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Roviditesek jegyzeke

AVPV | anteroventralis periventrikularis mag (hipotalamusz)
DHT | dihidrotesztoszteron

E2 Osztradiol

ERa alfa tipust 6sztrogén receptor
FSH follikulusstimulal6 hormon

GnRH | gonadotropin felszabadité hormon
KISS1 | a kisspeptint kédold gén

KP Kisspeptin

LH luteinizal6 hormon

LS lateralis septum

PBS foszfatpuffer oldat

SD SZOras

SE sztenderd hiba

T tesztoszteron




. Bevezetés, irodalmi attekintés

A reprodukcié neuroendokrin szabalyozasanak vizsgalata mar az 1970-es években
megkezdédott a gonadotropin felszabaditdé hormon (gonadotropin-releasing hormone,
GnRH) felfedezésével. E hormon kezdeti elnevezése luteinizalé hormont (LH) felszabadito
hormon (luteinizing hormone-releasing hormone) volt, mely név csupan a molekula
hipofizisre gyakorolt egyik hatdsdra utalt. Késébb terjedt el a GnRH elnevezés, mikor
kidertilt, hogy ugyanez a hormon felelds a hipofizis follikulus stimuldlé hormon (FSH)
elvalasztasanak fokozasaért is. A kovetkezd évtizedek kutatasai a neuroendokrin tudomany
robbanasszeri fejlédését hoztak. Szamos részlet deriilt ki a GnRH termel6 idegsejtek
miikodésérdl, és a GnRH gonadotropin termeld sejtekre gyakorolt hatasainak

mechanizmusarol.

A pulzatilis GnRH stimulécié hatasara az adenohipofizisben LH ¢és FSH termelddik [1.],
melyek a véraram segitségével az ivarszervek felé szallitdbdnak. Mig him egyedekben az LH
a Leydig-sejtek miikodésének serkentésével a herék tesztoszteron (T) termelését segiti, az
FSH a Sertoli-sejtek spermatogenetikus mitkodésének szabalyozasaban jatszik szerepet [2.].
Nostényekben az FSH a tiiszOk fejlodését €s érését okozza, mig az LH az ugynevezett ,,LH
csucs” soran az €rett tliszOk repedésében, az ovulacioban jatszik szerepet, melyet a sargatest
kialakulasa kovet. Az ivarszervek, mint belsO elvalasztasi mirigyek, szexualszteroidokat
termelnek, melyek mind him, mind ndstény allatokban visszacsatolnak a a GnRH termelés
szabalyozasara [2.]. Mivel jelen dolgozat targyat foképpen a ndstényekben fontos dsztradiol
(E2) altali visszacsatolas képzi, igy a tovabbiakban ennek bemutatasara szoritkozom. A
hipotalamikus GnRH neuronok szabalyozasa az alfa tipust E2 receptoron (ERa) keresztiil
megy végbe [3.], azonban ezen elébbi idegsejtek nem rendelkeznek ezzel a receptortipussal.
Ez alapjan mar a XX. szdzad vége felé sejteni lehetett, hogy az Gsztrogén visszacsatolds
GnRH idegsejtek fel¢ interneuronok kozvetitésével torténik. A kisspeptin  (KP)
neuropeptidet termeld idegsejtek azonban csak a 2000-es években keriiltek a tudomanyos
érdeklddés eldterébe, mint a folyamatban kulcsfontossagi neuronok. A hipotalamuszban
talalhatd KP-termel6 sejtek rendelkeznek ERa-val. Ez Gton az Osztrogén szignalok mas
agyteriiletr6l érkezd egyéb jelekkel (mint példaul a hipotalamusz szuprakiazmatikus
magjabol érkezd cirkadidn szigndlok [4.]) vald integraldsaval szabalyozzdk a GnRH-

termelést, és azon keresztiil a reprodukcidt (1. abra [5.]).



L.dabra: A hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely miikédése. Az dabran zélddel
jelzett KP sejtek dllnak a tengely csucsdn, szabdlyozva a feketével jelzett
hipotalamikus GnRH sejtek miikédését. Utobbiak miikodése az adenohipofizisben
(kék rész) LH és FSH termelddést idéz eld. Ezek a gonadotropinok az ivarszervek
(mdsnéven  gonadok) miitkodését  befolydsoljak, melyek  ekdzben
szexualszteroidokat (példaul T és E2) termelnek. Ezek a hormonok hatassal
vannak a KP neuronokra, bezarva ezzel a visszacsatolasi kort.

A KP-GnRH rendszer abnormalis milkddése olyan velesziiletett, vagy szerzett
betegségekhez vezethet, mint a hipogonadotrdp hipogonadizmus vagy a policisztds ovarium

szindroma.

Kisspeptint termeld idegsejtek azonban nem csupan a hipotalamuszban, hanem
egyeéb, tigynevezett extrahipotalamikus régiokban is talalhatok. KP expressziot harom {6
extrahipotalamikus agyteriileten mutattak ki. Ezek a medialis amigdala, a stria terminalis
beagyazott magja, és a septum lateralis almagja (LS). Ezen agyrégiok, bar kiilonbozo
funkciokat toltenek be, a KP expresszid hasonld novekedésével reagalnak a megnovekedett
szérum E2 szintre, mely folyamatban az ERa jatszik szerepet [6.]. Him patkanyokban
megemelkedett LH és FSH szérumszinteket mutattak ki T vagy dihidrotesztoszteron (DHT)
kristalyok LS-be valé beiiltetését kovetden [7.8.]. Igy funkcionalis kapcsolat
valosziniisithetd az LS €s a szaporodast szabalyozo hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely

kozott. [9.]



Il.  Célkitizések

A perinatalis/neonatalis, illetve fiatal korban az agy jelentds fejlédésen megy keresztiil.
Uj szinaptikus kapcsolatok kialakulasa mellett, jelentds génexpresszids valtozasok is
zajlanak. Korabbi kutatasok alapjan mar tudjuk, hogy az E2 serkenti a KP termelést a LS KP
neuronjaiban [6.]. Nem ismert jelenleg, hogy mely életkorban kezdddik el az LS KP
expresszioja? Az expresszid megjelenése lehet-e kovetkezménye az emelkedd E2
szinteknek? Tovabba, a KP termeld neuronok szama kiilonbozik-e a két nemben? Ezen

ismeretek hidnyaban, kutatasunk soran az alabbi harom kérdést tettiik fel:

1. A KP expresszi6 valtozdsanak vizsgalata az egyedfejlodés sordn, a molekulat
termeld neuronok szdma szerint

A fejlodd agy az egyedfejlodés soran jelentds anatomiai €s kémiai valtozdsokon esik at,
igy a KP és GnRH rendszerek is atalakulnak. [10., 11.] Egy 2010-es kutatas végigkovette a
hipotalamikus anteroventralis periventrikularis (AVPV) mag KP sejtpopulacié KISS1-r6l (a
KP-t kdédolo gén) torténd mRNS termelését 3 napos kortol nyolc hetes korig. [11.] A szerzok
szerint, Ujszilott allatban nem volt KP mRNS termelés, majd 3 napos kortol fokozatosan
egyre tobb sejt mutatott expressziot. Munkahipotézisiink szerint az extrahipotalamikus
régiokban is posztnatalisan kezdddik a KP expresszidja. Elképzelésiink az volt, hogy a KP
termelése idében Osszefiigg az E2 szint pubertast megel6z6 emelkedésével, mint ahogy az
az AVPV KP neuron populacio esetében mar ismert. Kiilonb6zo ¢€letkort allatokbol torténd

mintavétellel vizsgaltuk meg a KP idegsejtek szamat, és annak idébeli valtozasait.

2. A KP expresszid fiatalkori beindulasanak indukcidja

Eldkisérleteink alkalmaval ujsziilott egerekben még nem tudtuk KP neuronok jelenlétét
kimutatni az LS teriiletén, mig feln6tt allatokban mar tisztan azonosithato volt a sejtcsoport,
mely expresszalja ezt a neuropeptidet. Az E2 felndtt egerekben jelentds mértékben képes
novelni a KP termelés szintjét az LS-ben [6.], ravilagitva arra, hogy ez a molekula
kulcsfontossagl szerepet jatszhat a KP termelés szabalyozasaban. Elképzelésiink szerint, a
KP termelés elinditdsaban is oki szerepet jatszhat a petefészkek életkorral fokozodo E2
termelése. Kisérletiinkben felvetettiik, hogy exogén E2 kezeléssel beindithato-e olyan
¢letkorban mar a KP termelés az LS teriiletén, amikor az kontroll allatokban még nem

mutathat6 ki?



3. lvari dimorfizmus jelenléte a sejtpopulacioban

A hipotalamikus KP sejtpopulaciok erds ivari dimorfizmust mutatnak, legjellemzébben
az AVPV magban, ahol ndstényekben egy nagysagrenddel tobb KP sejt figyelheté meg, mint
himekben. [12.] Fejlodéstani vizsgalatsorozatban ezért felvetettiik azt is, hogy vajon
himekben és ndstényekben hasonld életkorban kezdddik-e meg, és ugyanolyan ilitemben
novekszik-e a LS KP expresszidja, és végiil, hasonlo felndttkori sejtszamot latunk-e

himekben, mint ndstényekben?



[1l.  Anyag ¢s modszer

1. Kisérleti allatok
A kisérletekhez a kp/cre-gfp//Gt(ROSA)26Sor_CAG/LSL_ZsGreenl (TmTm) (KP-
Cre/ZsGreen) torzsbol szarmazo transzgenikus egerek szoveteit hasznaltuk. (2. abra) A torzs

KP sejtjeiben szelektiven expresszalodik a ZsGreen nevii zold fluoreszcens fehérje [13.].

2. dbra: ZsGreen jel egér LS-ben. A vilagito sejtek kirajzoljdk az LS teriiletét az
agykamrak kozotti teriileten. A képen kozépen elhelyezkedod, vilagosabb struktura a
medidlis septum (MS), melyet koriilolel a laterdlis mag. A transzgénikus dllatokban
egyértelmiien elkiilonithetoek a KP sejtek.

Az allatok Kiss-Cre him egerek [14.] az Ai6(RCL-ZsGreen) indikator vonalbdl szarmazd
ndstényekkel (The Jackson Laboratory, JAX No. 007906) valé keresztezésébdl
szarmaznak. Az dllatok a kisérletek elvégzése elott a farokveégbdl vett minta felhasznalasaval
genotipizalasnak lettek alavetve, biztositva a megfeleld, heterozigota genotipust. Az egerek

tartasa és a kisérletek a relevans jogszabalyoknak megfelelden torténtek. [15.]

2. A KP neuronok szamanak meghatarozasa kiilonb6z6 egyedfejlodési
szakaszokban

A kérdés vizsgalatdhoz sziikséges volt korkategoridk felallitasa, melyeket az ismert egér

egyedfejlddési stddiumok alapjan tettiink meg. A korkategoriak (napban): 20-24, 26-30, 33-

36, 40-45, 53-60, 90-100, 140-160, 180-200. A két ivar képvisel6i kozott kialakitott,



Osszesen 16 csoportbdl 13 esetében 3-3, mig egy csoportnal 1, egy csoportnal 2, egy
csoportnal pedig 5 mintat gytjtottiink ezidaig. Az agyakat begytijtés utan 4%-0s formaldehid
oldatban, 2 napig, 4°C-os hémérsékleten taroltuk a szovet fixalasahoz. A 2. nap utan tovabbi
1 napig 20%-os szaharoz oldatban (foszfatpufferben (PBS: 0,2g MgCly; 1,5 g NaH2POu;
15,1g Na2HPOs; 0,5 g NaCl / 1000ml H20) oldva) inkubaltuk 4°C-on, a fagyasztas roncsold
hatasainak elkeriilése érdekében. A mintékat ezutdn szarazjégen lefagyasztottuk. Fagyaszto
mikrotomon 40 pum vastag, koronalis metszeteket készitettiink az LS teljes kiterjedésében.
A metszeteket ezutdn PBS-bdl targylemezre huzva, nedvesen értékeltiik ki fluoreszcens

mikroszkop alatt (gerjesztési hullamhossz: 496 nm).

3. A KP expresszié exogén indukcioja

Az endogén E2-termelés zavard hatasainak kikiiszobolése érdekében az allatokat PBS-
ben oldott ketamin (25mg/kg), xilazin (5 mg/kg), és prometazin (2,5 mg/kg) keverékének
intraperitonealis injekcidjaval elaltattuk, majd ovarektomizaltuk. A beavatkozas soran
potencialisan fellépd fert6zések megel6zése érdekében a peritonealis tiregbe Augmentin-t
(GlaxoSmithKline plc, Brentford, Egyesiilt Kiralysag; 30 ug/10 testtomeg g, fiziologias
sdoldatban feloldva) fecskendeztiink. A seb fertétlenitésére Baneocin-t (Sandoz Gmbh,
Kundl, Ausztria) hasznaltunk a sebfeliileten, majd a miitét befejeztével lezartuk a sebet. Az
allatokat a miitét utan 8 napig gyogyulni hagytuk, majd a kilencedik napon tjabb altatas utan
17-B-6sztradiolt (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) tartalmazott napraforgoolajban oldva.
A kapszula dimenzidi a kovetkezOk voltak: hossz: 10 mm; belsé atmérd: 1,57 mm, kiilsé

atméro: 3,18mm.

Az egereket a kapszula beiiltetése utani 4. napon terminaltuk. Az eredmények megfeleld
értékeléséhez meg kellett gy6zddniink az E2-kezelés hatékonysagéarol. Tudjuk, hogy a méh
endometriuma az ivari ciklus soran az endogén E2 termelés hatdsara vastagsagat és
vaszkularizaciojat valtoztatja, a megemelkedett szérum E2 szint igy az endometrium
megvastagodasat és vaszkularizacidjat okozza, felkészitve azt a Dblasztociszta
bedgyazddasara. Ezen okbdl az uterus tomegének ndvekedése jo indikatora a hormonkezelés
hatékonysaganak, foként, ha figyelembe vessziik, hogy ebben a korban az allatok nemi
ciklusa még nem miikodik. Igy minimalis endogén E2-termeléssel rendelkeznek, és a méh
tomege csak az egyedfejlddés soran mutatott progressziv ndvekedést mutatja. A
hormonkezelt allatok méhét eltavolitottuk, majd analitikai mérlegen lemértiik. Az E2-kezelt

allatok méhének sulyat olyan 22 napos egerekével hasonlitottuk Ossze, melyek nem
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részesiiltek kezelésben. A hormonkezelés hatdsanak értékelését ilyen moédon kordbban
laboratériumunk mar elvégezte, mely folyamat soran azt hatasosnak itélték. Ezen kisérletek
soran az eredmények tovabbi validalasara a CalBiotech Kit ES180S-100 szamu ELISA
csomagot is hasznaltak szérum E2-szintek mérésére, mely egy korabbi kutatasban a
legpontosabb értékeket mutatta 9 Osszehasonlitott csomag koziil [16.] Az eredmények
szerint a kezelés sikeresen megemeli az allatok hormonszintjét, melynek mértéke a
fiziologias hatarokon beliill marad, ¢és a ciklizdld6 ndstény egerek erds negativ
visszacsatolassal jar6, magas E2 szérumkoncentracioval jellemezhet6 allapotat imitalja.
[13.] Az allatok agyat az el6zdekben leirt modszerrel gytjtottiik be és értékeltiik ki. A kezelt
allatokban megfigyelt sejtszamokat az egyedfejléddésre vonatkozo kisérleteinkben gyiijtott,

20-24 napos ndstény egerek adataival hasonlitottuk dssze.

4. lvari dimorfizmus vizsgalata a KP sejtpopulacioban
A vizsgélatokra az egyedfejlddésre vonatkozd kisérlet soran gytijtott adatokat hasznaltuk
fel. Az adatok feldolgozasat abrak alapjan végeztiik, mivel az alacsony mintaclemszam és a

jobbra ferde eloszlas nem tette lehetdvé statisztikai teszt alkalmazasat.
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V. Eredmények

1. A KP neuronok szamanak valtozasa az egyedfejlddés soran

A kisérlet soran Osszesen 47 allattol gydjtottink adatot, melyek 8 korkategoriabol
szarmaztak (3. abra). Az alabbi korkategoridkban tértiink el a korcsoportonkénti és
ivaronkénti 3-as mintaeclemszamtél: a himeknél a 20-24 napos korkategéridban 2 allat adatai
szerepelnek. A ndstények esetében a 90-100 napos korkategoriaban 5 allat adatait gyijtottiik
Ossze, mivel az elsé harom allatbol ketté kiugrd értékeket mutatott, és a mintaclemszam
novelésével a valds adatokhoz kozelebbi értékeket kaptunk. Az 4llatok felndvéséhez

sziikséges hosszl id6 miatt 180-200 napos nésténybdl ezidaig egy adat all rendelkezésiinkre.

Az els6 két korkategoriaban (20-24 és 26-30 nap) kissszamt KISS1 termel6 neuront

150-

100-
50_ i i
| - N

20-24 26-30 33:36 40-45 53.60 90-100  140-160  180-200
Korkategoria

Atlagos sejtszam standard hibaval

3. dbra: Atlagos KP termeld sejtek szama korcsoportonként, + SE. Az ,x” tengelyen a kisérlet sordn
felhasznalt nyolc korkategoriat latjuk rendre napban megadva, mig az ,y” tengely az allatokban
megfigyelt sejtszamokat dbrazolja. Az oszlopok magassdaga a korcsoportonkeénti datlagos sejtszamot,
mig a fiiggdleges vonalak hossza a sztenderd hibdt dbrdazolja.
figyeltiink meg az LS-ben, mely sejteket a ZsGreen fluoreszcens fehérje jelenléte alapjan
azonositottunk. Az észlelt sejtek szamaban egészen 33-36 napos korig nem mutattunk ki
novekedést. A sztenderd hiba (SE) is hasonldé mértékii ezekben a kategdriakban; ez annak
koszonhetd, hogy a 20-24 napos egyedek kozott a legtobb KP sejttel rendelkezé mintaban

2, mig a 26-30 napos korkategéridban 3 KP neuront figyeltiink meg. A 33-36 napos
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korkategoriaban lathatd az expresszio elsé jelentdsebb, tobb sejtet érintd terjedése. A kor
elérehaladtaval a KISS1 gén kifejezodése egyre tobb sejtben volt észlelhetd, a KP neuronok
szamanak novekedése az egerek életének vizsgalt szakaszaban végig jelen volt. Eredeti
munkahipotézisiinkkel ellentétben még a Kifejlett egyedek két csoportja kozott is lattunk
eltérést. Tovabbi észrevételiink volt, hogy az SE az 0sszes korkategdriaban az atlagos
értékekhez viszonyitva magas értékeket ér el, és az SE/atlag arany az egerek koraval

forditottan aranyosan valtozik.

2. A KP expresszio fiatalkori beindulasadnak indukcidja

Kutatocsoportunk korabbi munkaja alapjan tudjuk, hogy az E2 tartalmq, bor ala iiltetett
szilikon kapszula fiziologias magas szérum E2-szintet hoz 1étre. Egy friss, a ,,Proceedings
of the National Academy of Sciences” cimii folyoiratban publikalt cikkben kollégaim leirtak,
hogy a moddszereknél megadott paraméterezésii kezelés 136,5 mg-os méh sulyokat
eredményezett, mig a kontrollcsoport ebben a kisérletben 18 mg-os atlagos értékeket
mutatott. [13.] A jelen kisérletben a hormonkezelés hatékonysaganak értékelésére hasznalt,
kipreparalt méhek (n=5) a kezelt allatok csoportjaban jelentds novekedésen mentek

keresztiil, 73,68 mg-0s atlagos tomeggel rendelkeztek. A legalacsonyabb mért tomeggel

150

100

Méeh suly (mg)

50

E2 kézelt Nem kezelt

Kezelési csoport

4, dabra: A kiprepardlt méhek sulya E2-kezelt és nem-kezelt dallatokban. Az abran az E2-kezelt és a
hormonnal nem kezelt csoportok méh sulyanak osszehasonlitasat abrazoltuk. Lathato, hogy a kezelt
csoportban erdsen megnott az Uterus tomege, az eredmények alapjan a szérum E2-szint megemelését

sikeresnek itéltiik.
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rendelkezd minta 50 mg-ot, mig a legnagyobb 98,5 mg-ot nyomott. Kontrollként egy korabbi
kisérlet soran felvett adatokat hasznaltunk. A hormonkezelést nem kapott allatokbol
kipreparalt méhek (n=3) atlagosan 12 mg-ot nyomtak, 10 mg-os minimum, és 16 mg-0S
maximum értékek mellett. A Welch-féle kétmintas t-proba szignifikans kiilonbséget
mutatott ki a csoportok kozott (p=0,0023), igy az E2-kezelést hatasosnak mondhatjuk, a

tovabbi eredményeket ennek fényében értékeltiik (4. abra).

A hormonkezelt allatokban fluoreszcensen jelolt KP sejtek szdma nagy variabilitast mutatott
(107,4+91,63 (SD)). A legkevesebb sejtben expressziot mutatd allatban 6 KP neuront
figyeltiink meg, mig ugyanezen kezelést kapott masik allat 206 neuronban fejezte ki a KISS1
MRNS-t. A kontrollcsoport egyedeib6l (n=3) csupan egy allat mutatott expressziot 2
neuronban. 24 napos egyedekben a hormonkezelés hatasara 90-160 napos allatokra jellemz6

KP sejtszamot sikertilt elérni.

3. lvari dimorfizmus jelenléte a sejtpopulacioban
A kovetkez6 kisérletben megvizsgaltuk a KP neuronok szamat a kor fliggvényében (5.

abra) mindkét ivar esetén. Megfigyelhetd tendencia, hogy a himekben a KP sejtek szama

O I
0o - ¢
£§381 o O
LI Q
%
w hd
o | ¢
[9] o
O -
100 150
Kor (nap)

5. dbra: Az egyes mintikban megfigyelt KP sejtszamok (,y” tengely), a laterdlis septumban a
mintdt szolgdltato dllat kordval (,x” tengely). Az ivarokat szimbolum és szin alapjan, egyértelmiien
elvalasztottuk. Lathato, hogy az egyedfejlodeés kezdetekor a korkategoriakat siiriibben dallapitottuk
meg, mint az idosebb dllatok esetében. Ennek oka, hogy feltételezéseink szerint a KP génkifejezodeés
valtozasai a pubertds beallta koriili idoszakban a leggyorsabbak, majd idével lelassulnak. Szintén
megfigyelheto, hogy a kor (és a sejtszam) novekedésével nd az adatok szordsa is.

mintdzatszerlien a 33-36 napos korcsoportban és késébb is alacsonyabbak voltak a ndstények
sejtszamainal.
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A him allatok egy (a 20-24 napos) korcsoport kivételével minden kategoériaban
atlagosan kevesebb KP-sejttel rendelkeznek, mint azonos koru ndstény tarsaik (6. abra). A
novekedés iiteme a két nem kozott hasonld. A linearis modell diagnosztikéja alapjan az nem
jellemzi adatainkat megfelelden, ezért itt elhagytuk hasznalatat. A sejtszam novekedésének
mértékében szembetlind kiilonbség, hogy mig a ndstényekben megfigyelt sejtszdmok a
pubertas bealltanak kezdete koriil ndvekedésnek indultak, addig a himeknél a 33-36 napos

korkategoridban a prepubertalis értékekhez képest nem torténik lathatd novekedés.

150-

100-
. Méstény
. Him
50-

20-24  26-30 3336 40-45  53-60  90-100  140-160 180-200
Korkategoria

Atlagos sejtszam standard hibaval

6. dbra: A KP neuronok szamdnak dtlaga korkategorianként, ivarok szerint felosztva, = SE. Az dbra
ivaronként felosztva mutatja az egyes korcsoportokban az LS-ben lokalizalodo KP expressziot mutato
neuronok szamat. Az oszlopok magassdgai az adott korcsoportban és ivarban megfigyelt sejtszamok
dtlagat, a fiiggdleges vonalak hosszai pedig a mérések standard hibdjat abrdzoljdk.
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V. Kovetkeztetések

1. A KP expresszio mértékének valtozasa az egyedfejléddés soran

Mindkét ivar pubertas el6tt allo egyedei kozott talaltunk fluoreszkald sejteket, amely
elsore kérdéseket vethet fel, hiszen ebben a korban nem vartunk KP expressziot az LS-ben.
Az altalunk hasznalt KP-Cre/ZsGreen egérmodellben a KISS1 mRNS-t termeld sejtek
orokitéanyagaban a KISS1 régidja mogott egy ZsGreen-t kodold gén all, mely a KISS1
prométer elsd aktivacidjakor véglegesen bekapcsol, €s ez a sejt €lete végeig termelni fogja
a fluoreszcens fehérjét [14.]. Igy elképzelhetd, hogy a késéi prenatalis vagy a perinatalis
korban jelentkez6 kisebb hormoningadozasok felel6sek az alacsony szamu sejtben talalt
jelért. Az egyedfejlodés tovabbi részében nem kovetkezett be hirtelen valtozas a sejtek
szamaban, mely kiilonbségnek szamit az AVPV magban megfigyelt mintdzathoz képest.
[10.] A hipotalamikus maghoz képest tovabbi eltérést jelentett, hogy a kifejlett allatokban
latszolag csekély, vagy semmi lassulds nem figyelheté meg a KP termelés ndvekedésében.
A 180-200 napos korkategoriaban latszolag lelassult a novekedés mértéke, ahhoz azonban,
hogy erre vonatkoz6 konkluzidkat tudjunk levonni, joval idésebb (250-300 napos) allatok
bevonasara is sziikség lenne. Fennall annak a lehetdsége, hogy egyes sejtek, melyek
korabban KP-t termeltek, mas sejteknek ,,adtak at” ezt a funkciot, igy ugyanolyan szintii KP
termelés mellett magasabb sejtszamokat detektalunk idésebb allatokban. Ennek a
lehet6ségnek a kizarasa immunhisztokémiai vagy in situ hibridizacidos technikakat
igényelne. Ezek hatranya, hogy a mindkét ivarban hullamzd szexualszteroid szintek
pillanatszerti valtozasai kovetkeztében fellépd valtozasokat is kimutatna, melyek mérési

eredményeink nagymértékill szordsat eredményezhetik.

2. A KP expresszio fiatalkori beindulasanak indukcidja

A KISS1 mRNS termelddése, mint kisérleteink soran kideriilt, pubertas koril kezd
jelent6s mértékben néni az LS-ben (néstényekben hamarabb, mint himekben). Feltételeztiik,
hogy ez a folyamat emelkedd szexualszteroid szintek hatasara kovetkezik be, azt azonban
nem tudtuk, hogy sziikséges-e valamilyen egyéb faktor a folyamathoz. [17.] Eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy nincsen sziikség harmadik faktorra, vagy amennyiben
igen, gy ez mar 20-24 napos korban is rendelkezésre all. Természetesen elképzelhetd, hogy
esetiinkben az E2-hatds nem kozvetleniil a KP sejteken talalhatdé ERa-hoz vald kotddés
soran, hanem indirekt modon fejti ki hatasat. Ennek vizsgalatahoz olyan transzgenikus
egerek hasznalata lenne sziikséges, melyekben a fenti receptortipust kodold gén hianyzik a

KP sejtek orokitbanyagabol. Ettol a kérdéstol fiiggetleniil azonban kijelenthetjiik, hogy nem
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szikkséges harmadik faktor az egyedfejlédés soran a KP expresszio beinditasahoz.
Elképzelhetd, hogy az E2 jelpalyatdl fiiggetlen, mas modokon is be lehetne azt inditani
(példaul a béta tipusii gamma-amino-vajsav receptor gatlasaval), ennek azonban fejlddéstani
jelentdsége valdsziniileg elhanyagolhat6 [6.]. A jovOben érdemes lehet megvizsgalni, hogy
kasztralt himekben T vagy DHT kezelés hatasara megfigyelhet6-e kiilonbség a KP
expresszioban, és ezzel tisztazni, hogy érvényesiil-e az aktivald hatas ebben az ivarban, és
ha igen, akkor T vagy 6sztrogén receptoron keresztiil. Jelenlegi ismereteink alapjan nagy az
esély az el6bbi mechanizmusra, amennyiben feltételezziik, hogy a mar emlitett LS-beli T és
DHT stimulacio6 hatasara fellépd LH ¢és FSH termelddés KP szekrécio segitségével jon 1étre

[7., 8]

3. lvari dimorfizmus jelenléte a sejtpopulacioban

Az egyedfejlddés elsd, prepubertalis szakaszdban nem latunk kiilonbséget a két ivar
kozott. Az agy nemi differencidlodasa ebben a korban még nem fejezddott be, a végsod
kulcsstruktarak még nem végs6é formajukban vannak jelen. [17.] Az els6 kiilonbséget a 33-
36 napos korkategodridban figyeltiilk meg, ahol a himek stagnalé sejtszamaival ellentétben a
néstények mar megnovekedett KP neuronszammal rendelkeztek. A him egerek 10-15 nappal
kés6bb lesznek teljesen szexualisan érettek, mint néstény tarsaik [10.], mely magyarazata
lehet az ebben a kisérletben megfigyelt eltérésnek. Az egyedfejlédés tovabbi szakaszaiban a
himek a ndstényekhez hasonldo mértékii, ugyanakkor enyhén lassabb névekedést mutatnak.
Lehetséges, hogy az expresszid késobbi megemelkedése, és a hasonldo novekedési rata
kovetkezményeképpen mutattak a himek minden korkategoriaban alacsonyabb sejtszamot
az azonos koru ndstényekhez képest. A hipotalamikus KP termeld magok koziil az AVPV-
ben figyeltek meg a ndéstényekben tobbletexpressziot mutaté dimorfizmust [10.]. A
fontosabb extrahipotalamikus KP termel6 agyteriileteken, mint példaul a medialis amigdala
[18.], a himekben figyeltek meg tobb KISS1 mRNS-t expresszalé sejtet, igy ez alapjan is

lathato, hogy ezek a teriiletek kiilonboznek KP rendszeriikben is.
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VI. Osszefoglalas

A reproduktiv tengely miikodését a hipotalamikus gonadotropin-releasing hormon
(GnRH)-termel6 idegsejtek az adenohipofizis luteinizald hormon (LH) és follikulus
stimuldlé hormon (FSH) elvélasztdsanak szabalyozéasaval iranyitjdk. Az FSH ¢és LH
hormonok hatasara az ivarszervekbdl szexualszteroidok szabadulnak fel, melyek kritikus
szerepet jatszanak a GnRH termelés feedback szabalyozasaban is. A petefészkek 0sztrogén
(0sztradiol) hormonja a hipotalamusz kisspeptin (KP) expresszald interneuronjainak
kozvetitésével kulcs szerepet tolt be a hipotalamusz GnRH elvalasztasanak szabalyozasaban.
A KP-GnRH regulacio hibas mitkdése a pubertas és az ivari funkciok velesziiletett vagy
szerzett zavardt idézheti eld. KP idegsejtek kisebb szdmban el6fordulnak a medialis
amygdala és a lateralis septum (LS) teriiletén is. Az extrahipotalamikus KP sejtpopulaciok
szerepe ¢€s milkodése jelenleg kevéssé ismert. TDK munkdm célja a LS teriiletén
megtalalhatdo KP sejtpopulacié fejlédéstananak, ivari dimorfizmusanak és osztrogén altali
szabalyozasanak vizsgalata volt génmddositott egérmodellben. Munkam soran 26-27 napos
korban figyeltem meg eldszor KP idegsejtek megjelenését nagyobb szdmban az LS teriiletén.
A fluoreszcens markerrel (ZsGreen) jelolt sejtek szama fokozatosan ndvekedett, mignem
elérte a felndttkorra jellemzd 120-150-es szamot. Felndtt egerekben a himek alacsonyabb
sejtszamokat mutattak a legtobb korkategéridban. Nostény egerek 20 napos korban
megkezdett, 4 napon at tartd 6sztrogén hormon kezelésével indukalni tudtam a KP neuronok
korai megjelenését nagy szdmban. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a LS idegsejtjeinek KP
termelését az Osztrogén hormonok emelkedd vérszintje valtja ki. Az 0sztrogén hormonok
KP idegsejtekre gyakorolt génexpresszids hatasainak tovabbi tanulmanyozasara ezért Uj

generacids RNA-Seq vizsgalatok bevezetésével tervezziik.
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