban nem befolyasolta a -
tanicitdk MP-jat, mig a vizsgalt tanicitak MP-ja glutamat (500uM) hatasara jelentésen
depolarizalodott (MP valtozas: glutamat: 20,40 = 1,64 mV, N = 12, p <0,001 vs. kontroll;
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TRH: -024 + 025 mV vs. pre-TRH (.kontroll”) és P = 0,37, 12. Abra).
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12. Abra. A TRH hatdsa a Bo-tanicitik MP-jara (N=12). Diagramm (A) illusztrdlja a glutamadt
(500uM) és TRH (1 uM) kezelés fr-tanicitakra kifejtett hatasat. Mig a glutamat (500uM) a po-
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>

tanicitdk jelentos depolarizaciojat okozta, addig a TRH kezelésnek nem volt hatisa. EQy
reprezentativ fr-tanicita elvezetés (B) szemlélteti a glutamat és a TRH hatasat. Roviditések:

kont = kontroll.

A tanicitdknak a TRH axonok optogenetikai ingerlésére adott valaszanak glutamat fliggetlen
fazisat kivaltd mechanizusok feltarasahoz vizsgaltuk, hogy e fazist G-protein kapcsolt
receptor aktivacigja kozvetiti-e. Ennek érdekében intracellularisan adagolt G-protein blokkold
GDP-B-S-t (2 mM) alkalmaztunk. A G-protein blokkolas, a glutamat hatas blokkolasa mellett
nem védte ki a TRH axonok aktivalasanak a Pp-tanicitdk MP-jara kifejtett hatasat (MP
valtozas DNQX + TBOA vs. DNQX + TBOA + GDP-B-S kiilonbségbdl: 0,26 + 0,05 mV vs.
0,23 £0,05 mV,N=8; P =0,09).
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6. Az eredmények értékelése

A PVN TRH-termel6 idegsejtjeit stirin beidegzik TRH-tartamti axonterminalisok [40].
Ultrastrukturalis szinten a TRH axonok és a TRH neuronok kozotti szinaptikus kapcsolatokat
szimmetrikus, Gray II tipusu, szinapszisként irtak le [40]. Mivel a szimmetrikus tipusu
szinapszisokat gatld szinapszisoknak tekintik [95, 96], feltételezték, hogy a TRH gatl6 hatast
fejthet ki a PVN TRH neuronjaira, és a TRH-TRH kapcsolatok a PVN-ben egy a hipofiziotrof
TRH sejtek kozti ultrashort feedback mechanizmus részét képezhetik [40]. A szerzok
ugyanakkor azt is leirtdk, hogy a TRH-TRH szinapszisok egy része posztszinaptikus
megvastagodast mutatott [40]. Ez arra utal, hogy serkent6, aszimmetrikus tipust szinapszisok
is lehetnek a TRH axonok és a TRH idegsejtek kozott. Munkacsoportunk kimutatta, hogy a
PVN TRH neuronjai glutamaterg neuronok [34]. igy ha a TRH idegsejtek TRH-tartalms
beidegzésében a PVN-en beliilli TRH sejtek is részt vesznek, akkor serkent6 TRH-TRH
kapcsolatoknak is léteznie kell. A TRH peptid TRH idegsejtekre gyakorolt hatasanak
megértése érdekében elektrofiziologiai vizsgalatokat végeztiink. Eredményeik alapjan a TRH
neuronok koriilbeliil felében a TRH kezelés serkenti a vizsgalt idegsejtet és ezt a hatast a TRH
kozvetleniil a vizsgélt idegsejtre hajtva fejti ki. Ezekben a TRH sejtekben a TRH depolarizalta
a membranpotencialt, és nodvelte a spontan akcids potencidlok tiizelési frekvencidjat.
Korabban a TRH hasonld serkentd hatasat figyelték meg a lokusz coruleusz neuronok
esetében, ahol a TRH hatasat a PLC kozvetitette a foszfatidil inozitol 4,5-biszfoszfat
hidrolizisén keresztiil, ami egy savérzékeny K’ csatorna gatlasaval depolarizalta az
idegsejteket [97]. Erdekes modon a TRH stimulald hatasat a PVN TRH neuronok csak
felében észleltiik annak ellenére, hogy gyakorlatilag az 6sszes TRH idegsejt stiri TRH-
tartalmu beidegzést kap [40]. Ez utalhatna arra, hogy a TRH altal stimulalt és nem befolyasolt
TRH idegsejtekben eltéré TRH receptor termelddik. Azonban a két TRH receptor koziil csak
a TRH-R1 expresszalodik a PVN-ben [27]. A TRH-R1 leggyakrabban a Ggu1 fehérjéhez
kapcsolodik, €s aktivalja a PLC jelatviteli utvonalat [98, 99]. Emellett azonban egyes
sejtekben leirtak a TRH-R1 kapcsolatat Gip, Giz és Gs-szertii fehérjékkel is [98, 99]. Ez felveti
annak a lehetdségét, hogy a TRH-R1 eltérd G fehérjékhez kapcsolt a TRH altal serkentett és
nem serkentett TRH idegsejtekben. Az a tény, hogy a TRH a TRH idegsejtek kozel felében
nem hat a membran potencidlra és a tlizelésre, még nem jelenti azt, hogy a TRH nem hat
ezekre az idegsejtekre. A TRH modulalhatja a TRH neuronok mads transzmitterekre adott
valaszat is, akar még a ,,nem reagalé” TRH neuronokban is. Példaul TRH nem befolyésolja a

CA1l piramis sejtek membranpotencialjat, de kivédi a szerotoninnak a piramis sejtekre
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gyakorolt hatasat [100], hasonloképp a TRH gatolja az arcuatus idegmagban a

proopiomelanocortin neuronok urokortin 3 altal kivaltott depolarizaciojat is [72].

A PVN-ben két funkcionalisan eltéré TRH neuronpopulacié helyezkedik el, a hipofiziotrof és
a nem hipofiziotrof TRH neuronok [1]. Feltételeztiik, hogy a PVN TRH neuronok e két
populécidja megfelelhet a TRH neuronok TRH altal serkentett és nem befolyasolt
csoportjainak. Ezért vizsgaltuk a TRH hipofiziotrof és nem hipofiziotr6f TRH idegsejtekre
kifejtett hatasat. Hipotézisiinkkel ellentétben a PVN TRH neuronok funkcionalisan kiilonb6z6
populaciéi hasonldéan reagaltak a TRH kezelésre. A TRH mindkét populdcioban a TRH
neuronok koriilbeliil felében novelte a tiizelési frekvenciat. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
a TRH kezelésre adott valasz alapjan sem a hipofiziotr6f, sem a nem hipofiziotr6f TRH
sejtcsoportok nem homogének, igy a hipofiziotrof és nem hipofiziotréf TRH idegsejteknek is
legalabb két alpopulacidja lehet a PVN-ben. Ez 0Osszhangban all a hipofiziotr6f TRH
neuronok funkciondlis heterogenitdsara utaldo kordbbi adatokkal, amik arra utalnak, hogy
eltéré hipofiziotrof TRH idegsejtek reagalnak hidegre és szoptatasra [101]. A TRH PVN-be
torténd beadasa noveli a periférids pajzsmirigyhormon szintet [61], ez alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a TRH altal serkentett hipofiziotr6f TRH neuronok aktivalasa elegendd
a HHP tengely aktivalasdhoz. Ez a TRH-TRH kdlcsonhatds pozitiv visszacsatolasi
mechanizmusként szolgalhat, amely segit szinkronizalni a hipofiziotrof TRH neuronok
aktivitasat. Hasonléan mas hipofiziotr6f hormonokhoz a TRH szekrécidja a hipofizedlis
portalis keringésbe szintén pulzatilis [102]. Patkdnyokban a TRH firiilés koriilbeliil napi 6
pulzusa figyelhetd meg, amikor a TRH felszabadulas csaknem 100-szoros novekedést mutat
[102]. Ezért elképzelhetd, hogy a TRH neuronok kisebb populacidjabol szarmazé6 TRH
felszabadulas aktivalja a tobbi TRH idegsejtet is, és ez a pozitiv visszacsatolasi szabalyozas a
TRH pulzusok alatt a TRH felszabadulas nagymértékii novekedéséhez vezet. Ez a hipotézis
azonban tovabbi vizsgalatot igényel. Hasonlé pozitiv visszacsatoldsi mechanizmus fontosnak
bizonyult az oxitocin felszabadulas szabalyozasaban [103]. Elképzelheté azonban, hogy a
PVN-ben elhelyezkedd TRH neuronok TRH immunreaktiv beidegzésének egy része a PVN-
en kiviil elhelyezkedd, nem hipofiziotrof TRH neuronokbdl szarmazik. fgy a nem
hipofiziotrof TRH neuronok populacioi részt vehetnek a HHP tengely szabalyozasaban a
hipofiziotrof TRH neuronok szabalyozasan keresztiil. A TRH neuronokat beidegzé TRH-
tartalmi axonok eredetének tisztazdsa a HHP tengely 0j szabalyozé mechanizmusainak
felfedezéséhez vezethet. A TRH neuronok tiizelése mellett a TRH kezelés befolyasolja az

ezen sejteket beidegz6 axonokat is. A TRH kezelés nem volt hatassal a TRH neuronokat
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beidegzd gatldo axonokra. Azonban a TRH idegsejtek felében a TRH kezelés fokozta, mig a
TRH neuronok egyharmadaban gatolta a serkentd beidegzés aktivitasat. A fennmarado TRH
neuronok esetében a TRH nem befolyasolta a sejteket beidegzé axonokat. A TRH éltal
kivaltott mEPSC frekvencia valtozas az mEPSC amplitad6janak valtozéasa nélkiil arra utal,
hogy a TRH preszinaptikusan befolyasolja a TRH neuronok glutaméaterg beidegzését.
Azonban a TRH ezen hatasat teljes mértékben kivédte a vizsgalt TRH sejtekbe
intracellularisan adagolt G protein jelatvitel gatlo GDP-B-S. Ezért feltételeztiik, hogy a TRH a
TRH neuronokra hat, és a vizsgalt idegsejtekbdl szarmazd retrograd jelatvivé molekulak
felszabaditasival modulalja a preszinaptikus terminalisok aktivitaisait. A BDNF-TrkB
transzmitter rendszerrél ismert, hogy retrograd transzmitter rendszerként képes serkenteni
glutamaterg axonok aktivitasat [104]. Kimutattak, hogy BDNF termelddik a PVN-ben
elhelyezked6 TRH neuronok egy részében [76] és ismert, hogy a depolarizacio és az
intracellularis Ca®* szint nvekedése serkenti a BDNF felszabadulasat [105]. Mivel a TRH
depolarizalja a TRH neuronok egy részét, és a TRH-R1 koztudottan a PLC aktivalasan
keresztiil ndveli az intracellularis Ca?* szintet [98], feltételeztiik, hogy a TRH altal kivaltott
mEPSC frekvencia novekedést a BDNF-TrkB retrograd jelatviteli Utvonal kozvetitheti. E
feltételezésiinket igazolta, hogy TrkB receptor gatlo adagolasa teljes mértékben kivédte a
TRH kezelés mEPSC frekvenciat noveld hatasat. A TRH serkentd hatasaval ellentétben a
TRH-nak a TRH neuronok mMEPSC-jére gyakorolt gatld hatasat a TrkB gatlas nem
befolyasolta. Eredményeink igazoltdk, hogy a TRH ezen gatlé hatasat az endokannabinoid
rendszer kozvetiti, mivel a CBl antagonista AM251 adagoldsa jelentds mértékben
csokkentette a TRH-nak az mEPSC frekvenciat csokkentd hatasat. Egyelére nem tisztazott,
hogy a TRH miért serkenti a TRH idegsejtek egy részének a serkentd beidegzését, és gatolja
azt egy masik TRH populacioban. Ez kiilondsen érdekes a hipofiziotrof TRH sejtek esetében,
mivel az dsszes hipofiziotrof TRH neuron TRH-t valaszt ki a portélis keringésbe, és ezaltal
hogy a hipofiziotréf TRH idegsejtek kiilonb6z6 populacioi kollateralisokat kiildenek az agy
mas teriileteire, és a HHP tengely aktivitasatol akar eltéré fiziologiai folyamatokat
szabalyoznak. Ezért hipofiziotrof TRH csoportok eltéré szabdlyozasa hasonlo6 TRH
felszabadulast indukélhat a portalis keringésbe, de eltérd hatdst gyakorolhat mas fiziologids

funkciokra.

Osszegzésként elmondhaté, hogy adataink azt mutatjak, hogy a TRH-nak kozvetlen serkentd

hatasa van a TRH neuronok felében, ami arra utal, hogy egy TRH altal kozvetitett ultrardvid
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pozitiv visszacsatolads szinkronizalhatja a hipofiziotr6f TRH neuronok aktivitasat. Ezenkiviil a
TRH facilitdlja a TRH neuronok koriilbeliil felének a serkentd bemenetét a BDNF-TrkB
jelatviteli utvonalon keresztiil, mig az endokannabinoid rendszeren keresztiil gatolja a TRH

crer

rendkiviil valtozatos szabalyozasat jelzi.

A TRH idegsejtek mukodését az endokannabinoid rendszer nem csak a sejtek serkentd
bemeneteinek szabalyozasan keresztiil befolyasolja. Kimutattuk, hogy az EM [,-tanicitai
endokannabinoidokat termelnek és endokannabinoidok kozvetitésével szabalyozzak a

hipofiziotrof TRH idegsejtek TRH felszabaditasat az EM kiilsé zonajaban.

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a PVN-ben 1év6 TRH neuronok tobbsége termel CBI
MRNS-t, valamint a CB1 protein jelen van a hipofiziotrof TRH neuronok axon varikozitasain
az EM Kkiils6é zonajaban a portalis kapillarisok kozelében [36]. Ezen agyteriileten a CBI
receptoron hato ligandot, a 2-AG-t a tanicitak termelik [36]. E sejtekben expresszalodik a 2-
AG-t termeld enzim a DAGLa és az EM kiilsé zénajaban a DAGLa-tartalmu tanicitak és a
CB1-tartalmu TRH axonok egymas kozvetlen kozelében figyelhetok meg, ami felvetette a
lehetdségét, hogy a tanicitdk az endokannabinoid rendszer kozvetitésével szabalyozzak a TRH
terminalisokat [36]. E feltételezésnek megfeleléen a CB1 antagonista (AM251) jelentésen
fokozta a TRH firiilését EM explantumokbdl, ami azt jelzi, hogy az endokannabinoidok

tonusosan gatoljak a TRH felszabadulast [36].

Mivel neuron-neuron kapcsolatokban a preszinaptikus axonokbol {iriil6 glutamat serkenti a
posztszinaptikus neuronok endokannabinoid termelését [106] és a hipofiziotrof TRH

idegsejtek glutamaterg neuronok [34], vizsgaltuk, hogy a glutamat hogyan hat a tanicitakra.

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a tanicitdk termelnek AMPA ¢és kainat receptor
alegységeket és GRM4 receptort [36]. Emellett a tanicitdk termelnek glutamat
transzportereket is [36]. Ezzel Gsszhangban a patch clamp elektrofizioldgiai kisérleteink
kimutattdk, hogy a glutamat dozisfiiggéen depolarizalja a Bo-tanicitdkat. Hasonloképpen, a
kainat és az AMPA is a tanicitdk depolarizacidjat véltotta ki, ami arra utal, hogy az AMPA ¢és
/ vagy kainat receptorok szerepet jatszanak a tanicitdk glutamaterg szabalyozasanak
kozvetitésében. E receptorok gatlasa azonban csak részlegesen gatolta a tanicitdk glutamat

hatéasara kialakul6 depolarizaciojat. Az NMDA receptor alegységek hianyanak megfelelen az
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NMDA egyaltalan nem befolyésolta a tanicitdkat. A GRM4 agonista addsa a P»-tanicitak
kismértékli hiperpolarizaciojat okozta. Azonban a hiperpolarizacid ténye kizarja, hogy a
GRM4 receptor részt vehessen a tanicitdk glutamat altal kivaltott depolarizacidjaban. Mivel a
receptor kozvetitett hatas mellett a glutamat transzportercken keresztiil torténé felvétele is
okozhat depolarizaciot [107], és munkacsoportunk vizsgalatai Solute Carrier Family 1
Member 3 (SLC1A3) glutamat transzporter magas szintli expresszidjat mutattak ki a Po-
tanicitakban [36], vizsgaltuk a glutamat transzport szerepét a tanicitak szabalyozasaban. A
glutamat transzporterek gatldsa is a glutamat hatdsanak részleges gatlasat eredményezte,
azonban az AMPA ¢és kainat receptorok és a glutamat transzporterek egyidejli gatlasa teljesen
blokkolta a Po-tanicitak glutamat kezelés hatdsara kialakulo depolarizaciojat. igy a két
ionotrop glutamat receptor tipus, valamint a glutamat transzport egylittesen kozvetitik a

glutamat tanicitdkra kifejtett hatasat.

Optogenetika alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy a hipofiziotr6f TRH idegsejtek axonjaibol
felszabadulo glutamat a feltételezésiinknek megfeleléen befolyasolja-e a tanicitdk miitkodését.
E kisérletekhez munkacsoportunk létrehozott egy 1ij transzgenikus egérvonalat (TRH-IRES-
Cre) melyben a Cre rekombinaz specifikusan a TRH-termel6 sejtekben expresszalodik és igy
lehetdvé teszi fehérjék TRH sejt specifikus termelését. Ezen transzgenikus egérvonal PVN-
jében elhelyezkedé TRH idegsejtekben termeltettiink CHR2-t AAV segitségével. Az igy az
EM TRH axonjaiban CHR2-t termel6 egereket hasznaltuk elektrofiziologiai vizsgalatainkhoz.
Ezen egerek EM-et tartalmazo szeleteiben a Po-tanicitak patch clamp vizsgalata kdzben
optogenetika alkalmazasaval serkentettiik a CHR2-tartalmi TRH axonokat. A TRH axonok
optogenetikai ingerlése a tanicitdk sejttesteiben is mérhetd deporizacidt valtott ki. Az
optogenetikai ingerlés ezen hatdsa elmaradt, ha olyan allatokbdl késziilt szeleteken végeztiik a
mérést, melyekben a TRH sejtek nem termeltek CHR2-t, igazolva, hogy a tanicitak
depolarizacidja valoban a TRH axonok aktivitas fokozodasanak eredményeként jott 1étre. A
tanicitak észlelt depolarizacidja két kinetikailag eltérd fazisra bonthat6. A depolarizaciot egy
viszonylag gyors repolarizacido kovette, majd ezt kovetden egy nagyon lassi, hosszan
elnyujtott repolarizaciot figyeltiink meg. Ennek megfeleléen az optogenetikai ingerlés
hatdsara a tanicitdk membranpotencialjanak elsé derivaltjan két csucsot észleltiink, ami
alatdmasztja, hogy ez a depolarizacio két eltérd fazisbol all. DNQX és TBOA kombinécidja
teljes mértékben kivédte az optogenetikai ingerlés hatdsara a tanicitakban kialakulo elsd,
gyorsabb fazist. Ez az eredmény igazolta, hogy TRH axonok glutamat iiritése hat a tanicitakra

¢s ez okozza a tanicitdk depolarizacidjanak gyors komponensét. Ellenben a tanicitdk
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depolarizaciojanak lassabb €s hosszabb lefutasi komponensét nem befolyasoltak a glutaméat
hatasat gatlo farmakonok, ami arra utal, hogy a TRH axonok mas transzmittereket is

hasznalnak a tanicitak befolyasoléasara.

Mivel a peptideknek hosszabb ideig tartd hatasa lehet, mint a klasszikus transzmittereknek és
Muller-Fielitz és mtsai [81] kimutattak, hogy a TRH noveli a Bo-tanicitak intracellularis Ca*
szintjét TRH-R1-en hatva, feltételeztiik, hogy ez a hosszan tartd hatas a hipofiziotrof axonok
TRH felszabaduldsdnak eredménye. Mivel nem létezik specifikus TRH antagonista, a TRH-
nak a tanicitdk MP-jara kifejtett hatasat vizsgaltuk. Azonban még viszonylag magas dozisu
TRH (1 uM) kezelés sem volt hatassal a tanicitak MP-jara. Muller-Fielitz és mtsai [81] altal
leirtakkal ellentétben a TRH nem volt hatéssal a tanicitak intracellularis Ca®* szintjére sem
[36]. Ezért megvizsgaltuk, hogy a P-tanicitak termelnek-e TRH receptort. Laser capture
microdissection segitségével P,-tanicitak transzkriptomjabol azonban nem tudtunk kimutatni
se TRH-R1-et se TRH-R2-t [36], ami megmagyarazta, hogy vizsgalatainkban a TRH miért
nem befolyasolta a tanicitdkat. A TRH tanicitdkra kifejtett hatasarol Muller-Fielitz és mtsai
[81] és altalunk [36] leirt adatok markans eltérésének okat nem ismerjiilk. Azonban fontos
megjegyezni, hogy Muller-Fielitz és mtsai [81] rendkiviil magas, farmakologiai dozisu TRH
(33 uM) kezelést alkalmaztak vizsgélataik sordn. Adataink azonban kizarjak, hogy a TRH
axonokbdl felszabaduld TRH szerepet jatszhat a tanicitdknak a TRH axonok optogenetikai
aktivalasat kovetd depolarizacidjanak kialakulasaban. Ezt tdmasztja ala az a megfigyelésiink
is, hogy a vizsgalt tanicitaba intracellularisan adagolt G protein blokkolé nem befolyasolta a
TRH axonok optogenetikai aktivacidjanak tanicitdkra gyakorolt hatdsat, ami arra utal, hogy a
tanicitak depolarizaciojanak masodik fazisat nem G protein kapcsolt receptor(ok) kozvetitik.

A hatds mechanizmusanak pontos meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A TRH axonok aktivalasa a tanicitdk kisebb mértékii depolarizacigjat eredményezte, mint az
exogén glutamat adagolasa. Figyelembe kell azonban venniink, hogy az exogén glutamat a
tanicitak teljes feliiletén, beleértve az elektrofizioldgiai vizsgélatok sordn mért sejteken is
képes hatni, mig a TRH axonokbdl csak a tanicita végtalpak koriil szabadulnak fel
transzmitterek. E végtalpak elég jelentds, koriilbeliil 80—-100 um, tdvolsdgra vannak a
tanicitak szomajatol, ahol a MP-t mértiik. gy feltételezhetd, hogy e transzmitterek a hatasuk

helyén a membranpotencial jelentds valtozasat eredményezik.

Azt, hogy a depolarizacid pontosan hogyan szabalyozza e gliasejtek miikodését és az

endokannabinoidok szintézisét, egyeldre nem tudni. Azonban az intracellularis Ca** szint

50



novekedése a DAGLo aktivitasanak egyik legfontosabb szabalyozdja [86]. Vizsgalataink
igazoltak, hogy a glutamat nem csak depolarizalja a [B,-tanicitdkat, hanem e sejtekben az
intracellularis Ca®* szintet is megemeli [36]. A glutamat ezen hatasét is kivédte az AMPA és
kainat receptorok ¢és a glutamat transzport egyiittes gatlasa, jelezve, hogy a glutamat hasonlo
mechanizmusok révén befolydsolja a tanicitdk MP-jat és intracellularis Ca®* szintjét. A
glutamat hatasa a tanicitik intracellularis Ca®* szint valtozasara arra utal, hogy a glutamat
stimuldlhatja a tanicitdk endokannabinoid szintézisét. Ezt aldtdmasztottdk az EM explant
kisérleteink is, melyekben az AMPA ¢és kainat receptorok ¢és a glutamat transzport egyiittes
gatlasa jelentdsen csokkentette az EM explantumok 2-AG tartalmat. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az endogén glutamat ténusosan serkenti az EM-ban elhelyezkedd

tanicitak 2-AG szintézisét [36].

A leirt, TRH felszabadulast szabalyozd, glutamat és endokannabinoidok felhasznaldsaval
miikodé 1) neuroglidlis szabalyozokor fontos szerepet jatszhat a  hipofiziotrof
axonterminalisok aktivitdsanak szinkronizaldsdban és igy a pulzatilis TRH felszabadulés
szabalyozasaban. CB1 azonban az EM kiilsé zoéndjadban nem csak TRH-tartalmu
termindlisokban van jelen, ami arra utal, hogy a tanicitdk az altaluk termelt
endokannabinoidokkal tobb neuroendokrin rendszer iranyitasaban is szerepet jatszhatnak [36].
Osszefoglalva, adataink arra utalnak, hogy a P,-tanicitak és a hipofiziotrof TRH axonok
kozott egy endokannabinoidokat és glutamatot felhasznalo szabalyozokor létezik. Ez a
szabalyozokor hozzajarulhat a TRH EM-be torténd felszabaduldsanak szabalyozasahoz,
valamint ez egy fontos mechanizmus lehet ami szerepet jatszik a hipofiziotrof

axonterminalisok aktivitasanak szinkronizalasaban.
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7. Osszefoglalas

A PVN hipofiziotrof TRH neuronjainak miikddése alapveté fontossaghi a HHP tengely és
ezen keresztilil az anyagcsere szabalyozasaban, ezért e sejtek mitkodésének és szabalyzasanak
megértése kiemelt jelentdséggel bir. A hipofiziotrof TRH idegsejtek szabalyozasaban az idegi
inputok mellett kiemelt jelentdségi a TRH idegsejtek és egy specidlis gliasejt csoport, a

tanicitak, interakcidja.

Munkank 6 célkitizése, a TRH peptidnek a TRH idegsejtek miikodésére kifejtett hatasanak

¢s a hipofiziotr6f TRH axonok és a tanicitak interakcidjanak megértése volt.

A PVN TRH idegsejtjeinek dus TRH tartalma beidegzése arra utalt, hogy e peptid fontos
szerepet jatszhat a TRH sejtek szabalyozasaban. A TRH-nak a PVN TRH sejtjeire kifejtett
hatasanak vizsgalatahoz patch clamp elektrofiziologiai vizsgalatokat végeztiink. Kimutattuk,
hogy a TRH kezelés a PVN TRH neuronjainak felében szignifikansan fokozta a sejtek
tiizelési frekvenciajat és depolarizalta e neuronokat. A TRH MP-ra kifejtett hatasat nem védte
ki az akcios potencialok kialakitasat gatldo TTX, ami arra utal, hogy a TRH kozvetleniil hat a
vizsgalt TRH sejtekre. Feltételeztiik, hogy a TRH kezelés altal serkentett és a nem reagéld
TRH idegsejt populaciok megfelelhetnek a PVN két eltérd funkcidjua TRH sejtcsoportjanak, a
hipofiziotrof és a nem hipofiziotréf TRH sejteknek.

A hipofiziotrof TRH sejteket Fluoro-Gold retrograd jeloléanyag periférias adagolasaval
megjelolve megallapitottuk, hogy a TRH kezelés a hipofiziotrof és a nem hipofiziotr6f TRH
sejtpopulacio neuronjainak is megkozelitdleg felét serkentette. Ez arra utal, hogy a PVN TRH
sejtjeinek hipofiziotrof €s nem-hipofiziotrof alpopulécioja sem egységes, TRH hatasara eltérd

moddon reagald alpopulacidik vannak.

A TRH kezelés befolyasolta a PVN TRH sejtjeit beidegzd axonok aktivitasat is. Habar a TRH

kezelés nem befolydsolta a TRH idegsejtek gétldo beidegzésének aktivitasara utalo mIPSC

crer

csokkentette ezen aramok félszélességét. Ezzel ellentétben, a TRH idegsejtek koriilbeliil
harmadaban a TRH kezelés csokkentette az mEPSC frekvenciat, mig a fennmaradé sejtekben

nem befolyasolta a serkentd inputokat. Mivel a vizsgalt sejtekbe intracellularisan adagolt G-
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protein gatlé GDP-B-S teljes mértékben kivédte a TRH mEPSC frekvenciara gyakorolt
hatasat, feltételeztik, hogy a TRH a vizsgdlt sejtekre hatva retrograd transmitter
felszabadulast okoz, ami befolyasolja a TRH idegsejteket beidegzd glutamaterg axonok

aktivitasat.

Kimutattuk, hogy a TrkB gatlasa teljes mértékben kivédte a TRH mEPSC frekvenciat fokozo
hatasat, de nem befolyasolta az mEPSC frekvenciat gatlo hatdsat. Ez az eredmény arra utalt,
hogy a PVN TRH sejtjeinek koriilbeliil fele a TrkB-n hat6 BDNF termelésén keresztiil
serkenti ezen neuronokat beidegzd glutamaterg axonok aktivitasat. Igazoltuk tovabb4a, hogy a
CBI1 gatlasa jelentdsen csokkentette a TRH mEPSC frekvenciat gatld hatasat. Ezen adatok
egyiittesen arra utalnak, hogy a PVN TRH sejtjei a BDNF illetve az endokannabinoidok
termelésével kozvetitik a TRH-nak az ezen sejtek serkentd inputjaira gyakorolt hatasat. Mivel
a PVN-ben csak egyféle TRH receptor, a TRH-R1, termelddik, tovabbi vizsgalatok
szlikségesek annak eldontésére, hogy a TRH sejtek milyen tulajdonsagai szabjak meg e sejtek

TRH-ra adott valaszat.

A TRH axonok és a B,-tanicitak kapcsolatat vizsgalod Kutatasaink kimutattak, hogy az egéragy
EM-jaban talalhatd Po-tanicitdk glutamat hatdsara jelentés mértékben depolarizdlodnak. A
glutamathoz hasonléan az AMPA és kainat is depolarizalta a Pp-tanicitakat 6sszhangban e
tanicitdk AMPA ¢és kainat receptor termelésével. Azonban e két receptor antagonistaja csak
részben védte ki a tanicitak glutamat kivaltotta depolarizacigjat. Mivel NMDA és metabotrop
glutamat receptor agonistak nem depolarizaltak a tanicitakat feltételeztiik, hogy a glutamat
transzport is hozzajarulhat a tanicitdk depolarizacidjahoz. Feltételezéslinkkel 6sszhangban az
AMPA ¢s kainat receptorok €s a glutamat transzport egyidejlii gatlasa teljes mértékben kivédte
a a glutamat tanicitakra kifejtett hatasat. Tehat a glutamatnak a P-tanicitdk MP-jara gyakorolt
hatdsat az AMPA ¢és kaindt receptorok aktivacidja és a glutamat transzport egyiittesen

kozvetiti.

A TRH axonok optogenetikai ingerlésének segitségével vizsgaltuk, hogy a TRH axonokbol
iriild glutamat hat e a tanicitdkra. A TRH axonok aktivacidjanak hatdsara a Po-tanicitak
elnyujtott, kétfazisu depolarizacioja volt megfigyelhetd. E depolarizacio elsd fazisat kivédte
az AMPA ¢és kainat receptor antagonista DNQX ¢és a glutamat transzport gatlé TBOA
egyiittes alkalmazasa igazolva, hogy a TRH axonokbdl felszabaduld glutamat depolarizalja a
tanicitakat. Ezen antagonistdk nem befolyasoltak a depolarizacié masodik, elnyujtott fazisat.

A TRH axonok aktivacidjanak hatdsara kialakulo tanicita depolarizaci6 masodik fazisat
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kivalto transzmitter(ek) feltarasa tovabbi vizsgalatokat igényel, azonban kisérleteink kizarjak,
hogy a hipofiziotrof axonokbdl felszabadulo TRH és G protein kapcsolt receptorok szerepet

jatszanak ezen depolarizacié kialakulasaban.

54



8. Summary

The function of the hypophysiotropic TRH neurons of the PVN is essential in the regulation
of the hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis and through this effect, these neurons are
also crucial in the regulation of energy homeostasis, therefore, understanding the function and
regulation of hypophysiotropic TRH neurons is highly important. In addition to the role of
neural inputs, the interaction of the hypophysiotropic TRH neurons with a special type of glial

cells, the tanycytes, are also crucial in the regulation of the HPT axis.

The main objective of our work was to understand the effect of TRH peptide on the function
of the TRH neurons in the PVN and explore the interaction between the hypophysiotropic
TRH axons and tanycytes. The abundant TRH containing innervation of the TRH neurons in
the PVN suggested that this peptide may play an important role in the regulation of TRH
neurons. To investigate the effect of TRH on the PVN TRH neurons, patch clamp
electrophysiology studies were performed. We have shown that TRH treatment significantly
increased the firing frequency of approximately half of the TRH neurons in the PVN and also
depolarized these neurons. The effect of TRH on the MP of TRH neurons was not inhibited
by TTX, an inhibitor that blocks the action potentials, suggesting that the effect of TRH is
exerted directly on the examined TRH neurons. We hypothesized that the groups of TRH
neurons that are stimulated by TRH treatment or non-responsive to TRH may correspond to
the functionally distinct hypophysiotropic and non-hypophysiotropic TRH neurons of the
PVN.

The hypophysiotropic TRH neurons were labeled by peripheral administration of the
retrograde tracer Fluoro-Gold. We found that TRH treatment stimulated approximately half of
the neurons in both the hypophysiotropic and non-hypophysiotropic TRH cell populations.
This suggests that both the hypophysiotropic and non-hypophysiotropic groups of PVN TRH

neurons have subpopulations that respond differently to TRH administration.

TRH treatment also affected the activity of axons innervating the TRH neurons in the PVN.
Although TRH treatment did not influence the parameters of the mIPSCs of TRH neurons a
marker of the activity of the inhibitory inputs of these cells, in half of the TRH neurons, TRH

treatment increased the frequency of mMEPSCs and reduced the half-width of these currents. In
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contrast, in about one-third of TRH neurons, TRH treatment reduced the mEPSC frequency,
while in the remaining cells, it did not influence the excitatory inputs. As the intracellularly
administered G-protein inhibitor GDP-3-S completely prevented the effect of TRH on the
mEPSC frequency of studied cells, we hypothesized that direct effect of TRH on the studied
cells causes retrograde transmitter release, that influences the activity of the glutamatergic

inputs of TRH neurons.

We showed that inhibition of TrkB completely prevented the facilitatory effect of TRH on the
mEPSC frequency, but did not affect the inhibitory effect of TRH on the mEPSC frequency.
This result suggested that approximately half of the TRH cells in the PVN stimulate the
activity of their glutamatergic inputs through the production of BDNF in response to TRH
treatment. We further demonstrated that inhibition of CB1 significantly reduced the frequency
of the inhibitory effect of TRH on the mEPSCs. Taken together, these data suggest that PVN
TRH cells mediate the effect of TRH on their excitatory inputs by producing BDNF and
endocannabinoids, respectively. Since only one type of TRH receptor, TRH-R1, is produced
in PVN, further studies are needed to investigate which properties of TRH cells determine
their response to TRH.

Our research focusing on the interaction of the axons of the hypophysiotropic TRH neurons
and the B,-tanycytes has shown that p,-tanycytes in the EM of mouse brain are markedly
depolarized by glutamate. Similarly to glutamate, AMPA and kainate also depolarized the 32-
tanycytes in line with the AMPA and kainate receptor production of these tanycytes.
However, antagonists of these two receptors only partially inhibited the glutamate induced
depolarization of tanycytes. Since NMDA and metabotropic glutamate receptor agonists did
not depolarize the tanycytes, we hypothesized that glutamate transport may also contribute to
the glutamate induced depolarization of tanycytes. Consistent with our hypothesis,
simultaneous inhibition of AMPA and kainate receptors and glutamate transport completely
abolished the effect of glutamate on tanycytes. Thus, the effect of glutamate on the MP of B,-
tanycytes is mediated by both activation of AMPA and kainate receptors and glutamate

transport.

Using optogenetic stimulation of TRH axons, we investigated whether glutamate released
from the hypophysiotropic TRH axons can influence the tanycytes. Activation of TRH axons
induced long-lasting biphasic depolarization of pp-tanycytes. The first phase of this

depolarization was prevented by the simultaneous administration of the AMPA and kainate
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receptor antagonist DNQX and the glutamate transport inhibitor TBOA demonstrating that
glutamate release from TRH axons depolarizes the tanycytes. These antagonists did not
influence the second phase of depolarization. However, the transmitter(s) inducing the second
phase of tanycyte depolarization in response to activation of TRH axons are unknown, our
experiments exclude the possibility that TRH and G-protein-coupled receptors play role in the

development of this depolarization.
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