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Roviditések jegyzéke

ABC: avidin-biotin komplex

Arc: arcuatus mag

AVPV: anteroventralis periventrikularis mag
DAB: diamino-benzidin

ERa : 6sztrogénreceptor alfa

FSH: follikulus stimulalé hormon

GABA: gamma-amino-vajsav

GnRH: gonadotropin-releasing hormon
GPR54: G-fehérje receptor 54

HHG: hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely
IgG: immunoglobulin G

IR: immunreaktiv

KP: kisspeptin

LH: luteinizald6 hormon

NHS: normal 16szérum

Ni-DAB: nikkel-diamino-benzidin

OVX: ovariektomia

PFA: paraformaldehid

RP3V: a harmadik agykamra koriili rosztralis periventrikularis area
SCN: szuprakiazmatikus mag

TX100: Triton-X100

VGLUT-2: vezikularis glutamat transzporter-2



Bevezeto

A gonadotropin-releasing hormon (GnRH) neuronok a termékenységet szabalyozo
komplex idegsejthalozat végs6 kimenetét adjak. Az agy szepto-preoptiko-hipotalamikus
serkentik a follikulus stimuldldé hormon (FSH) ¢és a luteinizal6 hormon (LH) elvalasztasat,
amely a gonadokban tesztoszteron, dsztrogén, illetve progeszteron termeléséhez vezet. igy
szerepet jatszanak a hipotalamo-hipofizeo-gonadalis (HHG) tengely kialakitasaban (1. abra).
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1. abra: A hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely miikodése
(http://www.endocrinesurgeon.co.uk/index.php/what-is-the-hypothalamo-pituitary-axis)

A szepto-preoptiko-hipotalamikus régiot atjar6 GnRH dézisdependens modon képes
véltoztatni a plazma LH szintet: alacsony koncentracioban gatolja az LH szekréciot, magas
szintje viszont stimuldlo hatast. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a GnRH képes szabalyozni
sajat neuronjainak funkciojat. Egerekben az alacsony GnRH-szint csokkenti a GnRH
neuronok aktivitdsat, mig magas koncentracioban serkenti azt. Ezzel a GnRH ugynevezett
ultrashort loop feedback-et (ultrardvid visszacsatolo kort) képez; pozitiv visszacsatolasos
mechanizmuson keresztiil noveli a GnRH aktivitast, negativ feedback-kel pedig csokkenti azt
(Christian és mtsai, 2010). A GnRH tehat sajat neuromodulatoranak tekinthetd; e sejteknek
ugyanakkor szamos mas regulal6 faktora is ismert.

Az Osztrogén egyike a GnRH neuronok f6 szabdlyozd tényezdinek. Szabalyozza
befolyasolja a hormon elvalasztasat. A GnRH epizodikus tiriilése a portalis keringésbe

pulzatilis mintdzata LH szekréciot okoz (Herbison és mtsai, 2011). A GnRH szekrécio kétféle



tipusat kiilonboztetjiik meg: pulzatilis - tonusos, folyamatosan alacsony szinten torténd
szekrécio (Li és mtsai, 2009), illetve surge-szeri - hirtelen, gyorsan lecsengd, nagy
koncentracidban torténd szekrécié (Kinoshita és mtsai, 2005), amelyek kialakulasaban az
Osztrogénszint jelentds szerepet jatszik. A petefészek ciklusanak kiilonb6zo6 stddiumaiban az
Osztrogén eltér6 modon fejti ki hatasat a GnRH szekréciora. A follikularis fazisban az
amely elengedhetetlen feltétele az LH és az FSH szintézisének és kivalasztasanak. A GnRH
folyamatos adasa ugyanis down-reguldlja a gonadotropin aktivitast, terméketlenséget
eredményez (Herbison és mtsai, 2011). A follikularis szakasz végén a cirkulald Osztrogén
emelkedd szintje ugyanakkor megvaltoztatja a GnRH szekréciés mintazatat, ekkor lesz a
legmagasabb az Osztrogénszint és a negativ feedback pozitivba csap at (ennek mechanizmusa
még nem teljesen tisztazott). A pozitiv feedback hatasara GnRH surge keletkezik, amely LH
release-ben, majd ovulaciéban folytatodik. Ez az tgynevezett preovulacios GnRH surge
(Christian és mtsai, 2010).

Az Osztrogén GnRH sejtekre kifejtett pozitiv és negativ hatdsa eltérd elhelyezkedésii
neuronpopulaciokon nyilvanul meg. A stimulacié, vagyis a GnRH surge az AVPV-ben
érvényesiil, amely a medidlis preoptikus area rosztralis részén, a harmadik agykamra
kozelében helyezkedik el és kevesebb GnRH neuront tartalmaz. Lézidja az Osztrogén-
medialta LH surge megsziinését €s perzisztens 0sztruszt okoz. Ugyanitt Gsztrogén receptort
tartalmazo sejteket sikeriilt kimutatni, ezek olyan AVPV neuronok, amelyek direkt
projektalnak a GnRH sejtekhez, tehat szerepiik lehet a miikodés szabalyozasaban. Mindezek
mellett ezek a neuronok direkt inputot kapnak az szuprakiazmatikus magbol (SCN). Az

crer

AVPYV biztosit helyet.

Ovariektomizalt patkdnyokban az arcuatus mag csokkenti az LH pulzus amplitaddjat
¢s frekvenciajat, mivel az Gsztrogén gatld hatdsa az Arc teriiletén érvényesiil (Herbison és

mtsai, 2011).

Egerekben mindez cirkadian ritmus szerint zajlik. A cirkadian ritmus f6 szabalyozdja
az anterior hipotalamuszban taldlhaté szuprakiazmatikus mag, amely a kornyezeti fény-sotét
viszonyoknak  megfeleléen miikodik. A  SCN-ba a  retinohipotalamikus  és
genikulohipotalamikus palyakon keresztiil fénnyel kapcsolatos informacio jut, amely lehetové
teszi, hogy a szervezet a nappal-éjszaka valtozasnak megfeleléen, megkdzelitdleg 24 oOras

periodusban miikddjon. A SCN-hoz hasonld 6ramechanizmusok megtalalhatok a periférias
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szovetekben is, mint példaul a majban, bélben és zsirszovetben. Ujabb kutatasok alapjan az is
kidertilt, hogy a cirkadian o6ra részt vesz szamos sejtes ¢és fiziologiai funkcid szabalyozasaban,
valamint az anyagcserében nélkiilozhetetlen enzimek ¢és hormonok expresszidjat is

befolyasolja (Froy és mtsai, 2011).

A cirkadian o6ra molekularis mechanizmusa mind a SCN-ben, mind a periférias
sejtekben specifikus koexpresszalt 6ragének révén valosul meg (Schibler és mtsai, 2003). Az
oragének ritmikus transzkripcidja €s transzlacidja hatdrozza meg a sejtek metabolikus
aktivitasat. Annak ellenére, hogy az oragének szamos periférias szervben, agyi régidoban is
megtalalhatoak, ritmusuk fennmaradasanak elengedhetetlen feltétele a szuprakiazmatikus mag
jelenléte. A SCN szinkronizalja az élettani miikodések lokalis szabalyozasat végzo periférids

oragének miikodését.

A GnRH neuronok szdmos ritmusos miikddést mutatnak: a GnRH génexpresszidjaban
napi ritmust, a hormon portalis keringésbe liriilésében pulzatilitast figyelhetiink meg. A GT1-
7 GnRH neuronalis sejtvonal vizsgalata soran kideriilt, hogy szamos Oragént tartalmaz, in
vitro koriilmények kozott pedig a GnRH sejtekkel azonos pulzatilitast mutat. Tehat a
szervezet szamos mas sejtjéhez hasonldan az oragének nagy része a GnRH neuronokban is

kimutathat6. (Gillespie és mtsai, 2003).

A GnRH-rendszer ritmusos mitkkddése tehat egyrészt a sejtek belsd tulajdonsaganak
koszonhetd, ugyanakkor idegi bemenetek is befolyasoljak. A sziikséges informacio forrasa a

crer

LH surge-ot kivaltani (Meyer-Bernstein és mtsai, 1999).

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a surge-generalas az Osztrogén feedbacktol és a

cirkadian ritmust6l is fligg (Christian és mtsai, 2010).

Az Osztrogénhatasok jelentds részét nukleéris dsztrogénreceptorok kozvetitik a GnRH
felé. A hipotalamusz teriiletén elhelyezkeddé neuronok csekély mértékben mutatnak
kolokalizaciot 0sztrogént expresszalo sejtekkel, ezért valoszinii, hogy a hormonhatasért foként
indirekt kapcsolatok felelések. Ugyanakkor GT1 hipotalamusz GnRH sejtmodelleken alfa és
béta Osztrogénreceptor expresszidt is sikerlilt kimutatni, ezzel a direkt hatds is bizonyitott
(Roy és mtsai, 1999). A B-tipust Osztrogénreceptorok, amelyek in vivo detektalhatok a GnRH
neuronokban (Hrabovszky, 2000 és 2001, Kallo, 2001), a szexualis érés, valamint a
szaporodas centralis szabalyozasa szempontjabol kisebb jelentdséglieck. Ugyanakkor az a-

altipus (ERa) részt vesz a GnRH szekrécid szabalyozasaban, mind a negativ, mind a pozitiv



visszacsatolas mechanizmusanak mediatoraként. Mivel in vivo még nem sikeriilt ERa-t
azonositani GnRH neuronokban, igy val6szinii, hogy az 6sztrogén GnRH szekréciora kifejtett
hatdsa indirekt modon, alfa tipust receptorat expresszalni képes neuronokon keresztiil

érvényestl.

Immunhisztokémiai vizsgalatok kimutattak, hogy a GnRH szamos célsejtje
Osztrogénérzékeny: igy van ez a kisspeptin (KP) neuropeptid esetében is, amely expresszalja
az ERo-t. A metasztazis szupresszor KiSS-1 génr6l atirddo kisspeptin 54 aminosavbol allo C-
terminalis régidja természetes ligandja a G-fehérje kapcsolt GPR54 receptornak (Kotani és
mtsai, 2001) (2. abra).
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2. dbra: A 54 aminosavnyi kisspeptin a prepro-kisspeptinrél irdédik at (Tena-Sempere, 2006).

GPR54 receptorhianyos patkdnyokban a gonadok alulfejlettek, abnormalisak és a nemi
érés is elmaradott (hipogonadotrop hipogonadizmus) (Mikkelsen és mtsai, 2009). A
posztnatélis fejlodés soran a KP és a GPR54 mRNS szintek is emelkedettek a hipotalamusz
teriiletén, ami arra utal, hogy a hipotalamusz up-regulalt a pubertds idészakaban. A KP-
rendszernek tehat fontos szerepe van a pubertaskori szexualis differenciacioban, de
felnéttkorban is nélkiilozhetetlen, hiszen a gonadotropin szekrécid esszencialis regulatoraként

funkcional (3. abra).
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3. abra: A szaporodasi ciklus és a szexualis érés ERa szignalizaciojanak, valamint a KP
neuronok altali szabalyozdsi mechanizmusanak sematikus abraja. A prepubertas
szakaszaban az ERa szignalizacié gatolja a KP expressziot az Arc-ban, igy gatolja a GnRH
szekréciot. A pubertas kezdete Osszefiiggésben van az Arc szupressziv mechanizmusanak
csokkenésével, mikdzben az AVPV KP neuronjainak ERa-aktivitdsa megné. Ez utobbi
folyamat stimulalja a KP expressziot az AVPV sejtekben és emeli a GnRH release-t a
pubertas végéig (Mayer, 2010). Roviditések: GnRH: gonadotropin-releasing hormon, LH:
luteinizalé hormon, ARC: arcuatus mag, OV: petefészek, E,: Osztrogén, ERa: 0sztrogén
alfa receptor, pit: hipofizis, AVPe: anteroventralis periventrikularis mag

In situ hibridizacioval és immunocitokémiaval is kimutattak, hogy a Kiss] mRNS-t
expresszalo sejtek harom klaszterbe csoportosulnak a hipotalamusz teriiletén: megtalalhatok a
periventrikularis preoptikus aredban, a dorzomedialis hipotalamuszban, illetve az arcuatus

magban (Clarkson és mtsai, 2006).

A KP a GnRH neuronokra direkt és indirekt modon is képes kifejteni hatasat, amely
Osztrogén-asszocialt. Osztrogén hidnyaban a KP kozvetleniil aktivalja a GnRH-t, valamint az
ezekkel szomszédos, egyelore be nem azonositott neuronokat. Azonban, mivel 8sztrogén
nincs jelen a rendszerben, ez az ismeretlen sejtek altal képzett, a GnRH neuronokra vonatkozo
afferens beidegzés gatolt, igy csak a KP Kkifejtette direkt hatds érvényesiil. Osztrogén
jelenlétében viszont az afferens haldzat és a GnRH sejtek kozotti kapesolat megengedett, igy
a KP nem csupan kozvetleniil, hanem afferens inputokon keresztiil is stimulalja a GnRH

aktivitast (4. abra) (Pielecka-Fortuna és mtsai, 2008).
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4. abra: A kisspeptin direkt (A) és indirekt hatiasa (B) a GnRH neuronokra (Pielecka-
Fortuna, 2008). Roviditések: OVX: ovariektomia, E: §sztrogén.

A GnRH lehetséges targetjei, amelyek megtalalhatok mind a RP3V (amely magaban
foglalja az AVPV-t és a periventrikularis preoptikus magot) mind az Arc teriiletén,
expresszaljadk az a-tipusi Osztrogénreceptort. A két teriilet KP-populacidinak mitkddése
jelentds eltéréseket mutat. Az AVPV teriiletén minden Kissl expresszal ERa-t, az 6sztrogén
pedig az ERa-n keresztiil up-regulalja a Kiss1 kifejez0dését. A preoptikus areaban az endogén
KP blokkolasa torli az LH-surge-6t prodsztruszban. Ezek alapjan a RP3V teriiletén pozitiv
feedback valosul meg (Kinoshita és mtsai, 2005). Ezzel szemben az Arc-ban a nemi
hormonok - 6sztrogén - eltavolitasa (ovariektomia) emeli a Kiss1 mRNS szintjét, mikozben

Osztrogén vagy tesztoszteron adasa megakadalyozza ugyanezt (Roa és mtsai, 2011).

Az elébb ismertettek alapjan jol latszik, hogy a KP mennyire jelentds szerepet jatszik a
GnRH szabalyozasaban. Mivel a mediobazalis hipotalamikus sejteken is talaltak GnRH
receptorokat (Seong és mtsai, 1998), felmeriilhet az a kérdés, hogy a mar ismert utvonallal
ellenkezd iranyban is 1étezik-e és ha igen, hogyan valosul meg a szabalyozas. Azaz, a GnRH
neuronok beidegzik-e a KP sejteket, illetve, hogy koztilk milyen morfologiai kapcsolatok
jonnek 1étre. Mivel a szinaptikus varikozitasok méretiikben és alakjukban nem kiilonbdznek a
nem szinaptikus varikozitasoktol és az axontermindlisbol felszabaduld atvivOanyag képes
viszonylag nagy tavolsagra torténd diffuziora, a valddi szinapszis kiépiilése mellett fennallhat

a nem szinaptikus interneuronalis kapcsolat lehet6sége is (volume transition) (Vizi E, 1987).



Célkitiizés

Kisérleteink soran a hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely hipotalamikus
szabalyozasi kozpontjat tanulmanyoztuk. A KP sejtek GnRH neuronokra gyakorolt hatasa jol
ismert, az irodalomban azonban kevés informacio all rendelkezésre arrdl, hogy a GnRH sejtek
képesek-e befolyasolni az dket beidegzé RP3V és Arc neuronok miikddését. Jelenleg kevéssé
vizsgalt, hogy vajon létezik-e egyfajta visszacsatolds a GnRH sejtek feldl az Oket beidegzd
KP sejtekre. Ez fontos dnszabalyozo kort jelenthetne a GnRH miikodésében. Emiatt célul
tliztik ki annak az immunhisztokémiai modszerekkel torténd vizsgalatat, hogy a GnRH
neuronok vetiilnek-e az RP3V és az Arc teriileteire, valamint, hogy ezekben a régidkban
létrehoznak-e kapcsolatot KP sejtekkel. Célunk volt tovabba annak kideritése, hogy ha
érkeznek GnRH rostok a KP sejtek teriiletére, akkor az altaluk létrehozott kapcsolatok nem
szinaptikus interneuronalis kapcsolatok, vagy szinaptikus jelleglieck. A megfigyelt

szinapszisok tipusat, morfoldgiai és funkcionalis jellegét elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
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Anyag és modszer

Kisérleteink sordn 50 napos CD1 ndstény egereket (n=20) hasznaltunk, amelyek
atlagos tomege 40 gramm volt. A mitéteket minden esetben mélyaltatasban végeztiik, az
intraperitonealisan bejuttatott altatoszer Osszetétele: ketamin (25 mg/testtomeg-kilogramm),
xilavet (5 mg/testtomeg-kilogramm) és pipolfen (2,5 mg/testtomeg-kilogramm) volt,

fiziologias sooldatban.

A késobbi vizsgalatokhoz sziikséges miitétek

Az 0Osszehasonlithatosag érdekében a kontrollcsoporton és a kezelt 4llatokon
parhuzamosan végeztilk a beavatkozasokat. A kisérleti allatokon els6ként ovariektomiat
(OVX) hajtottunk végre annak érdekében, hogy az ivarszervek hormontermelése ne
befolyasolja vizsgalatainkat. A petefészek eltavolitasat kovetd hetedik napon 3,18 mm hosszl
és 1,57 mm atmérdji szilikonkapszulat tltettiink be szubkutan, amely 0,625 pg 6sztradiol-
benzoatot tartalamazott 20 ul napraforgbolajban (Szilvasy-Szabo Anett, SZA). Ugyanezek a
beavatkozasok torténtek a kontroll allatokon is azzal a kiilonbséggel, hogy esetiikkben a
kapszulat 20 ul napraforgoolajjal toltottiik fel (Rabi Fruzsina, RF). A kapszula beiiltetése utan
harom nappal a kisérleti 4allatok mindegyikén sztereotaxikus miitét formajaban
kolchicinkezelést hajtottunk végre (SZA). A koponya feltarasat kovetéen Hamilton-fecskendd
segitségével 30 pg kolchicint 3 pl, 0,9%-0s sooldatban feloldva juttattunk be az egerek
oldalkamrajaba. A beavatkozas utan gorcsoldas céljabol minden allat 0,1 ml 6%-os natrium-
pentobarbitalt tartalmazo oldatot kapott. A kezelés masnapjan Osztrogén negativ (11-12 6ra
kozott), illetve pozitiv (16-17 ora kozott) feedback fazisban tortént az allatok perfazidja (RF).
A perfaziot a konfokalis mikroszkopos elemzésre szant egereknél 4%-0s paraformaldehiddel
(PFA), mig az elektronmikroszkopos vizsgélatra kivalasztottak esetében 2% PFA ¢és 4%
acrolein, illetve 4% PFA ¢és 1% glutaraldehid keverékével hajtottuk végre. Az eltavolitott
fixalt agyak utofixalads céljabol 2% PFA-ba keriiltek, majd egy éjszakan at 4°C-os

hiitészekrényben taroltuk dket.

Elokészités kettos immunfluoreszcens jelolésre

Az utofixalast kovetden az agyakat egy éjszakara 30%-0s cukoroldatba (300 g
szukréz, 0,5 g natrium-azid, Milli Q) helyeztiikk, majd fagyaszté mikrotémmal (Leica SM
2000R) 30 mikronos metszeteket készitettiik. Ezutan a metszetek fagyallo oldatba keriiltek,
amelynek Osszetétele: 30% etilén-glikol, 25% glicerol, 0,05 M foszfat-puffer, pH = 7,4. Az
Arc és a RP3V teriiletérél (bregma +0,38 mm-t6l bregma -2,46 mm-ig) minden agybol
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reprezentativ. metszeteket valasztottunk ki, amelyek alapos PBS-es mosast kovetden a
fixaloszer és a fagyalldo oldat teljes elimindlasa érdekében 30 percig 1%-os natrium-
borohidrides kezelést kaptak. Az endogén peroxiddz aktivitds megsziintetésére 20 perces,
0,5% hidrogén-peroxidos mosast, majd a membranpermeabilitas novelésére szintén 20 perces,
0,5%-0s TX-100 kezelést alkalmaztunk. A metszetek a nem specifikus antitestkotés
megelézése érdekében 20 percig inkubalodtak blokkoloban (NHS, 2%) (SZA).

Kettés immunfluoreszcens jelolés

Az Osztrogénkezelt agyak RP3V régiojabdl, illetve az olajkezelt agyak Arc-abol
kivalasztott metszeteket 72 6ran keresztiil, 4°C-on inkubaltuk guinea pig anti-GnRH (#1018,
1:10000) és rabbit anti-KP (#566, 1:10000) els6dleges antitestek keverékében. Ezt kovetden a
metszeteket masodlagos szérumba tettiik; a GnRH vizualizalasara CY 3-konjugalt anti-guinea
pig 1gG-t (1:1000, 12h), mig a KP esetében biotinilalt donkey anti-rabbit (1:1000, 2h)
antitestet hasznaltunk. Annak érdekében, hogy a KP a konfokalis mikroszkopos vizsgalat
soran lathatova valjon, Alexa-488-streptavidint (1:5000, 12 h) alkalmaztunk, amelyet avidin-
biotin komplex (ABC, 1:1000, 1 h), biotinilalt tiramid- (1:1000, 0,5 h) és H,0,- (0,006%, 0,5
h) kezelés el6zott meg. A metszeteket - targylemezre torténd felhuzasukat kovetden -
VectaShield (Vector Laboratories Inc. H-1400) fedészerrel, 0,15 mm-es vastagsagu
fedélemezzel lefedtiik (SZA).

Elékészités elektronmikroszkopos vizsgalatra

Az elektronmikroszkopos elemzésre szant agyak lemetszése vibratdommal tortént
(Vibratome S 1000). A 30 mikrométeres metszetek a metszés soran a fixald oldat kimosasa
érdekében PBS-be keriiltek, ezt 30 perces natrium-borohidrides kezelés kovette. Tobbszori
PBS-es mosas utan a metszeteket 10%-0s, majd 30%-os cukoroldatba helyeztiik, egy éjszaka
elteltével folyékony nitrogénes fagyasztast alkalmaztunk. A fagyasztds befejezése utdn a
30%-o0s cukoroldatot 10%-osra cseréltiik le, majd a metszeteket koriilbeliil tiz percig allni
hagytuk 0,1%-0s H,O, oldatban. Ezt kovetden bodianos (3 ml formalin, 10,8 ml abszolut
alkohol, 16,2 ml desztillalt viz), illetve tioglikolsavas (4 ml tioglikolsav, 24 ml desztillalt viz)
elokezelést alkalmaztunk, majd a metszetek 20 percre blokkoloba (2% NHS) keriiltek.

Az immunfestés soran elGszor primer szérumba (guinea-pig anti-GnRH, #1018,
1:600,000, illetve rabbit anti-KP, #566, 1:100,000) helyeztiik a metszeteket. A GnRH
vizualizalasa biotinilalt anti-guinea pig 1gG-vel (1:1,000, 24 h) tortént, amelyet ABC-kezelés,

illetve H,O, jelenlétében nikkel-diamino-benzidines (Ni-DAB) hivas (peroxidaz-reakcid)
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kovetett. A GnRH kimutatasakor Gallyas-eziistézést, majd aranyozast alkalmaztunk, ezt
kovette a KP vizualizalasa, amely soran a metszeteket biotinilalt donkey anti-rabbit 19G
(2:1,000, 1,5 h) masodlagos szérumban inkubaltuk. Az ABC-kezelést kdvetden a KP esetében
a peroxidaz-reakcidé H,O, jelenlétében diaminobenzidinnel (DAB) tortént (RF).

Az immunfestést kovetden a metszeteket 1%-0s ozmium-tetroxidban 1 6ran at, majd
2%-0s uranil-acetatban (70%-0s etanolban oldva) 40 percig inkubaltuk. A metszetek
dehidralasat felszallo alkoholsorral értiikk el (30%-tol 100%-ig), végiil propilén-oxidos
kezelést alkalmaztunk. Ezt kdvetden 40 percre 50%-os (propilén-oxid és miigyanta /TAAB
812 epoxy resin/ keveréke), majd 100%-os gyantaba helyeztiik a metszeteket. A miigyantaval
atitatott metszeteket liquid release agent-tel bevont fedd- és targylemezek kozé emeltiik at,
majd polimerizalddas céljabol 56°C-on két napig inkubaltuk. A félvékony (Ium) ¢és
ultravékony (50-60 nm) metszeteket Leica UCT ultramikrotom (Leica Microsystems, Vienna,
Austria) segitségével készitettilk. Az ultravékony metszeteket Formvar-hartyaval boritott
egylyuku gridekre gyijtottiik, amelyeket 2%-o0s 6lom-citratos kontrasztositas utan Jeol-100 C

transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Konfokalis 1ézer mikroszkopos vizsgalat

A leirtak szerint eldkészitett metszetek vizsgalata konfokalis 1ézer mikroszkoppal
(Radiance 2100, Bio-Rad Laboratories, UK) tortént. A kettds immunfluoreszcens jellel
ellatott metszetek koziil a sztereotaxikus atlasz alapjan harom-harom reprezentativ metszet
keriilt kivalasztisra. Az RP3V esetén a metszetek szagittalis sikban vald kiterjedése a
bregmatol +0,26 mm-tél +0,38, illetve +0,14 mm-ig, valamint +0,02 mm-t61 -0,1 mm-ig; az
Arc esetében pedig a bregmatol -1,46 mm-tél -1,7 mm-ig, -1,94 mm-t61 -2,06 mm-ig, illetve -
2,3 mm-t6l -2,54 mme-ig volt.

A metszetek digitalizalasa a LaserSharp program segitségével tortént, amely a
kovetkezd paraméterekkel futott: felbontas: 512x512 pixel, z-steps: 0,6 mikrométer, objektiv:
VCPlan 60x, olajimmerzids. A flurokromok kimutatasara a kovetkezd 1ézernyalabokat és
szlirOket hasznaltuk: az Alexa-t 488 nm-es, a CY3-at 543 nm-es hullamhosszasagt 1ézerrel
mutattunk ki, a dikroikus/emisszios filterek paraméterei a kovetkezOk voltak: Alexa 488-ra
560 nm/500-540 nm, CY3-ra 650 nm/560-610 nm. A piros és a zold csatornak elkiilonitve
kertiltek beolvasasra, ezek egyesitése, illetve a KP sejteken appoziciot képz6 GnRH neuronok
boutonjainak kvantifikalasa az Image] program segitségével tortént (RF). A kvantifikalt
adatokbol statisztikat készitettiink, atlagot és standard hibaratat szamoltunk, egyenld
szorasnégyzeteknél kétmintas t-probat végeztiink (SZA).
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Eredmények

Kisérleteink soran kettés immunfluoreszcens jeloléssel, valamint elektronmikroszkopos
eljarasokkal térképeztik fel a GnRH-immunreaktiv (GnRH-IR) rostok és a legjelent6sebb

KP-IR neuronpopulaciokat tartalmazé agyi régiok anatomiai kapcsolatat.

A korabbi tanulmanyokat (King ¢és mtsai, 1984) megerdsitve a konfokalis lézer
mikroszkopos elemzéseink eredményeként elmondhatjuk, hogy a GnRH-IR neuronok
axonalis vetiilést mutatnak a preoptikus area, illetve a mediobazalis hipotalamusz teriiletére.
Vizsgalatunk szempontjabol ezek a régiok kiemelkedd jelentdségiiek, mivel mindkettd
tartalmaz KP-t expresszald neuronokat. A vizsgalt két teriilet sztrogénszabalyozasa, valamint
KP expresszidoja eltéroen mikodik: mig a preoptikus régidoban Osztrogénkezelés
kovetkeztében KP up-regulacié tapasztalhatd, addig az Arc esetében 0sztrogénbevitel hatdsara

a KP expresszioja jelentdsen csokken.

A fent emlitettek miatt a két régio KP populédcidinak &sszehasonlithatosdga érdekében
eltérd modelleket alkalmaztunk. Korabbi kutatdsok alapjan az Osztrogén GnRH neuronokra
gyakorolt pozitiv hatasat a preoptikus area KP sejtjein keresztiil fejti ki, igy a RP3V area
neuronjainak vizsgalatara ovariektomizalt és Osztrogénkezelt néstény egereket hasznaltunk.
Az Arc-ban lokalizalt KP sejtek a negativ feedback mediatorai, igy morfologiajuk
tanulmanyozasara ovariektomizalt és olajkezelt ndstény egereket hasznaltunk. A kisérleti
allatokon alkalmazott kolchicinkezeléssel maximalizaltuk a neuropeptidek
immunreaktivitasat, a gatolt axonalis transzport a sejttestek jobb lathatosdganak kedvezett. Az
egerek perfuzigja eltérd napszakokban (déleldtt és délutan) tortént, ezzel biztositottuk, hogy

az Osztrogén szempontjabol pozitiv, illetve negativ visszacsatolasos modelleket is kapjunk.

Munkacsoportunk egy korabbi, kétszeresen jelolt GnRH-KP immunfluoreszcens festésén
guinea-pig anti-GnRH-val jelolt és Alexa 488-cal vizualizalt sejttesteket és rostokat talaltunk
(5. abra) jellegzetes elrendezddésben. Jelen kisérleteink ugyanezt a mintazatot tamasztjak ala.
A kettds immunfluoreszcens jeloléssel ellatott KP neuronok és GnRH rostok konfokalis
mikroszkopos vizsgalata soran a RP3V teriiletén olyan KP-IR sejteket talaltunk, amelyek a
GnRH-IR rostkotegeken beliil helyezkedtek el. E rostok nagy része a harmadik agykamra
ependimadlis rétegéhez kozel futott, ahol a legmedialisabb KP neuronok talalhatok. Az Arc

crer

lateralis iranyban ivelnek, majd siirQi ventralis koteget képeznek az eminentia mediana felé.
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5. ébra Fluoreszcens mikroszkoppal fotozott részlet a preopikus area (A), illetve az Arc (B)
GnRH rostjairdl. Utdbbi felvételen az eminentia mediana felé sirii kdtegben huzddnak a
GnRH rostok a hipotalamusz bazalis részén. Nyilak: GnRH sejttestek, nyilhegyek: a
harmadik agykamra mentén futé (A), illetve a kamratdl lateralis irdnyban iveld, az
eminentia mediana teriiletén massziv kotegeket képz6 (B) GnRH rostok. Lépték: 1000 pm.
Sajat felvételek.

A fent ismertetett eredmények alapjan a metszetek kettés immunfluoreszcens jelolést
kovetden konfokalis mikroszkopos elemzésre keriiltek, amely sordn megallapitottuk, hogy a

GnRH ¢és a KP sejtek morfologiai kapcsolatokat alakitanak ki.

A konfokélis mikroszkopos vizsgalat soran KP-IR neuronok perikarionjan, illetve
proximalis dendritjén mind a RP3V, mind az Arc teriiletén talaltunk GnRH-IR
axonvarikozitdsokat. Ehhez szekvencialisan szkennelt metszetekrdl késziilt fotosorozatokon
végeztiink szamoldsokat. A GnRH neuronok rostatmetszetei koziil azt tekintettiik appoziciot
kialakitonak, amely legalabb két sikon lathato volt, illetve, amely esetében talaltunk legalabb
egy olyan sikot, ahol az axontermindlis €s a KP neuron k6z6tt szemmel lathatéan nem volt rés
(gap), azaz a GnRH nagy valosziniiséggel kozvetlen kapcsolatot alakitott ki a KP neuronnal.

A 6. dbran két reprezentativ koronalis metszeten szemléltetjiik festéseink eredményét.
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6. abra: Immunhisztokémiai kettds jelolés gonadotropin-relasing hormonra (GnRH, piros)

és kisspeptinre (KP, z6ld) egéragy koronalis metszeteibél. A-C: preoptikus area, E-G:
mediobazalis hipotalamusz. KP-immunreaktiv sejttestek talalhatok az anterovetralis
periventrikularis mag (AVPV), a periventrikularis mag (Pe), illetve az arcuatus mag (Arc)
terliletén. A nagyobb felbontasti fotokon jol latszanak a GnRH neuronok axonjai altal
kialakitott appoziciok (nyilhegyek) a POA teriiletén (D), valamint az Arc teriiletén (H)
talalhato KP neuronokkal. Skala: 50pm (A-C, E-G), 20um (D, H) Roéviditések: POA:
preoptikus area, AVPV: anteroventralis periventrikularis mag, 3V: harmadik agykamra, Pe:

periventrikularis mag, MBH: mediobazalis hipotalamusz. Sajat felvételek.

Az appoziciok kvantifikalasa alapjan megallapithatjuk, hogy a kapcsolatok szazalékos
aranyaban szignifikans eltérés volt. A RP3V régiojaban a KP-IR neuronok atlagosan
koriilbeliil 20%-4n, mig az Arc teriiletén a sejtek kozel felén tapasztaltunk GnRH
axonvarikozitasokat. Ezzel szemben a negativ és a pozitiv feedback periodusban perfundalt

allatok ugyanilyen értékei kozott a kiilonbség nem szignifikans (1. tablazat, 7. abra).
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RP3V

Arc

negativ feedback
fazis

pozitiv feedback
fazis

negativ feedback
fazis

pozitiv feedback
fazis

A KP-IR
neuronok
kapcsolatanak
szazalékos aranya
GnRH-IR
boutonokkal (%6)

17,02 + 1,83 24,74 +326 44,02 + 2,96 * 51,64 +3,90 *

A GnRH-IR
boutonok atlagos
szama innervalt
KP neurononként

2,57 +£0,48 3,05+0,30 3,12+0,32 3,42+0,35

1. tablazat: A KP-IR neuronok kapcsolatinak szdzalékos aranya (+standard hibarata)
GnRH-IR axonvarikozitasokkal, illetve GnRH-IR boutonok atlagos szama innervalt KP
neurononként a rosztralis periventrikularis teriileten (RP3V) illetve az arcuatus mag (Arc)
negativ-feedback fazis), valamint 16-17 6ra kozott (6sztrogén pozitiv-feedback fazis)

*: az adott iddintervallumban kapott értékek koziil az Arc-ban szignifikans (p<0.003)
kiilonbséget tapasztalunk a RP3V ugyanilyen értékeihez képest.

A GnRH neuronok altal innervalt KP sejtek

szazalékos aranya
100

a0

80 !

I

70

60

Az innervilt KP sejtek
%0-os ardnya (20)

T
2474 —

17,01

RP3V, pozitiv
feedback

Arc, negativ
feedback

Arc, pozitiv RP3IV, negativ
feedback feedback
Vizsgilt teriilet, a feedback tipusa

7. dbra: Az innervalt KP sejtek %-os ardnya a RP3V és Arc teriiletén (standard hibarataval,
*: p<0,003, n=20)
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A konfokalis elemzések altal kimutatott gyakori GnRH-appoziciok a KP-IR
neuronokon tovabbi elektronmikroszkopos vizsgalatokra adtak lehetOséget. A bedgyazott
mintakat két kiilonbozé elektrondenz markerrel (diaminobenzidin, DAB és arany-eziist
impregnalt nikkel-DAB) jeloltik meg, amelyekkel a kapcsolatok kimutathatova és
azonosithatova valtak. A sorozat ultravékony metszeteken valodi szinapszisokat detektaltunk,
amelyek tipusa axo-szomatikus, illetve axo-dendritikus (8. abra). Mind a RP3V, mind az Arc
teriiletén aszimmetrikus szinapszisokat talaltunk. A szinapszisok aszimmetrikus tipusabol
adodoan feltételezhetjiilk, hogy a KP sejteket innervalo GnRH axonok serkentd

neurotranszmittert is tartalmaznak.

8. dabra: Kisspeptin immunreaktiv (KP-IR) neuronok és GnRH-IR axonok, amelyek
vizualizlasa barna reakciotermékii diaminobenzidinnel (DAB — kdzepesen elektrondenz),
illetve arany-eziist kezelést kovetd nikkel-DAB-os intezitasnoveléssel —(er6sen
elektrondenz) tortént (A). Az appoziciok egy részét bright-field koriilmények kozott
detektaltuk (A abran beliili kis kép). Az elektronmikroszkoppal detektalt szinapszisok
aszimmetrikusak voltak. A RP3V teriiletérdl axo-szomatikus kapcsolatokat (B1, B2), mig
az Arc teriiletérél axo-denditikus szinapszisokat (C1-C6) mutattunk Ki (nyilhegyek).
Lépték: 20um (A), 10um (kis kép az A-n belil), 500nm (B1, C1-C6), 250nm (B2).
Roviditések: POA: preoptikus area, ARC: arcuatus mag, KP: kisspeptin, Nu: sejtmag,
GnRH: gonadotropin-releasing hormon, 3V: harmadik agykamra. Barddczi Zsuzsanna
felvételei.
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Diszkusszio

Korabban mar kimutattdk, hogy a szaporodas centralis szabalyozéasadban kiemelkedd
szerepet jatsz6 GnRH neuronok szadmos rostot kiildenek a hipotalamusz teriiletére
(Merchenthaler és mtsai, 1984). Ismert, hogy a gonadok hormonjai, igy az 6sztrogén is nagy
jelentdséggel bir a GnRH neuronok szabalyozasaban. Az 0Osztrogén pozitiv és negativ
feedback mechanizmussal is képes visszahatni a HHG-tengely mtkodésére, igy a GnRH és
mas neuronokon keresztiil végiil 6nmaga elvalasztasara hat. A GnRH sejtek azonban nem,
vagy csak eleny€szé mennyiségben expresszalnak a hatas tovabbitasaban nélkiilozhetetlen
Osztrogénreceptorokat. Az Osztrogén hatdsa a gonadotropin releasing hormont termeld

neuronokra tehat nagyrészt indirekt, azaz mas kozvetitd sejteken keresztiil valosul meg.

Korabbi kutatasokbol ismert, hogy a KP hat a GnRH neuronokra, valamint
expresszalja az alfa tipus Osztrogénreceptort (Pielecka-Fortuna, 2008). Az Gsztrogénhatas

tehat a KP-ben megtalalhat6 nuklearis a-tipusu dsztrogénreceptorokon keresztiil valésul meg

(Mitchell és mtsai, 2003).

A GnRH targetjei k6zott szerepelnek a preoptikus areaban és az Arc-ban megtalalhato
olyan neuronok, amelyek szintén expresszalnak ERa-t (Franceschini és mitsai, 2006). E
megfigyelések alapjan meriilt fel annak a gondolata, hogy a KP altali GnRH-szabalyozés
mellett a GnRH rostok is befolyasolhatjak a KP neuronok miikodését. Kisérleteink soran ezért
azt vizsgaltuk, hogy a GnRH axonterminalisai létrehoznak-e anatomiai kapcsolatokat KP
neuronokkal. Ezzel ugyanis egy kétiranyu, visszacsatolasos mechanizmus valdsulna meg a
GnRH ¢és a KP neuronok kozott, amely a GnRH Onszabalyozas egy ujabb szintjének
megjelenését jelentené. Immunhisztokémiai modszerrel, konfokalis és elektronmikroszkopos
szinten tanulmanyoztuk a GnRH-KP rendszert, vizsgalataink eredményeként a KP sejtek
felszinén GnRH axonvarikozitasokat mutattunk ki, tehat morfologiai kapcsolatot mutattunk ki

a két altalunk tanulméanyozott teriileten.

A RP3V teriiletén talalhaté KP neuronok direkt inputot kiildenek a GnRH neuronokra
(Clarkson, 2006, Kallo6 2012). Jelen kutatasunk soran immunhisztokémiai modszerekkel
ugyanakkor GnRH axonterminalisokat talaltunk a régi6 KP neuronjain. Ezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy reciprok kapcsolat all fenn a két rendszer kozott. Azaz feltételezhetd,
hogy a GnRH kozvetleniil befolyasolja a pozitiv feedback szabalyozasban részt vevé RP3V
KP neuronjait.
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Vizsgalataink soran az Arc teriiletén talalhaté KP neuronokon szintén talaltunk GnRH
szinaptikus bemeneteket. A kétiranya kapcsolat megnyilvanulasa a két vizsgalt

neuronpopuldcidban lehetdséget ad egy GnRH 6nszabalyozo kor kialakulasara.

A RP3V area és az Arc teriiletén taldlhato GnRH-KP kapcsolatok kvantitativ
jellemzésének érdekében a konfokalis lézermikroszkopos vizsgalat eredményeként kapott
felvételeken szamolasokat végeztiink. A mennyiségi elemzés alapjan szignifikans kiilonbség
mutatkozott a két terillet GnRH-IR rostok altal innervalt KP neuronjainak szadzalékos
aranyaban. Mig a RP3V teriiletén a GnRH-IR axonok a KP neuronok 6td6dén, addig az Arc-
ban a KP sejtek mintegy felén képeznek varikozitdsokat. A kvantitativ elemzés eredményét
annak fényében kell értékelniink, hogy a kolchicinkezelés egyrészrdl novelte a KP sejtek
szomatodendritikus részének kimutathatosagat, ugyanakkor elképzelhetd, hogy a GnRH
neuronokét az axontermindlisokban csokkentette. Tovdbba a hormonalis statuszt az adott
régioban a KP kimutathatésagdnak novelésére optimalizaltuk — tehat eltéré modellekben

kvantifikaltuk.

Mivel a szinaptikus varikozitdsok méretiikben és alakjukban nem kiilonbdznek a nem
szinaptikus varikozitasoktol, a valodi szinapszis kiépiilése mellett fennallhat a nem
szinaptikus interneurondlis kapcsolat lehetdsége is. Ekkor az atvivéanyag képes viszonylag
nagy tavolsagra diffundéalni. A kapcsolat helyén tehat érvényesiilhet peptidhatas (GnRH vagy
mas egyiittesen termelt peptid, példaul galanin), de szerepet jatszhatnak a klasszikus
transzmitterek is. Annak kideritése érdekében, hogy a KP sejtek felszinén detektalt GnRH
axonvarikozitasok altal kialakitott kapcsolatok szinaptikus vagy nem-szinaptikus jellegiiek,
elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink. Az elemzés soran valodi, axo-szomatikus és
axo-dendritikus szinapszisokat mutattunk ki. Mindkét vizsgalt régioban aszimmetrikus
szinaptikus kapcsolatokat detektaltunk, amely tulajdonsag a szinapszisok serkentd jellegére
utal. Ezt megerdsiti az a korabbi megfigyelés, hogy a GnRH sejtek és axonok tobbsége kettes
tipusu vezikularis glutamat transzporter (VGLUT-2) immunreaktiv (Hrabovszky és mtsai,
2006). Ezek alapjan valoészinli, hogy a KP-t innervaldo GnRH axonok serkentd

neurotranszmittert is tartalmaznak.

A GnRH KP miikodését fokozo hatasanak bizonyitasara a jovoben elektrofiziologiai
(in vitro, whole cell patch-clamp, illetve loose patch) modszerekkel tervezziik megvizsgalni,
hogy a GnRH peptid miként befolyasolja a KP sejtek membranpotencidljat, posztszinaptikus
aramait és tiizelési frekvenciajat. A hatas direkt jellegét specifikus antagonistak (pl. a GnRH

receptor antagonista Antide) alkalmazasaval, illetve a szinaptikus input felfliggesztésére
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alkalmas natriumcsatorna-blokkold tetrodotoxin ¢és/vagy GABA, glutamat receptor

antagonistak jelenlétében szeretnénk vizsgélni és bizonyitani.

A szaporodas centralis szabalyozdsi rendszerének hibdja szdmos korképpel
rendelkezik. Ezek koziil az egyik a hipogonadotrdp hipogonadizmus, amely terméketlenséget
eredményez. Ez a betegség egyes esetekben GnRH adasaval helyrehozhat6. Amennyiben
azonban ez a kezelés eredménytelennek bizonyul, a kor kialakulasa nagy valoszintiséggel a
kisspeptin rendszer genetikai/funkcionalis hibajara vezethetd vissza (Ratnasabapathy és mtsai,
2012). Ha tisztazzuk a kisspeptin szerepét az LH-pulzusgeneralasban, illetve megismerjiik a
GnRH-surge miikodését a szaporodas centralis szabalyozasaban, képesek lehetiink olyan
genetikai korképek kezelésére, mint a hipogonadotrop hipogonadizmus. A morfologiai és
elektrofiziologiai  vizsgalatok mellett ezért a GnRH neuronok altal termelt
neuropeptidek/neurotranszmitterek pulzus- és surge generator funkcidjara gyakorolt

hatasanak feltarasa is sziikséges.
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Osszefoglalé

A gonadotropin releasing hormon (GnRH) neuronok alapvetd szerepet jatszanak a
hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely kialakitasaban. A GnRH sejtek mikodésére a
harmadik agykamra koriil, a rosztralis periventrikularis aredban (RP3V), illetve az arcuatus
mag (Arc) teriiletén elhelyezkedd kisspeptin (KP) neuronok kozvetlen és kozvetett, 6sztrogén-

medialt hatast is gyakorolnak.

A KP sejtek GnRH neuronokra kifejtett hatasa jol ismert, ugyanakkor az egyeldre
kevéssé tanulmanyozott, hogy a GnRH sejtek képesek-e befolyasolni a RP3V ¢és Arc
neuronok miikodését. Kisérleteinkben ezért azt vizsgaltuk, hogy Iétezik-e egyfajta
visszacsatolds a GnRH neuronok feldl az dket beidegzd KP sejtekre. Ez fontos 6nszabalyozo

kort jelenthetne a GnRH miikodésében.

Vizsgalatainkat 50 napos CD1 ndstény egereken végeztiik, amelyekbdl kezelt és
kontroll csoportokat hoztunk 1étre. A kisérleti allatokon ovariektomiét hajtottunk végre, majd
a kezelt csoportba 6sztrogén-, a kontroll csoportba olajtartalmu kapszulat ltettiink be. Harom
nap elteltével az egereken kolchicinkezelést hajtottunk végre, majd az Gsztrogén pozitiv,
illetve negativ feedback fazisaban az allatokat perfundaltuk. Az eltavolitott agyakat fagyaszto

mikrotommal, illetve vibratdommal 30 pm-enként lemetszettiik.

Az Osztrogénkezelt agyak RP3V régigjabol, illetve az olajkezelt agyak Arc-abol
kivalasztott metszeteket kettds immunfluoreszcens jellel lattuk el és fluoreszcens festékekkel

tettiik lathatova.

Konfokalis 1ézer mikroszkopos elemzéssel immunreaktiv. GnRH nyulvanyokat
mutattunk ki mind az Arc, mind a RP3V teriiletén, ahol e nyulvanyok a KP sejtek felszinén
varikozitasokat képeztek. A kapcsolatokat kvantifikaldsa soran megallapitottuk, hogy a RP3V
régioban a KP sejtek 20%-4n, mig az Arc-ban a sejtek kozel felén taldlhatok GnRH
axonvarikozitasok. A kapcsolatok jellegének tanulmanyozasa céljabol a metszeteinket
elektronmikroszkdpos vizsgalatra készitettilk eld, amely sordn valodi, aszimmetrikus

szinapszisokat detektaltunk, ebbdl a szinapszisok serkentd jellegére kovetkeztettiink.

Eredményeink alapjan a GnRH neuronok mindkét régioban kozvetleniil befolyasoljak
a KP sejtek miikddését, tehat koztiik reciprok kapcsolat 4ll fenn, ami valdsziniileg serkentd

hatasu. Ennek bizonyitasara tovabbi elektrofiziologiai vizsgalatokat terveziink.
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Summary

The gonadotrophin releasing hormone (GnRH) neurons play an essential role in the
central regulation of reproduction. By producing the main output signal of the hypothalamus,
they participate in the formation of the hypothalamo-hypophyseo-gonadal axis. The kisspeptin
(KP) neurons located in the rostral periventricular area (RP3V) and in the arcuate nucleus
(Arc) affect the GnRH neurons both directly and indirectly in an estrogen-mediated way.

The effect of kisspeptin on GnRH neurons is well-studied. In contrast, little is known
whether the GnRH neurons themselves can affect the function of the RP3V and Arc cells.
Therefore, we aimed to investigate a potential feedback mechanism from the GnRH neurones
to the KP cells, which would complete a self-regulatory circuit important for controlling

GnRH secretion.

Our studies were carried out on 50 day-old female mice. Animals were
ovariectomised, separated into groups by implanting half of the animals with estradiol or
sunflower oil-containing capsules. After three days, the mice were colchicine-treated and
transcardial perfusion was carried out during either oestrogen’s positive or negative feedback
phase. After removal of the brain, 30 um sections were cut using either a vibratome or a

freezing microtome.

Immunohistochemical double-labelling for GnRH and KP were carried out on sections
containing the RP3V region of the estogen-treated mice and the Arc region of the oil-treated

animals.

By using confocal laser microscopy, we detected immunoreactive GnRH axonal
projections in both RP3V and Arc regions, where they established varicosities in apposition to
KP soma and/or dendrites. Quantification of the appositions revealed that nearly 20 percent in
the RP3V and 50 percent in the Arc of the KP neurons are contacted by GnRH
axonvaricosities. The nature of these connections were further studied at the electron
microscopic level. This revealed exclusively asymmetric synapses suggesting an excitatory

influence of GnRH neurons on KP cells in both regions.

These morphological results support our hypothesis that the GnRH neurones affect the
function of the KP cells in both regions. Demonstartion of reciprocal connections between
individual GnRH and KP neurons, as well as the effect of neurotransmitters/neuropeptides

released by the GnRH neurons on KP cells require further electrophysiological studies.

23



Irodalomjegyzék

1.

10.

11.

Christian CA, Moenter SM. The neurobiology of preovulatory and estradiol-induced
gonadotropin-releasing hormone surges. Endocrine Reviews. 2010; 31:544-577.
Clarkson J, Herbison AE. Postnatal development of kisspeptin neurons in mouse
hypothalamus; sexual dimorphism and projections to gonadotropin-releasing hormone
neurons. Endocrinology. 2006; 147(12): 5817-25.

Everett JW, Sawyer CH. A 24-hour periodicity in the "LH-release apparatus™ of
female rats, disclosed by barbiturate sedation. Endocrinology. 1950; 47: 198-218.
Franceschini I, Lomet D, Cateau M, Delsol G, Tillet Y, Caraty A. Kisspeptin
immunoreactive cells of the ovine preoptic area and arcuate nucleus co-express
estrogen receptor alpha. Neurosci Lett. 2006; 401(3): 225-30.

Froy O, The circadian clock and metabolism. Clinical Science. 2011; 20: 65-72.
Gillespie JMA, Chan BPK, Roy D, Cai F, Belsham DD. Expression of Circadian
Rhythm Genes in Gonadotropin-Releasing Hormone-Secreting GT1-7 Neurons.
Endocrinology. 2003; 144(12): 5285-5292.

Herbison AE, Moenter SM. Depolarising and hyperpolarising actions of GABAAa
receptor activation on Gonadotrophin-releasing hormone neurones: Towards an
emerging consensus. Journal of Neuroendocrinology. 2011; 23:557-5609.

Hrabovszky E, Shughrue PJ, Merchenthaler I, Hajszan T, Carpenter CD, Liposits Z,
Petersen SL. Detection of estrogen receptor-beta messenger ribonucleic acid and 125I1-
estrogen binding sites in luteinizing hormone-releasing hormone neurons of the rat
brain. Endocrinology. 2000; 141(9):3506-9.

Hrabovszky E, Steinhauser A, Barabas K, Shughrue PJ, Petersen SL, Merchenthaler I,
Liposits Z. Estrogen receptor-beta immunoreactivity in luteinizing hormone-releasing
hormone neurons of the rat brain. Endocrinology. 2001; 142(7):3261-4.

Hrabovszky E, Kallo I, Turi GF, May K, Wittmann G, Fekete C, Liposits Z.
Expression of vesicular glutamate transporter-2 in gonadotrope and thyrotrope cells of
the rat pituitary. Regulation by estrogen and thyroid hormone status. Endocrinology.
2006; 147(8):3818-25.

Kallo I, Butler JA, Barkovics-Kallo M, Goubillon ML, Coen CW. Oestrogen receptor
beta-immunoreactivity in gonadotropin releasing hormone-expressing neurones:

regulation by oestrogen. J Neuroendocrinol. 2001; 13(9): 741-8.

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hrabovszky%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shughrue%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Merchenthaler%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hajsz%C3%A1n%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carpenter%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liposits%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petersen%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10965924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hrabovszky%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steinhauser%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barab%C3%A1s%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shughrue%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petersen%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Merchenthaler%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liposits%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11416051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16675529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16675529

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

Kallo I, Vida B, Deli L, Molnar CS, Hrabovszky E, Caraty A, Ciofi P, Coen CW,
Liposits Z. Co-localisation of kisspeptin with galanin or neurokinin B in afferents to
mouse GnRH neurones. J Neuroendocrinol. 2012; 24(3): 464-76.

King JC, Anthony EL. LHRH neurons and their projections in humans and other
mammals: species comparisons. Peptides. 1984; 5 Suppl 1195-207.

Kinoshita M, Tsukamura H, Adachi S, Matsui H, Uenoyama Y, lwata K, Yamada S,
Inoue K, Ohtaki T, Matsumoto H, Maeda K. Involvement of central metastin in the
regulation of preovulatory luteinizing hormone surge and estrous cyclicity in female
rats. Endocrinology. 2005; 146(10): 4431-6.

Kotani M, Detheux M, Vandenbogaerde A, Communi D, Vanderwinden J, Le Poul E,
Brezillon E, Tyldesley S, Suarez-Huerta N, Vandeput F, Blanpain C, Schiffmann SN,
Vassart K, Parmentier M. The metastasis suppressor gene KiSS-1 encodes Kisspeptins,
the natural ligands of the orphan G Protein-coupled receptor GPR54. The Journal of
Biological Chemistry. 2001; 276(37): 34631-6.

Legan SJ, Karsch FJ. A daily signal for the LH surge in the rat. Endocrinology. 1975;
96: 57-62.

Li XF, Kinsey-Jones JS, Cheng Y, Knox AM, Lin Y, Petrou NA, Roseweir A,
Lightman SL, Milligan SR, Millar RP, O'Byrne KT. Kisspeptin signalling in the
hypothalamic arcuate nucleus regulates GnRH pulse generator frequency in the rat.
PLoS One. 2009; 4(12): e8334.

Magyar K, Vizi ESz. A neurokémia alapjai. Medicina kdnyvkiad6, Budapest, 1987.
Mayer C, Acosta-Martinez M, Dubois SL,Wolfe A, Radovick S, Boehm U, Levine JE.
Timing and completion of puberty in female mice depend on estrogen receptor alpha-
signaling in kisspeptin neurons. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010; 107(52):22693-8.
Merchenthaler I, Gorcs T, Setalo G, Petrusz P, Flerko B. Gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) neurons and pathways in the rat brain. Cell Tissue Res. 1984;
237(1): 15-29.

Meyer-Bernstein EL, Jetton AE, Matsumoto SI, Markuns JF, Lehman MN, Bittman
EL. Effects of suprachiasmatic transplants on circadian rhythms of neuroendocrine
function in golden hamsters. Endocrinology. 1999; 140: 207-218.

Mikkelsen JD, Simonneaux V. The neuroanatomy of the kisspeptin system in the
mammalian brain. Peptides. 2009; 30(1): 26-33.

Mitchell V, Loyens A, Spergel DJ, Flactif M, Poulain P, Tramu G, Beauvillain JC. A

confocal microscopic study of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neuron inputs

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mayer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Acosta-Martinez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubois%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wolfe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radovick%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boehm%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Levine%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149719

24,

25.

26.

27.

28.

29.

to dopaminergic neurons containing estrogen receptor alpha in the arcuate nucleus of
GnRH-green fluorescent protein transgenic mice. Neuroendocrinology. 2003; 77(3):
198-207.

Pielecka-Fortuna J, Chu Z, Moenter SM. Kisspeptin acts directly and indirectly to
increase gonadotropin-releasing hormone neuron activity and its effects are modulated
by estradiol. Endocrinology. 2008; 149(4): 1979-86.

Ratnasabapathy R, Dhillo WS. The effects of kisspeptin in human reproductive
function - therapeutic implications. Curr Drug Targets. 2012.

Roa J, Navarro VM, Tena-Sempere M. Kisspeptins in reproductive biology:
Consensus knowledge and recent developments. Biology of reproduction. 2011,
85(4):650-60.

Roy D, Angelini NL, Belsham DD. Estrogen directly respresses gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) gene expression in estrogen receptor-alpha (ERalpha)- and
ERbeta-expressing GT1-7 GnRH neurons. Endocrinology. 1999; 140(11):5045-53.
Schibler U, Ripperger J, Brown SA. Peripheral circadian oscillators in mammals: time
and food. J. Biol. Rhythms 2003; 18: 250-260.

Seong JY, Kang SS, Kam K, Han YG, Kwon HB, Ryu K, Kim K. Differential
regulation of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) receptor expression in the
posterior mediobasal hypothalamus by steroid hormones: implication of GnRH
neuronal activity. Brain Res Mol Brain Res. 1998; 53(1-2): 226-35.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ratnasabapathy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23256725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhillo%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23256725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10537130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10537130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10537130

Koszonetnyilvanitas

Ezton szeretnénk megkoszonni Dr. Kalldo Imrének, hogy TDK dolgozatunkat az
MTA  Kisérleti  Orvostudomanyi  Kutatointézetének  Endokrin ~ Neurobiologia
Kutatocsoportjaban irhattuk. Koszonjiik a dolgozat megirdsa soran nyujtott segitségét,
javaslatait. Halaval tartozunk tovabba Dr. Vida Barbaranak a konfokalis 1ézer mikroszkopos,
Bardoczi Zsuzsanndnak az elektronmikroszkopos vizsgélatainkndl nyujtott segitségéért.
Koszonetet érdemel Laszld Barna, aki a mutéti beavatkozasok modszertanaba vezetett be

minket.

27



Nyilatkozat
Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt eredményekhez

Szilvasy-Szabé Anett

Alulirott  Szilvasy-Szabé  Anett nyilatkozom, hogy a dolgozatban bemutatott

munkafolyamatok koziil a kdvetkezoket végeztem el:

1. Kisérleti allataimon mélyaltatdsban Osztrogénkezelést hajtottam végre, amelyhez
elsoként ovariektomiat végeztem, majd altalam gyartott 6sztrogénkapszulakat iiltettem
be szubkutén.

2. Kolchicinkezelést végeztem, majd a perfundalt allatok agyat cukorkezelést kdvetéen
fagyasztd mikrotdbmmal metszettem.

3. Kettés immunfluoreszcens jelolést alkalmaztam a kisspeptint tartalmazé agyi
régiokon, amelyek ezutan konfokalis mikroszkopos vizsgalatra kertiltek.

4. A GnRH-kisspeptin morfologiai kapcsolatokra vonatkozd kvantifikalt adatokat
kiértékeltem, egyenld szorasnégyzeteknél kétmintas t-probat végeztem, amely alapjan

megallapitottam, hogy eredményeink szignifikansak-e.

Szilvasy-Szabd Anett
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Rabi Fruzsina

Alulirott Rabi Fruzsina nyilatkozom, hogy a dolgozatban bemutatott munkafolyamatok koziil

a kovetkezoket végeztem el:

1. Kisérleti allataimbol kontroll csoportot hoztam Iétre, amelyhez elsoként
mélyaltatdsban ovariektomiat végeztem, majd altalam gyartott olajkapszuldkat
iiltettem be szubkutan.

2. A kolchicinkezelt allatokat perfundaltam, agyukat utéfixalast kovetéen vibratdbmmal
metszettem, a  metszeteket  elOkészitettem ¢és  megfestettem  késdbbi
elektronmikroszkdpos vizsgalat céljabol.

3. Konfokalis lézer mikroszkdppal vizsgaltam a metszeteket és detektaltam, hogy a
GnRH neuronok vetiilnek a kisspeptint tartalmazdé arcuatus mag ¢&s rosztralis
periventrikularis area teriiletére.

4. A szkennelt régiokban ImageJ program segitségével megszamoltam a kisspeptin

sejtekkel szinapszist képez6é GnRH rostokat.

Rabi Fruzsina

Budapest, 2013. januar 9.

29



