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1. Roviditésjegyzék
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2. Bevezetés

2.1. A hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely miikodése egerekben és emberben

A hipotalamo-hipofizeo-gonadalis (HHG) tengely kozponti, vezérlé egységét
a gonadotropin-releasing hormont termelé (GnRH) neuronok képezik. A GnRH
perikarionok féleg a medialis szeptum, a medidlis preoptikus area, az organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT), a diagonal band of Broca teriiletén és az
anterior hipotalamikus area teriiletén helyezkednek el (8) (9). A terminalisok zéme a
harmadik agykamra aljat képez6 eminentia medianaban végzodik, melyekbdl a GnRH
a ciklus egészére jellemz0 frekvenciaval - 1 pulzus/50 perc értékkel - pulzatilis moédon
urtil a portalis kapillarisok perikapillaris térségébe (7). A peptid innen a véraramba
keriil, eljut a hipofizis eliilsé lebenyébe, ahol fokozza a gonadotropinok, a luteinizald
hormon (LH) és follikulus stimulalé hormon (FSH) szintézisét és felszabadulasat. Az
LH és az FSH a szisztémas keringéssel jut el az ivarmirigyekhez, ahol a
gametogenezis szabalyozasa mellett, szteroid- és peptid hormonok termelését is
serkentik. E gonad hormonok periférias hatasaik mellett visszahatnak a hipotalamusz
és a hipofizis miikodésére (1. abra). A szteroid hormonok koziil az Osztrogén
visszacsatolasanak a hipotalamusz és a hipofizis szintjén is meg kell torténnie, ezt
bizonyitja, hogy mind a hipofizis gonadotrof- mind a neuron-specifikus ERaKO
allatok infertilisek (10, 11). Nostényekben az Osztrusz ciklus sordn a vér Osztrogén
szintje ingadozik: Osztrusz idején alacsony, a metdsztrusz és a didsztrusz fazisaban
emelkedd tendenciat mutat. Az alacsony szintli Gsztrogén negativ visszacsatolassal
gatolja a GnRH ¢és az LH termel6dését. Prodsztrusz szakaszban, vagyis a pozitiv
visszacsatolas idején a vér Osztrogén szintje eléri maximumat, amihez centralisan a
szuprakiazmatikus magbol (SCN) szarmaz6 cirkadian informacio tarsul. Fokozodik a
GnRH neuronokra érkez6 glutamat és GABA neurotranszmisszio (12, 13) és a GnRH
neuronok tiizelési frekvenciaja koriilbeliil hatszorosara nd, melynek hatasara a GnRH
surge-nek nevezett jelenség, a GnRH {irités jelentés mértékii fokozodasa figyelhetd
meg (14, 15). A GnRH felszabadulas fokozodasat magyarazza a GnRH szekrécios
pulzusok amplitaddjanak tobb, mint kétszeresére torténd megndvekedése (7) (2. abra),
mivel a paktkanyokon végzett vizsgalatok szerint a hormoniirités frekvencidja
szignifikansan nem valtozik a surge alatt (7). A GnRH surge-vel egy id6ben az
adenohipofizis gonadotrop sejtjeinek GnRH-ra mutatott érzékenysége megnd (16, 17).

A GnRH neuronok aktivacidjanak, majd a GnRH {iriilésének novekedését idoben



szorosan koveti az LH surge 1étrejotte, mely az éjszaka kezdetekor kovetkezik be. A
GnRH felszabadulashoz hasonloan az LH firiilés is pulzatilis és a fokozott LH
szekrécioért szintén a pulzus amplitudd novekedése a felelds (tobb mint tizszeresére
emelkedik), mivel a surge idején az LH pulzusok frekvencidja inkabb csokken (18)
(5) (3. abra). Az LH surge-t kovetéen 6-15 oéraval bekovetkezik az ovulacio (6) (19,
20).

NOSTENYEK HIMEK

hipotalamusz hipotalamusz

1. abra A hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely felépitése eml6sokben. A GnRH
hatasara felszabadulo LH és FSH serkenti a gonadok szteroid és peptid hormon termelését.
A gonadalis hormonok visszahatnak a tengely miikddésére, himekben a tesztoszteron

negativ, néstényekben az dsztrogén negativ és pozitiv visszacsatolast fejt ki.

Himekben a tengely szabalyozasa a ndstényekétdl jelentésen eltér. Bar a
GnRH ¢és az LH iriilése himekben is pulzatilis modon torténik (21), a surge release
nem figyelhetd meg, és egerekben, patkanyokban mesterséges koriilmények kozott
sem valthatd ki (22). Him 4&llatok orchidektomiaja, illetve néstény allatok
tesztoszteron kezelése az Un. kritikus periodusban bizonyitotta, hogy a
szabalyozasban mutatkozo eltérésért, a perinatalis idészakban bekovetkezo
tesztoszteron surge a felelés. Ez megvaltoztatja a szabalyozo6 kozponti neuronhaldzat

kapcsolatrendszerét és mikodését, pl. csokkenti a GnRH neuronokban a galanin



expressziot (23), noveli a GnRH neuronokon a GABAerg aramok frekvencidjat és
nagysagat (24). Kovetkezésképp felndtt ragesalokban a herék altal termelt
tesztoszteron ¢és a beldle aromatizacioval keletkezd Osztrogén az androgén ill.
Osztrogén receptorokon keresztiil allando gatlo hatast gyakorol a tengely miikodésére
¢és igy a gonad hormonok serkentd, pozitiv visszacsatoldsa ivarérett allatokban nem
jon létre. Mig ndstényekben a ciklus soran spontan is kialakul illetve gonadektomiat
kovetden prodsztrusz-szintnek megfeleld Osztrogén kezeléssel is kivalthaté az LH
surge, himekben a kasztracio utan, nagy d6zisi hormonkezeléssel sem vathato ki (25,
26).
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2. abra abra GnRH mennyisége patkany hipofizis perifuzdtumaban. N&stény
patkanyokban a ciklus prodsztrusz fazisaban a GnRH szekrécio amplitiddja megné a
reprodukcios ciklus tobbi szakaszahoz képest, mig a szekrécios pulzusok frekvencidja nem
valtozik szignifikansan. E: 0sztrusz, DI1: didsztrusz 1, D2: didsztrusz 2, Pro:

prodsztrusz.(7).
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3. dbra A GnRH ¢és az LH koncentraciok mintazata surge idején patkanyokban (6). A
GnRH surge idején megn6 a GnRH pulzusok ampituddja.




Az ember ¢és mas vizsgalt foemlésok reprodukcids rendszere sok tekintetben
hasonlit a ragcsalokéra, azonban jelent6s kiillonbségekre is fény deriilt az elmult évek
kutatasai soran. Az egyik legfontosabb eltérés, hogy mig ragcsalokban az ivari
ciklusok 4-5 naponta jelentkeznek, emberben a ciklusok holdhonaponta kovetik
egymast. Emberben a GnRH perikarionok nagy része a ragcsalok arcuatus magjanak
(ARC) megfelel6 infundibularis magban talalhatoak, bar GnRH sejtek a preoptikus
area, a bazalis hipotalamusz, az eminentia medidna, olfaktorikus areak, a szeptum és a
stria terminalis teriiletén is megfigyelhet6k (27). Nokben az LH surge ¢éjfél és reggel
nyolc ora kozt kovetkezik be (28), - tehat ragesalokhoz hasonléan szintén az aktiv
napszak kezdetekor - melyet 24-40 6raval kovet az ovulacio (29, 30). Az LH pulzusok
koriilbelill 6ranként kovetik egymast (31, 32), azonban az LH surge idején az LH
pulzusok frekvenciaja (15-20 percenkénti pulzusok) és amplituddja is megnd. Sokaig
elfogadott nézet volt, hogy foemldsokben az Osztrogén pozitiv és a negativ
visszacsatolasa is a hipofizisen keresztiil torténik (33). Nemrég azonban kimutattak,
hogy emberben és rhesus majomban, ragcsalokhoz hasonldéan az Osztrogén és a
tesztoszteron a hipotalamuszon keresztiil is szabalyozza a tengely mikodését (34-39).
Ragcsalokkal ellentétben, egyes majmokban és emberben a reprodukciot szabalyozo
rendszer, felnétt korban mindkét nemben alkalmas az LH surge kivaltasara, igy
gonadektomizalt him majmokban (40) (41) (42) és férfiakban 6sztrogén kezeléssel
el6idézhet6 (43).

2.2. Az osztrogén szerepe a GnRH neuronok miikédésének szabalyozasaban

2.2.1 Az bsztrogén altalanos hatasai

A GnRH szekréciora kifejtett negativ és pozitiv hatdsa mellett az dsztrogén a
GnRH neuronok miikddését, hasonloan mas kdzponti idegrendszeri sejtben eldidézett
valaszhoz, szamos sejtorganellumon és jelatviteli rendszeren keresztiil is
befolyasolhatja. Az Osztrogén sejtekre kifejtett hatdsanak mechanizmusa lehet
kozvetlen genomialis, kozvetett genomialis és nem genomialis (44). A kozvetlen
genomialis Gitvonal esetében a lipofil 6sztrogén diffizioval atjut a sejtmembranon és
nuklearis 0sztrogén receptorokhoz (ER) kotédik. Ezek a ligand-aktivalt transzkripcids
faktorok ezutan dimer formajaban a kromatinhoz kétédnek és modositjak bizonyos
gének transzkripciojat (45). Ezen nuklearis ER-ok két ismert altipusa az ERa és az

ERB (46, 47).



A ligand kotédhet plazma membranban 1évé ER-okhoz is (48), melyek a sejten beliili
jelatviteli utvonalak modositasan keresztiil szintén a génexpressziora hatnak (44, 49,
50). A plazma membranban 1évé ER-ok egy része azonos az ismert nuklearis ER-
okkal (51-54), mig mas résziik (GPR30 ¢és az ER-X) attol eltér6 szerkezetii (55, 56).
Az bsztrogén ezeken kiviil kotédhet NMDA, GABA,, 5-HT receptorokhoz (57-59),
fesziiltségfiiggd  ioncsatornakhoz, K'-csatorndkhoz —megvaltoztatva ezzel a
miikodésiiket, jelezve az dsztrogén nem genomikus hatasainak széles skalajat. A nem
genomialis hatasok révén az Osztrogén serkentheti illetve gatolhatja a neuronok
miikodését (60), ligand-fiiggd ioncsatornakat és G fehérjéhez kapcsolt jelatviteli
utvonalakat  aktivalhat  (61), neurotranszmitter  transzporterek — miikodését
szabalyozhatja (62), a sejtek plazmamembranjaba épiilve novelheti annak fluiditasat
ezzel fehérjék aktivitasat befolyasolva (63), valamint megvaltoztathatjak a sejtek
mitokondriumainak mikodését (64).

Szamos in vitro vizsgéalat kimutatta, hogy sejtkarosité koriilmények kozt az
Osztrogén széles koncentracio tartomanyban - 0.1nM-t6l egészen 50uM-ig -
neuroprotektiv tulajdonsaga (65-70). Magas, 1uM-nal nagyobb koncentracidban az
Osztrogén 6nalld, az ER-oktol fliggetlen antioxidans hatassal bir (71-73), alacsony
koncentracioban viszont sejtvédé hatasanak genomikus utvonalai ER-okhoz vald
kapcsolodasaval —aktivalodnak. Az ERP neuroprotektiv hatdsat mutattak ki
hippokampalis (74) és kortikalis neuronokban (19). Az osztrogén sejtvédd hatasa
mitokondriumokon keresztiil is érvényesiilhet. /n vitro kisérletekben bizonyitottak,
hogy az 0sztrogén nM-ostol a uM-os tartomanyig tartd6 koncentracioban mérsékli a
kiilonb6z6 sejtkarositok altal kivaltott membran potencial csokkenést, reaktiv oxigén

gydk termelést, intracellularis Ca®" koncetracio emelkedést (75-77).

2.2.2 Az 6sztrogén GnRH neuronokra kifejtett hatasai

Az 6sztrogén a GnRH neuronokban is génexpresszids valtozasokat idéz elé
(78-80) (78, 81), megvaltoztatja a sejtek tlizelési mintazatat (14), Ca®" oszcillaciok
serkentésével noveli a sejtek aktivitasat (82), ioncsatorndinak ateresztoképességét
(83). A GnRH neuronok elszort elhelyezkedése, és ebbdl kdvetkezéen az egyedi
sejtek vizsgalhatosaganak nehézségei miatt azonban még nem, vagy alig tisztazott,
hogy az 0sztrogén egyes hatasai direkt modon, a GnRH neuronokon keresztiil és/vagy
indirekt modon, a GnRH neuronokkal kiilonb6z6 jelatviteli utakon kapesolatban allo

sejteken keresztiil érvényesiil (5. abra) (84, 85). A direkt- és/vagy indirekt hatasok



kimutatdsa a GnRH szekretalé sejtvonalak (86-89) illetve a GnRH-GFP egér torzs

(90) 1étrehozasaig nem vagy csak nagyon korlatozottan (91) volt Iehetséges.

Direkt hatasok

Fiziologiasnak szamito 6sztrogén vérszintek mellett direkt hatas elsésorban specifikus
ER fehérjék kozvetitésével jon létre a sejtekben. Egér, patkany és human GnRH
neuronokban a klasszikus ER-ok koziil csak az ERP mRNS-t és magi lokalizacioju
fehérjét tudtak kimutatni (92) (93-95) (96), mely arra enged kovetkeztetni, hogy a
receptor génexpresszids valtozasokat indukalhat ezekben a neuronokban is (97). Az
ERp az 6sztrogén nem-genomikus azonnali hatasanak kozvetitésében is részt vesz pl.
a CREB fehérje foszforilaciojanak megnovelése révén (98). Egerekben kimutattak azt
is, hogy rovid idejii osztrogén expozicid ERP kozvetitésével megvaltoztatja a GnRH
neuronok ingerelhetdségét (99). Az egyértelml kozvetitészerep ellenére a normal
reprodukcios szabalyozasban fontos GnRH sejtmiikddésekben valdsziniileg nem vesz
részt, mivel az ERP hidnyos egerek infertilitasat feltehetéleg a gonadok elégtelen
mikodése okozza (100-103).

A membrankotott ER-ok koziil G fehérjéhez kapcsolt ER-t, a GPR30-at kimutattak
GnRH sejtvonalban (55) és rhesus majom GnRH neuronjaiban (104). Késdbbi
vizsgalatok kimutattak, hogy a GPR30 szerepe a szaporodas szempontjabdl nem
elengedhetetlen, mivel a GPR30 deficiens egerek fertilisek, normal HHG tengely
funkciot mutatnak és az allatok reproduktiv szerveiben az 0Osztrogén hatasok
kozvetitése zavartalan (105).

Az immortalizalt GnRH neuronokbol all6 GTl-es sejtvonal jo modellnek
bizonyult a GnRH neuronok sejtbioldgiai vizsgalatahoz (106), igy a direkt
Osztrogénhatasokra vonatkozé adatok jelentSs része a felhasznalasukkal végzett in
vitro vizsgéalatokbdl szarmazik. Munkacsoportunk kimutatta, hogy az immortalizalt
GnRH neuronokban korabban azonositott ERa (107, 108) és ERB (106) (93) a
sejtmagban ¢és mitokondriumokhoz asszocidltan is el6fordul ezekben a sejtekben (4.
abra), és, hogy az Osztrogén génexpresszids valtozasokat indukal benniik (80, 109).
Az ER-ok mitokondrialis jelenléte nemcsak a GnRH neuronokra jellemzd, ugyanis
primer kortikalis és hippokampalis neuronok mitokondriumaiban is kimutattak az
ERpB-t (110). Szamos tanulmanyban igazoltak neuroprotektiv szerepét (111, 112),
ezért nem kizarhato, hogy a GnRH neuronokat érd stresszhatasok csokkentésével az

ERp hozzajarul a reprodukcios szabalyozd rendszer stabilitasahoz illetve jelentds
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kornyezeti valtozdsok esetén a rendszer tuléléséhez. Ezen adatok alapjan
feltételezziikk, hogy az Osztrogének ER-ok kozvetitésével a mitokondriumokon
keresztil a GnRH neuronokban neuroprotektiv funkciot is betdltenek. In vitro
kisérleteinkben ennek bizonyitasat tiiztiik ki célul.

Ismert ugyanis, hogy stressz hatasara a reprodukcios mitkodésben is zavar keletkezik.
Az eddigi adatok szerint patkanyban, juhban és majomban LPS-kezelés (113, 114),
hipoglikémia (115) vagy immobilizaciés stressz (116, 117) a hipofizeo-hipotalamo-
mellékvese (HHM) tengely aktivalasa révén csokkenti a GnRH felszabadulast, és
kovetkezésképpen az LH szekréciot. Rovid illetve a hossza ideig tartd éhezés
emberben, patkanyban, egérben, horcsdgben, juhban és majomban (118, 119) (120)
(121) (122-126) szintén elnyomja a HHG tengely miikodését; az LH szekrécio
csokken, az 6sztrusz ciklus szabalytalanna valik (127, 128). Kimutattak azt is, hogy az
¢hezés HHG tengely mitkdésére gyakorolt hatdsa reverzibilis, mivel ujrataplalas utan
normalizalodik annak miikddése (122, 129). Epilepszia szintén gyakran tarsul
reprodukcios zavarokkal. Epilepszia pilokarpinos patkany modelljében a GnRH
rostok illetve terminalisok szama lecsokken, a kezelés utan kialakuld rohamok a
GnRH sejttestek szamaban azonban nem okoznak valtozast (130). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy rohamok kovetkeztében a GnRH sejtek tartosan nem
karosodnak ¢és a korilmények normalizalédasaval a mikodésiik helyreall. Az
epilepszias rohamokat tulélé GnRH neuronok valészindsitik, hogy a glutamat-
indukalta neurotoxicitassal szemben e sejtek ellenalldak (131). A GnRH neuronok
NMDA ¢és AMPA/KA receptorokat expresszalnak (132, 133) és glutamaterg
beidegzést kapnak, amely sziikséges a sejtek mitkodéséhez (134, 135). Pathologias
koriilmények kozott a magas glutamat koncentracid két Gton keresztiil is karosithatja a
GnRH sejteket. Excitotoxicitas esetében glutamat receptorokon keresztiil felborul a
transzmembran ion-homeosztazis (136, 137), az oxidativ glutamat toxicitas pedig a
sejt redox homeosztazisat teszi tonkre (138). Mindkét esetben lecsokken a sejt
glutation szintje, és felszaporodnak az intracellularis szabadgyokok (44), mely végiil

sejthalalt okozhat.
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Mitotracker

ERo = ERo/MitotracKet*

4. abra Osztrogén receptor o és P expresszio egér GnRH neuronokban (A) és egér
GTI1-7 sejtekben (B-I). Ezist intenzifikalt arany szemcsék jelolik a
mitokondriumokhoz asszocialt ERo-t (nyilhegyek, A, B). C-E: Mitokondriumokat
jelolé mitotracker green (C, E) és ERa kettds immunfluoreszcens jelolése. A sejtek
konfokalis mikroszkoppal torténd analizisével jelentés mennyiségii kettdsen jelolt
mitokondriumot detektaltunk (E). F-I: A mitokondrialis piruvat dekarboxilaz (PDC, F-
I) és ERa (F, H) ill. ERB (G, I) kettds immunfluoreszcens jelolésével szintén talaltunk

kettdsen jelolt mitokondriumokat (nyilak, H, T).

Indirekt hatasok

Kisérleti adatok igazoljak, hogy az Osztrogén pozitiv és negativ
visszacsatolasat is az ERa altipus kozvetiti. Ez utdbbit bizonyitja, hogy mig vad
tipusu néstényekben ovariektomia LH szint novekedést eredményez az Osztrogén
negativ visszacsatolasanak hidnya miatt, ez a jelenség nem kovetkezik be ERaKO
egerekben, tehat a negativ visszacsatolas ERo-fliggd. Ehhez hasonléan, mig OVX vad
tipust allatok 6sztrogén kezelése csokkenti az emelkedett LH szintet, addig ERaKO
ndstényekben a kezelés hatastalan (139). Vad tipusi OVX egerekben az ERa
szelektiv vegyiilet onmagaban kivéltja az LH surge-6t (11), vagyis a pozitiv
visszacsatolast is az ERa kozvetiti. Elektrofiziologiai vizsgalatok eredményei szerint
a vad tipusit OVX egerekben az 9sztrogén a negativ feedback alatt csdkkenti a GnRH
neuronok tiizelési frekvenciajat, a pozitivban pedig néveli, mig az ERaKO-ban nem
valtoztatja meg szignifikansan (140). Az ERa expresszidjat ez idaig in vivo nem
sikeriilt igazolni a GnRH neuronokban, vagyis az eddigi eredmények szerint az

6sztrogén feedback indirekt modon valésul meg olyan neuronok segitségével, melyek
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beidegzik a GnRH neuronokat ¢és ERo-t expresszalnak. Pseudorabies virussal
specifikusan visszajeldlve a GnRH neuronok primer afferenseit (11) kimutattak, hogy
az afferensek donté tobbsége a rosztralis periventrikularis régiobol (RP3V) ered, és
ezen sejtek kb. 40%-a ERo-immunreaktiv (IR). Az RP3V 0Osszefoglaldo neve a
funkcionalis egységet alkotd anteroventralis periventrikularis-(AVPV) és a tdle
kozvetleniil kaudalisan elhelyezkedd periventrikularis magnak (Pe) (141). A leglijabb
kutatasi eredmények szerint az Osztrogén pozitiv visszacsatolasanak helye az RP3V
(11, 142-147), a negativ visszacsatolas helye pedig nagy valdsziniiséggel az ARC
(148) (146, 149).

5. abra Az Osztrogén lehetséges

hatdsmodjai, mellyel a GnRH
neuronok miikodését befolyasolja:

) 1: direkt hatas a fekete szinnel
asztrocita int
interneuron jelolt GnRH neuronokban

expresszalodo Osztrogén receptor
(ER) B-n keresztiil, 2a: indirekt
hatas glia sejteken keresztiil,
i melyek a GnRH sejttesttel ill. a

terminalissal vannak kapcsolatban,

aszkularis | 2b: indirekt hatds a GnRH
endotélium

neuronok primer afferensein
keresztiil, 2¢: indirekt hatas az ereket hatarolo endotélium sejtjein keresztiil, melyek

parakrin modon szabalyozzak a GnRH neuronok miikodését (5).

Az Osztrogén indirekt hatdsanak kozvetitésében a klasszikus és a membran
kotott ER-okat expresszalo asztrocita, ependima és endotél sejtek is részt vehetnek. A
GnRH terminalisokat asztrocitak és tanicitak (specializalt ependima sejtek) valasztjak
el a kapillarisok bazalis laminajatol az eminentia mediana kiilsd zonajaban.
Kimutattak, hogy 0sztrogén kezelés hatasara lecsokken a GnRH terminalisok és a glia
sejtek kozti kontaktusok szama (150), ami nagyban hozzajarulhat terminalis-bazalis
lamina kontaktusainak gyarapodasahoz prodsztruszban (151), igy azokbol elegendd
peptid iriilhet kozvetleniil a fenesztralt kapillarisokba az LH surge kivaltasahoz. A
tanicitdk ERa-t expresszalnak, igy a keringd 6sztrogénszintrdl informalhatjak a GnRH
neuronokat. Ezen kiviil szinkronizalhatjdk a termindlisokbol valé GnRH

felszabadulast, mivel prosztaglandin E,-t, inzulin novekedési faktor I-t termelnek,
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melyek serkentik a GnRH felszabadulast. A GnRH termindlisok szomszédsagaban
1év6 endotélsejtek nitrogénmonoxidot (NO) termelnek (152) a GnRH szekrécio
frekvencidjahoz hasonld pulzatilis modon, mindketté amplitidojanak maximumat
prodsztrusz napjan éri el (153). Az Osztrogén stimuldlja a NO felszabadulast az
endotélsejtek membrankotott ER-ain  keresztil (154). A surge kialakulasa
megakadalyozhat6 az endotelialis NO-szintaz ellenes oligonukleotiddal (155). TGFf

termel6 asztrocita sejtek a GnRH perikarionokra hatva befolyasoljak a dekapeptid

2.3. A GnRH szekrécié cirkadiin szabalyozasa

A szervezet fiziologiai folyamatai (igy, mint alvas-ébrenlét, testhémérséklet,
szivverés, vérnyomas, endokrin szekrécid, vese- ¢és maj mikodése a szervezet
biologiai Ordjanak koszonhetéen napi ritmust mutat (158-164). Ezt a szervezet
oszcillatora teszi lehetdvé, mely a cirkadian jelet generalja. Kilonbozd 1€zios és
transzplantacios kisérletekkel bizonyitottak (165-169), hogy emldsdkben a szervezet
f6 cirkadian ritmusszabalyozdja a hipotalamuszban elhelyezkedd szuprakiazmatikus
mag (SCN). Az ¢dra 6nall6 miikddésének kovetkeztében az élettani és viselkedési
funkciok az 6ra endogén ritmusat kovetik, igy ezek a miikddések nagyjabol, de nem
pontosan 24 o6ras periddusidé szerint oszcillalnak. A SCN-ba fény-informaci6 jut a
retinabol a retinohipotalamikus és a genikulohipotalamikus tractuson keresztiil. Igy
valik lehetové, hogy a szervezet a kdrnyezet nappal-¢jszaka valtakozasaval szinkron
miikodjon, benne a ko6lonbozo aktivitasok ritmusa pontosan 24 o6ras periddusidot
kovessen. Végiil pedig az oszcillatort elhagyd neuronalis és humoralis Gtvonal (170,
171) az, ami biztositja a cirkadian ritmus megnyilvanulasat az élettani mitkodésekben.
A SCN endogén ritmikus miikddésének molekularis alapja a sejtjeiben 1évé dnmagat
befolyasold, dnmagara visszahat6 transzkripcios-transzlacios kor, melyek résztvevoi
hatdrozza meg a sejtek metabolikus aktivitdsanak, neuropeptid expresszidjanak,
elektromos aktivitasanak ritmusat (172). Ezek az 6ra gének minden eddig vizsgalt
agyi régidban, periférialis szervben, immortalizalt sejtvonalben jelen vannak, azonban
ritmusuk fennmaradasahoz és lokalis szinkronitasuk megtartasahoz sziikségiik van a
SCN-ra (158, 175). fgy a SCN tulajdonképpen szinkronizilja az extra-
szuprachiasmatikus oszcillatorokat, melyek aztan lokalisan szabalyozzak a fiziologiai,

viselkedési ritmusokat.
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A szervezet tobbi sejtjéhez hasonléan a GnRH neuronokban is kimutattdk az
ora gének expresszidjat (176, 177). In vitro koriilmények kozt ezek expresszidja a
tobbi immortalizalt neuronhoz hasonléan szérum-sokkal torténd szinkronizalast
kovetden ritmikus oszcillaciot mutat (178, 179). A GnRH neuronokon végzett in vivo
vizsgalatok azt tamasztjak ala, hogy a GnRH neuronok ugyancsak cirkadian
szabalyozas alatt allnak, melynek kézpontja a SCN (180). A cirkadian szabalyozas
egyik bizonyitéka, hogy ha ragcsalokban a prodsztrusz délutanjan, a nap sotét
szakaszanak kezdete el6tt 5 oraval pentobarbital adasaval megakadalyozzak a
neuronalis aktivitast a kovetkez6 néhany orara, az LH surge ill. ovulaci6 csak 24 ora
mulva alakul ki, mégpedig pontosan abban az iddintervallumban, amikor az barbiturat
adasa nélkiil végbement volna (181). Ezzel szemben, ha a sotét napszak kezdete el6tt
3 oraval kapta az allat a barbituratot, az nem volt befolyassal sem az aznapi sem a
masnapi surge illetve ovulacié kialakuldsara. Tehat az ora-informacionak a GnRH
neuronokhoz a kritikus iddintervallumban kell megérkezni a surge kivaltashoz. Hogy
Osztrogén beadassal nem lehet LH surge-6t kivaltani (182). A 1éziét kovetden a
lokomotor aktivitas napi ritmusa is megsziinik, ami, szemben az ivari ciklussal, a
SCN hipotalamuszba iiltetésével helyreallithatdo (183). Ez azt jelenti, hogy mig a
lokomotor aktivitas napi ritmusanak fennmaradasahoz elegendéek a SCN-bdl jovo
humoralis faktorok (184), a GnRH neuronok cirkadian szabalyozasdhoz nem; ez
ugyanis neuronalis Osszekottetéseken keresztiil valosul meg (183, 185). Tovabbi
kisérletek is alatamasztottdk az LH surge cirkadian szabalyozasat: intakt
néstényekben az LH surge mindig a prodsztrusz kés6 délutanjan kovetkezik be, s6t
ovariektomizalt allatokban Osztrogén-kezelést kovetben is csak naponta egyszer, a
sotét napszak kezdetekor jelentkezik (186, 187) hidba a konstans, prodsztrusznak
megfeleld vér 6sztrogénszint.

Ragcesalokkal ellentétben, emberben az LH szint éjszakai emelkedése nem a
megvilagitassal, hanem a REM nem-REM alvasi ciklusokkal van kapcsolatban (188,
189), igy nem meglepdek azon eredmények, melyek szerint a hosszantart6 éjszakai
munkavégzés megzavarja a normal reproduktiv folyamatokat. Ilyen esetekben a ciklus
hossza szabalytalanna valik, a menstruacios fajdalmak megnévekszenek (190-192),
megno a follikularis fazis ideje (193). Féeml6sokben a reproduktiv tengely mitkodése
nincs olyan szigort cirkadian szabalyozas alatt, mint a ragcsalok esetében. Példaul

primatakban az LH surge a nap barmely szakaszaban kivalthat6 a megfelelé dozist
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Osztrogén expozicioval (42), mig ragcsalokban csak prodsztrusz kora délutdnjan
(181).

Az LH surge cirkadidn szabalyozasanak mechanizmusara vonatkozo
informaciok elsésorban ragesalokon végzett kisérletek eredményeibdél szarmaznak.
Ezekben az allatokban a SCN szinte minden neuronja GABAerg (194), dorzomedialis
intesztinalis polipeptid (VIP)- ill. a gastrin releasing peptide (GRP)-termeld neuronok
jellemzik (194, 195)(6. abra). A core teriiletére érkezik a fotikus informacio a
retinohipotalamikus és a genikulohipotalamikus traktuson keresztiil, a shell régioba a

hipotalamuszbdl és a limbikus rendszerbdl érkeznek informaciok (194, 195).

6. abra Vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP)- és vazopresszin (VP) immunreaktiv

neuronok elhelyezkedése az egér SCN-ben. A lépték mértéke: 50pum.

Mindharom neuropeptid transzkripcidjat oragének szabalyozzak, de mig a GRP
mRNS szintjére csak cirkadian ritmus jellemzd, addig a VP és a VIP mRNS
szintjének ritmusa a nappalok-¢éjszakak valtakozasaval is megmarad (2). Mivel a
szuprakiazmatikus mag f6 efferenseit a VP és a VIP tartalmu rostok biztositjak (196),
szamos vizsgalat indult annak feltételezésébdl, hogy ezek kozvetitik az LH surge
kivaltasahoz  sziikséges cirkadian informaciot. Ezek eredményei viszont
ellentmondasosak, vannak melyek a VP kozvetitd szerepét tamasztjak ald, masok a
VIP szerepét.

A VP kozvetitd szerepére utal, hogy POA-ba torténd injektalasa LH surge-6t valt ki a
SCN-irtott OVX 0Osztrogén-kezelt patkanyban (197). Tovabbi bizonyit¢k, hogy a
POA-SCN ko-kultirakon végzett vizsgalatok eredményei szerint (198) a kultara VP-
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nel valé kezelése megnoveli Osztrogén jelenlétében a GnRH szekréciot, mig a VIP
ugyanezen koriilmények kozott hatastalannak bizonyult. Ebben a ko-kultGraban a
GnRH szekrécio oOsztrogén jelenlétében cirkadian ritmust mutat, melynek
periodusideje és fazisanak maximuma megegyezik a kultira médiumaban mért VP-
szint valtozasainak hasonld paramétereivel, viszont VIP szint-valtozasok
paramétereitdl eltért. Ezekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a szuprakiazmatikus VP
neuronok kozvetitik az ora informaciét a GnRH neuronok felé. Ugyancsak a VP
kozvetitd szerepére utalnak azok az eredmények, melyek szerint a VP mRNS (2) és
fehérje (199) mennyisége a SCN-ban akkor a legmagasabb, illetve az SCN-bdl valo
VP felszabadulas is akkor maximalis (200), amikor az o6ra-informacionak meg kell
érkezni a GnRH neuronokhoz (201, 202).

A VIP kozvetité szerepére utal, hogy egérben VIP a surge kezdetekor megnoveli a
GnRH neuronok tiizelési frekvencigjat (201), valamint az, hogy patkanyban
antiszensz VIP oligonukleotid késlelteti és tompitja az LH surge kialakulasat (203).
Ezzel szemben a VIP harmadik agykamraba juttatisa megakadalyozza az LH surge
létrejottét OVX  Osztrogén-kezelt patkanyban (204). A VIP szuprakiazmatikus
mennyiségére vonatkozé vizsgalatok szerint a VIP mRNS oszcillacid maximuma
ZT16-kor van (7. abra), ehhez hasonléan a VIP immunreaktivitas is ¢éjszaka a
legnagyobb az SCN-ben (205, 206), tehat a VIP mennyisége az SCN-ben nem akkor
éri el a maximumat a SCN-ben, amikor a cirkadian informacié eljut a GnRH
neuronokhoz.

Mivel az eddigi adatok alapjan tovabbra is fennall annak lehet6sége, hogy egerekben
a szuprakiazmatikus eredeti VP és/vagy VIP rostok szallitjak a cirkadian informaciot
a GnRH neuronok szamara, a kérdés az, hogy ez direkt vagy indirekt uton valosul-e

meg.
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7. abra Diurnalis és/vagy cirkadian ritmust mutaté VP, VIP és GRP mRNS szintek egér
SCN-ban (2, 3).

Korabbi vizsgalatok a GnRH neuronok kismértékii SCN-bdl eredd VIP-IR rostok
azonban GnRH specifikus viralis palyatani eredmények azt sugalljak, hogy egerekben
az SCN-bdl nem ered szignifikans mennyiségli primer GnRH afferens (11). Kisérleti
eredmények bizonyitjak azt is, hogy a cirkadian informacié az RP3V-kozvetitésével,
vagyis indirekt modon is eléri a GnRH sejteket. Az AVPV-ben munkacsoportunk
kimutatta a V1a VP és VPAC2 VIP receptorokat (211, 212), melyek koziil csak az
elébbiekben talaltak GnRH expressziot. Ezen kiviil a SCN-bol az AVPV teriiletére
érkezé rostokat ill. az AVPV-bél a GnRH neuronokra érkez6 terminalisokat is
detektaltak (11, 213). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a cirkadian informacié a SCN
VP rostjaibdl kiindulva kozvetve, az AVPV bizonyos neuronjainak kozvetitésével éri
el a GnRH idegsejteket. Kisérleteinkben arra kerestiink morfologiai bizonyitékot,
hogy az RP3V KP neuronjai kozvetithetik-e a cirkadidn informécidt, mintegy
integralva ezzel a GnRH/LH surge kialakuldsahoz sziikséges cirkadian és Gsztrogén

szignalt.

2.4. A Kkisspeptin és mas neuropeptidek szerepe a reprodukcié koézponti
szabalyozasaban

A KP gyijtoneve a KISS1 gén altal kodolt fehérjéknek. 145 aminosavbol allo
fehérjét kodol, ami kiilonboz6 hosszusag termékekre, C terminalis fragmentumokra
hasad (KP-10, -13, -14, -54) (214). A receptorat, a GPR54-et évekig orphan
receptorként tartottak szamon, és 0j G fehérjéhez kotott receptorok keresése kozben

irtak le 1999-ben (215). 2001-ben két egymastol fiiggetlen csoport is kimutatta, hogy

18



a KP-ek endogén ligandjai a GPR54-nek (216). Tumor metasztdzis szabalyozason
kiviili szerepiikre csak 2003-ban vilagitottak ra. Ekkor mutattak ki, hogy a KP-till. a
GPR54-t kodold gén egy szakaszanak homozigota delécidja is alacsony szex szteroid
¢és gonadotropin szinttel jellemzett hipogonadotrép hipogonadizmust okoz egérben és
emberben (217, 218), funkci6 nyeréses mutacidja pedig emberben korai pubertashoz
vezet (219). A receptor liganddal végzett vizsgalatok soran kideriilt, hogy a KP
centralis beadasa GPR54 kozvetitésével stimulalja a GnRH, LH és FSH szekréciojat
(220). KP-antitest beadasa pedig meggatolja az LH surge kialakulasat (221). Ezek az
eredmények és tovabbi masok nyilvanvalova tették, hogy a KP iranyitja a GnRH
pulzatilis (222) és surge (147, 223) jellegli felszabadulasat.

Az RP3V-ban a KP expressziojat, mely nagyfoki nemek kozti kiilonbséget mutat
(néstényekben tobb mint 10-szer tobb KP-IR neuron van), gonadektomizalt
néstényekben az Osztrogén, himekben a tesztoszteron megnoveli (149, 224). Az
eddigi adatok szerint az RP3V teriiletén 1évé KP-IR populacio az, mely az dsztrogén
pozitiv visszacsatolasat kozvetiti ill. részt vesz a GnRH surge kialakitasaban (141,
147).

Az ARC magbéli KP expressziora ellenkezoleg hatnak a gonadalis szteroidok: az
expresszid OVX ndstényekben és orchidektomizalt (OHX) himekben a legmagasabb
(149, 224). Az eddigi adatok szerint az ARC KP-IR neuron populacidja (225)
kozvetiti az Osztrogén negativ visszacsatolasat és szabalyozza a GnRH pulzatilis
KP-IR axonok ¢és GnRH perikarionok/proximalis dendritek kozt kontaktusokat
mutattak ki, ndstény egerekben a GnRH neuronok 40%-an, himekben minddssze a
10%-an (226). A KP neuronok GnRH sejtek felé torténd informacio atadasara utal,
hogy a GnRH neuronok egy része GPR54-et expresszal (227-229) és a KP megnoveli
a GnRH neuronok tiizelési aktivitasat (230). A GPR54 azonban olyan teriileteken is
expresszalodik, melyek a GnRH neuronokra projicidlnak (215, 229), ami felveti
annak lehetdségét, hogy a KP indirekt médon hat GnRH neuronokra. Figyelembe
véve a GABA ¢és glutamat kozvetitette gyors szinaptikus transzmissziot, mely az
Osztrogén negativ és pozitiv visszacsatolasa soran egyarant érvényesil a GnRH
neuronokon ¢és ezek fontos szerepét az Osztrogén visszacsatolas modjanak
atvaltasaban (231), a KP indirekt befolyasa a GnRH neuronok miikddésére kiilondsen
jelentds lehet. A GnRH sejtekre hatd GABA ¢és glutamat a KP-t termel sejtekbdl is
felszabadulhat, hiszen a rosztralis KP populacio 75%-a, az ARC-béli 50%-a gabaerg,
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mig az elébbi neuron csoport 20%-a az utdbbinak pedig 90%-a glutamaterg (232).
Annak megallapitasara, hogy a GnRH neuronokat innervalé KP terminalisok melyik
populaciohoz tartoznak, a KP terminalisok és GnRH neuronok kozti szinapszisokat
morfologiailag elemeztiik.

Az 6sztrogén feedback kozvetitésében részt vevo régiokban a KP-en kiviil mas
neuropeptidek is termelddnek, melyek GnRH neuronokra kifejett hatasat eddig csak
egymastol fuggetleniil vizsgaltak.

A kutatasok nemrég terjedtek ki abba az iranyba, hogy megallapitsak, miként
miikddhetnek kozre egymassal ezek a peptidek a GnRH szekrécid szabalyozasaban.
Az erre iranyuld in situ hibridizacids és immuncitokémiai tanulmanyok elsésorban az
ARC magra fokuszaltak, ahol minden eddig vizsgalt fajban kimutathato egy
neuronpopulacid, mely KP-t, neurokinin B-t (NKB), dynorphint (Dyn) termel, illetve
NKB receptort (NK3) és dynorphin receptort (Kappa opioid receptor, KOR)
expresszal (3, 233, 234). Ezen sejtcsoport funkcidjara vonatkozo adatokbdl kiindulva
egy olyan modell latszik elfogadottda valni, mely szerint ezek a sejtek egy
autoregulacios mechanizmuson keresztiil a GnRH terminalisokra hatva szabalyozzak
felszabadulast az ARC-bol, a Dyn/KOR utvonal pedig csokkenti, igy a KP pulzatilis
modon képest stimulalni a GnRH szekréciot. Ezzel szemben a GnRH perikarionok KP
expozicioja hosszantart6 GnRH tiizelési frekvencia noévekedésével és GnRH
felszabadulasaval jar (235) (220), de ezt magyarazhatja, hogy mig a GnRH
terminalisokra érkez6 KP az epizodikus GnRH szekrécioért felelés, az RP3V KP
neuronjaibol a GnRH sejttestre érkez6 hatas a GnRH surge kialakitasaban jatszik
szerepet. Ez utobbihoz hozzajarulhat az RP3V-ben is nagy mennyiségben termel6dd
galanin, melyr6l kimutattdk, hogy magas Osztrogén szint mellett depolarizalja a
GnRH neuronokat, és megnoveli a GnRH stimulalta LH szekréciot (236-238).
Hatasait a GnRH neuronokban is expresszalodo galanin receptorok kozvetitik (236,
239-241).

Ezekbo6l kiindulva munkank egy része annak vizsgalatara iranyult, hogy
meghatarozzunk, a KP neuronok milyen mas neuropeptidet tartalmaznak a
perikarionok illetve terminalisok szintjén, hogy kozelebb jussunk a kétféle
alpopulacio funkcionalis eltérésének megértéséhez, illetve morfoldgiai bizonyitékot
szolgaltassunk az egyes neuron populaciok GnRH neuronokra gyakorolt hatasaban

esetleg megnyilvanulo egytittmiikodés megértéséhez.
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3. Célkitiizések
Nem szelektiv és szelektiv 6sztrogén receptor agonistak oxidativ stresszel
szemben megnyilvanulé protektiv hatasanak in vitro vizsgalata GnRH

szekretalé (GT1-7) idegsejtekben.

A Kisspeptin neuronok cirkadidn informaciét kozvetité szerepének
morfologiai vizsgalata.

a. A rosztralis periventrikularis  régié kisspeptin  immunreaktiv
neuronjain  olyan appoziciok azonositisa  egerekben, melyek a
szuprakiazmatikus mag efferenseire jellemz6 neuropeptideket
(vazopresszin és vazoaktiv intesztinalis polipeptid) tartalmaznak

b. Az appoziciok Osztrogén altali szabéalyozottsaganak és nemek kozti
kiilonbségének vizsgalata.

c. Az appoziciok szuprakiazmatikus eredetének bizonyitasa.

Kisspeptin immunreaktiv neuronok és GnRH idegsejteken 1évé

terminalisaik fenotipusanak vizsgalata

A human hipotalamusz Kisspeptin rendszerének morfolégiai jellemzése

a. Human hipotalamuszban a kisspeptin immunreaktiv sejtek és
rostok feltérképezése, nemek kozti kiilonbségek vizsgalata.

b. A kisspeptin rostok GnRH neuronokkal kialakitott kontaktusainak
azonositasa.

c. A kisspeptin neuronok neurokinin B immunreaktivitasanak vizsgalata.
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4. Anyagok és médszerek
4.1. Kisérleti mintak
4.1.1. In vitro vizsgalatok
4.1.1.1. Sejtmodell kivalasztasa — GT1-7 sejtek
Vizsgalatainkat T-antigén onkogénnel immortalizalt GT1-7 sejtvonalon végeztiik,
mely egér GnRH-szekretalo tumorsejtekbdl szarmazik (Dr. P. L. Mellon bocséjtotta a
rendelkezésiinkre (242)). A tenyészet részletesen jellemzett, glia elemektél mentes,
széles korben alkalmazott modell, mely segitségével a GnRH neuronok
tanulmanyozhatéak (106). Hatranynak tiinhet a sejtek természetes kornyezetiiktol
mentes vizsgalata, azonban a valasztas indokolt, ha egyes beavatkozasok, kezelések
direkt hatasait szeretnénk megfigyelni a GnRH neuronokon.
A sejteket 75cm’—es szovettenyésztd flaskaban névesztettiik tapfolyadékban (4,5g/1
gliikoz tartalmi DMEM ¢és F12 HAM 1:1 aranyu keveréke, kiegészitve hdinaktivalt
10% embrionalis borju szérummal (FCS, Gibco) és 5% 16 szérummal (HS, Gibco),
penicillinnel (100 U/ml), streptomycinnel (0.1 mg/ml), L-glutaminnal (3mM)) 37°C-
on  5%C0,/95%0,-inkubatorban. A konfluens tenyészetet hetente haromszor
passzaltuk 0,1% tripszines kezelést kdvetden. Husz passzazsnal iddsebb sejteket nem

hasznaltunk a kisérletekben.

4.1.1.2. Hormonkezelések — nem-szelektiv és szelektiv ER agonistak hasznalata

Kisérleteinkben a sejteket nem-szelektiv (17-B-0sztradiol, E2; Sigma) ¢és szeletktiv
ER agonistakkal (ERa agonista: propylpyrazol triol, PPT; Tocris (243) és szelektiv
ERP agonista: 2,3-bis(4-hydroxyphenyl) proprionitril, DPN; Tocris (244)) kezeltiik.

Huszonnégy oras kezelési id6t valasztottunk, hogy az agonistak genomialis hatasait
detektalhassuk. A kezelési koncentraciok kivalasztasahoz az agonistak 10pM-3uM-ig
terjed6 koncentracio sorat vettiik fel. Protektivnek a pM-os és uM-os koncentracidban
bizonyultak, igy kezelési koncentracionak az el6bbit valasztottuk (10pM), mert ebben
a koncentracidban mar nem érvényesiil az 9sztrogén szerkezetébdl adodd, ER-oktol

fliggetlen antioxidans hatasa (245).
4.1.1.3. H,0, kezelés - oxidativ stressz eloidézése

széles korben alkalmazott oxidativ stressz kivaltasara. Oxidativ stressz estén a
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mitokondriumok belsé membranjanak permeabilitdsa megnd, mely a mitokondrialis
membran potencial csokkenéséhez vezet. Ezutan csokken a mitokondriumok ATP és
no a reaktiv oxigén gyok termelése, mely végiil sejthalahoz vezethet (246).

Az elbzetes teszteredmények alapjan a 100 uM-os koncentraciot valasztottuk, mert
ennél a sejtek kiterjedt karosodasa mnélkiil csokkent szignifikdns mértékben,

reprodukalhaté modon a DIOC6 intenzitasa.

4.1.2. In vivo vizsgalatok

4.1.2.1 Kisérleti allat kivalasztasa

Kisérleteinkhez felnétt, ivarérett egereket (CD1 torzs, 25-30g stly, MTA KOKI
Orvosi Géntechnologiai Részlege) hasznaltunk, elsésorban azért, mert az in vivo
vizsgalatok jelentds részétkiilonosen az elektrofizioldgiai mérések zomét egereken
végzik, melyhez genetikailag modositott térzsek (pl. a GnRH-GFP egértdzs) nagy
szamban allnak rendelkezésre. Az allatokat kontrollalt fény (12 oras fény ill. sotét
szakasz) és homérséklet (224+2°C) viszonyok kozt tartottunk szabad viz és taplalék

hozzaférés mellett.

4.1.2.2. Postmortem human mintak jellemzése

A hét férfi (26, 28, 28, 31, 52, 53 és 66 évesek) és 6t n6i (27, 32, 46, 49 és 74 évesek)
human hipotalamusz blokkot a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi és Biztositas-
orvostani Intézetétdl kaptuk a Tudomanyos és Kutatasetikai bizottsag altal leirt
protokollnak megfeleléen (49/1999). Hirtelen halallal halt, neurologiai ¢és
endokrinologiai betegségek tiineteitél mentes emberekbdl szarmazoé mintakat
hasznaltunk fel (96), melyeknél a post mortem id6 24 oranal kevesebb volt. A
disszekcio soran az egyik félteke hipotalamuszahoz jutottunk, melyet dorzalisan a
commissura anterior, rosztralisan a kiazma optikum, kaudalisan a mammilaris mag
hatarolt. A blokkokat 4%-os PFA oldatba meritettilk (5 perc), majd 6t blokkot két
napig 4% acroleint 2% PFA-t tartalmazo fixaloban , hét blokkot pedig hét napig 4%-
os PFA-ban tartottunk 4°C-on. A blokkokat ezt kovetéen feldaraboltuk, hogy a
metszetek feliilete megfeleljen az 4ltalanosan hasznalt targylemezekének. A
blokkokat 20%-o0s cukor oldattal infiltraltuk (5nap, 4°C), majd koronalis 30um-es
metszeteket készitettiink beldliik fagyasztdé mikrotdémmal (Leica SM 2000R, Leica

Microsystems, Nussloch, Németorszag). A PFA-val fixalt metszeteket az egér
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metszetekkel megegyezé modon kezeltiik el a primer szérumban vald inkubalas
eldtt, az acroleinnal fixaltakat ezen lépések el6tt 0.5%-o0s Na-borohidridben (Sigma)

tartottuk 30 percig.

4.1.2.3. Napszaki ingadozasok figyelembevétele

Tekintettel arra, hogy ragcsalokban a GnRH surge cirkadian szabalyozas alatt all,
vagyis kizarolag a prodsztrusz napjanak késé délutanjan alakulhat ki, és a vér
Osztrogén/tesztoszteron szintje illetve a neuropeptid és receptoraik expresszidja is
napi ritmust mutat, a 4.2-es kisérletiink esetében az allatok perfuzidjat 14 és 16 ora
kozt végeztiik, hogy a szuprakiazmatikus magbol eredé VP expresszid maximumat

illetve VIP expresszio kozel maximumat detektalhassuk (2).

4.1.2.4. Szexualis dimorfizmus
Him és ndstény allatokban illetve férfiakban és ndkben a reprodukcid kozponti
szabalyozasa jelentds eltéréseket mutat, igy vizsgalataink egy részét mindkét nemre

kiterjesztettiik, és a vizsgalt paraméterekre vonatkozoé dsszehasonlitasokat elvégeztiik.

4.1.2.5. Gonadektémia és hormonkezelések

Mivel kisérleteinkben az ovarialis szteroid hormonok koziil csak az 6sztrogén hatasat
szerettilk volna vizsgdlni, ndstény egereinket altatasban (ketamin, xylavet ¢és
pipolphen 25, 5, ill. 2.5 mg/kg aranyt keverékével) ovariektomizaltuk (OVX), majd
fiziologias vérszintet eredményezd 6sztrogén dozissal kezeltiik 6ket.

Az Osztrogént a kezelések egy részében a kovetkezd képpen potoltuk: 2.5pg 17p-
Osztradiolt (E2, 50pg/ml; Sigma) tartalmazo kapszulat tltettiink a bor ala. A kontroll
allatok olajjal toltott kapszulat kaptak. A kapszuldk 2 cm hosszu, polietilénnel (belsé
atmérd = 1.02 mm; kiilsé atméré = 1.98 mm; Sims Portex, Hythe, UK) lezart szilikon
cs6bol (belsé atmérd = 1.57 mm; kiilsé atméré = 3.18 mm; Dow Corning Corp.,
Midland, MI, USA) alltak. Az E2-t abszolut alkoholban, majd napraforgd olajban
oldottuk fel 50png/ml koncentracioban (247). A kapszulakat 90%-os alkoholban, majd
deszt. vizben mostuk, ezt koveten egy ¢éjszakan at inkubaltuk 0.1% zselatin tartalmu
foszfat-pufferelt sooldatban (PBS, 0.1M, pH=7.4). Az allatokat hét nap mulva fixalo
oldattal atperfundaltuk. Az Osztrogén kezelés a fiziologias tartomanyon beil (247)
szignifikansan megndvelte az uterusz sulyokat (42+1.73mg az OVX allatoknal,
205+45.78mg az OVX+E2 csoportban).
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Az Osztrogén kezelések egy masik csoportjaban az egerek OVX utdn két héttel
szubkutan E2-nel (10ug/kg allat) kezeltiik, mely szintén a fizioldgias tartomanyon
beliil szignifikans mértékben emeli a vér 0sztrogén szintjét (248). A kontroll allatokat
olajjal kezeltiik.

Harmadik kezelési protokoll szerint OVX utan kilenc nappal 100pg/ml 17B-6sztadiolt
vagy olajat tartalmazé kapszulat (Sanitech; Havant, UK; hossz=10 mm; belsé
atméré=1.57 mm; kiils6 atmér6=3.08 mm) iiltettiink az egerek bére ala (249). Négy
nap mulva az allatokat transzkardialisan megperfundaltuk.

Az intakt himekkel valo Osszehasonlithatosag kedvéért intakt ndstényeket is
felhasznaltunk, melyek ciklusat hiivelykenet sejtanalizisével (250) hataroztuk meg, a
kapott adatokat a hiively nyalkahartya ellenallasanak mérésével (251) validaltuk.
Koziilik a didsztruszban 1év6 ndstényeket hasznaltuk fel, mivel ebben a fazisban a

legalacsonyabb az 0sztrogén szintje.

4.1.2.6. Kolhicin kezelés

Az ARC kisspeptin immunreaktiv sejttestjei csak gonadektomizalt és kolhicin kezelt
allatokban mutathatoak ki, ezért a kisspeptin sejttestek fenotipusos vizsgalatahoz az
allatok oldalkamrajaba sztereotaxikus késziilek segitségével 40pg kolhicint adtunk.
Kozvetleniil a mitét utan az allatokat i.p. 0.3ml 6%-os nembutallal kezeltiik, hogy
csokkentsiik a kolhicin miatt fellépé goércs rohamokat. Az allatokat masnap

transzkardialisan atperfundaltuk.

4.1.2.7. Anterograd palyajelolés

Az anterograd palyajelolé anyagot - Phaseolus vulgaris leucoagglutinint - (PHA-L;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; L-1110, (252)) tiveg mikropipettaval
injektaltunk (belsd atméré 10pum) sztereotaxikus mitét soran (51413 éaramforras,
Stoelting, Wood Dale, IL; 3uA pozitiv aramot alkalmaztunk 10 percen keresztiil, 7
masodperces on — 7 masodperces off ciklusokban) egerek szuprakiazmatikus magjaba
a kovetkezd koordinatak szerint: antero-posterior: —0.46 mm; medio-lateralis: —0.25
mm; dorso-ventralis: —5.1 mm (253). Az allatokat a miitét utan hét nappal fixalo

oldattal atperfundaltuk.

4.2. Hisztologiai és mérési modszerek

4.2.1. In vitro vizsgalatok
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4.2.1.1. Mitokondridlis potencial valtozasok mérése —  Kkvantitativ
immunfluoreszcencia

A mitokondrialis potencidl-valtozas mérésére dihexyloxacarbocyanine iodide
(DIOC6)-ot hasznaltunk (254). A mitokondrialis membranpotencial (AY,,) az ATP
szintézis hajto ereje, igy nélkiilozhetetlen a sejtek életben maradasahoz (255). A
sejtek kationos, lipofil fluorokrom (jelen esetben a DIOC6) felvétele a AV,
fliggvénye (256), a Nerst egyenletnek megfeleléen a mitokondriumokban halmozodik
fel és a AW, csokkenésének hatasara a citoszolba aramlik. A AW, csokkenése jelzi az
apoptozis korai stadiumat (257) és ezt a sejtek DIOC6 intenzitasanak csokkenésébodl
lathatjuk. A H,O, kezeléssel az oxidativ stressz esetén bekovetkezd reaktiv szabad
gyokok mennyiségi emelkedését kivantuk modellezni.

A kezelések elvégzését kovetéen a feddlemezeket, melyek felszinén a sejteket
tenyésztettiik, targylemezekre boritottuk, igy a sejtek a két tivegfeliilet kozé keriiltek.
Feddlemezenként 3-5 latoteret fotoztunk Zeiss Axiophot mikroszkoppal FITC filter
szettet (excitacio: 450-490nm, emisszio: 510-520nm) hasznalva 40x-es objektivvel. A
képeket Image J szoftverrel elemeztiik: az egyes sejtek koriilrajzolasa utan megmértiik
a DIOC6 fluoreszcencia egységnyi teriiletre esé atlagos intenzitasat. Az értékeket
latoterenként és fedélemezenként atlagoltuk (atlag+SEM). Kezelési csoportonként

kiszamoltuk az intenzitas kontrolléhoz viszonyitott szazalékat.

4.2.2. In vivo vizsgalatok: A reprodukcié centralis szabalyozasaban résztvevo
neuronalis idegi halézat morfologiai jellemzése
4.2.2.1. Hisztolégiai vizsgalatok — immunfluoreszcencia:

a) Metszetek elokészitése immunfluoreszcens vizsgalatokra
Az allatokat elébb 10ml PBS-sel, majd 90 ml 4%-os paraformaldehiddel (PFA,
19210, Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA, USA) transzkardialisan
atperfundaltuk. Az elektronmikroszkopiara szant agyakat 90ml 4%acrolein-2%PFA
oldattal, majd 30ml 2%-os PFA-val perfundaltuk. Az agyakat kivétel utan egy
¢éjszakan keresztiil 2%-o0s PFA-ban 4°C-on posztfixaltuk, majd vibratommal 25um-es
metszeteket készitettiink beldliik. Felhasznalasig a metszeteket fagyallé oldatban
tartottuk (glicerin és polietilénglikol PBS-ben) -20°C-on.
Az immuncitokémiai processzalast mindig a vizsgalni kivant teriilet minden harmadik
metszetén végeztik a kovetkezd eldkezelést kovetden: a metszeteket 20 percig

inkubaltuk PBS-ben higitott 0.5% Triton-X-100-zal (23,472-9, Sigma), 0.5%-os
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H,0,-dal (3.08027, Spektrum-3D, Debrecen, HU). Ezutan 3X5 perces PBS-ben valo
mosas utan 10 perces 2%-os normal 16 szérumban valo inkubalassal csokkentettiik az

antitestek nemspecifikus kotodését.

b) Tobbes immunfluoreszcens jelolés
A metszeteket 24-72 oran keresztiil 4°C-on elsédleges szérumokban, majd ujabb
246ran keresztiil kiilonboz6é fluorokrommal konjugalt, a primer szérumokhoz kotd
masodlagos IgG oldatban (1:1000, Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA, USA) inkubaltuk. Amennyiben a detektalhato jel nem volt elég intenziv,
kétféle jelerdsitd protokollt alkalmaztunk.

Biotin-tiramid amplifikacio:
A biotin-tiramid amplifikalas soran a metszeteket a primer szérumban val6 inkubalast
kovetden a primer szérumhoz kotédd, biotinnal konjugalt masodlagos IgG oldatban
(1:500, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA) tartottuk 2
oran at. Ezutan avidin-biotin-peroxidaz komplexet tartalmazé oldatban (ABC, 1:1000,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) masfél oraig, majd biotinilalt tiramidban
(1:1000 Trisben, 0.006%-o0s H,0,-dal) fél érat inkubaltuk dket. A jelet fluorokrémmal
konjugalt streptavidinnel (1:500, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) tettiik
lathatova, melyben 12 6raig tartottuk a metszeteket 4°C-on.

Erésités peroxidaz-konjugalt masodlagos szérummal (Immpress, Vector
Labiratiries):
Az immpress-szel torténd jelerésitéskor a meszeteket a primer szérumhoz kotddo
peroxidazzal konjugalt masodlagos szérumban (1:2 TBS-ben pH=7.4; Vector
Laboratories) inkubaltuk harom 6rat. Az immunreaktivitast fluorokrommal konjugalt
tiramiddal (1:1000 Trisben, 0.006%-0s H>O,-dal, fél ora) tettiik lathatova.
Amikor ugyanazon metszeteken mindkét féle amplifikaciora sziikség volt, akkor a
biotin-tiramid amplifikdcid soran hasznalt ABC maradék peroxidaz aktivitasat fél
oras, 0.5%-o0s H,O, kezeléssel semlegesitettiik.
A fluorokrommal jel6lt metszeteket targylemezre huztuk, és Vectashield-del (Vector

Laboratories) fedtiik le.

¢) Konfokalis mikroszkopia
A fluoreszcensen jelolt metszetekb6l 0.6pm-es optikai szeleteket szkenneltiink

Radiance 2100 konfokalis mikroszkoppal (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead,
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UK). A fluorokromokat a kovetkezd lézerekkel és filterekkel detektaltuk: 488 nm
FITC-hez 543 nm CY3-hoz 405 nm AMCA-hoz ill. dikroikus/emisszios filterek 560
nm/500-540 nm FITC-hez, 650 nm/560-610 nm CY3-hoz, 500 nm/420-480 nm
AMCA-hoz. Az analizishez a felvételeket 179.04x179.04pm-es teriiletekrél 60x
objektivvel készitettiik. A latoterenként a metszet teljes vastagsagat lefedé optikai

szeleteket analizaltuk Laser Vox (Bio-Rad) szoftverrel.

4.2.2.2. Bedgyazas elotti kettés immuncitokémiai jelolés — fény- és
elektronmikroszkopia

Elektronmikroszkopiara szant metszeteket 0.5%-os Na-borohidridben (Sigma)
tartottuk 30 percig, majd a Triton-X-100-zal valo kezelés helyett fagyasztassal torténd
feltarast alkalmaztunk, mely soran a 30%-os cukor oldattal atitatott szovetet
folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd felolvasztottuk, mindezt 3-4 cikluson
keresztiil ismételtiik.

A metszeteket primer szérumok keverékében inkubaltuk 2 napon at 4°C-on. PBS-ben
val6 mosas utan (3x10 perc) az egyik szérumhoz kot6édd, biotinnal konjugalt
masodlagos IgG oldatban (1:500, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove,
PA, USA) 2 éran keresztiil, majd ismét mosast kovetéen ABC (1:1000, Vector
Laboratories) inkubaltuk Oket masfél oraig. Az immunreakciot a kovetkezd
Osszetételit hivooldattal tettiik lathatova: 5% diaminobenzidin (DAB)/0.15% Ni-
ammonium-szulfat/0.006% H,O, Tris pufferben. Eziist intenzifikalast (258) kovetéen
a metszeteket a masodik primer szérumot felismerd biotinalt masodlagos IgG-ben
inkubaltuk, majd ABC oldatban. Ezt kovetéen a masodik jelet DAB-bal jelenitettiik
meg. A fénymikroszkopidra szant metszeteket targylemezekre hiztuk fel, majd
felszallo alkohol sorban illetve xilolban dihidraltuk és delipidaltuk, majd DPX-szel
(Fluka Chemie; Buchs, Switzerland) lefedtiik dket.

Elektronmikroszkopiara a kettésen jelolt metszeteket 1% ozmium tetroxiddal (1 6ra),
majd 2% uranil-acettattal (70%-os alkoholban oldva; 40 perc) kezeltiik, felszallo
alkoholsorban és propilén oxiddal dehidraltuk. A metszeteket ezutan TAAB 812
epoxi gyantaba agyaztuk targylemez és feddlemez ko6zé, melyeket a konnyebb
szétszedhetdség érdekében Hobbytime-mal —eldkezeltink (#70880, Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). A gyantat 2 napig hagytuk
polimerizaloédni 56°C-on. Félvékony (1um) és ultravékony (50-60nm) metszeteket

készitettiink Leica UCT ultramikrotdommal (Leica Microsystems, Vienna, Austria). Az
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ultrametszetekbdl 4allo szalagokat Formvar-hartyaval boritott egylyukt gridekre
gylijtottiik, 2% olom citrattal kontrasztoztuk, a felvételeket Jeol-100 C transzmisszids

elektron mikroszkoppal készitettiik.

4.2.2.3. Immuncitokémiai kontrollok

A primer szérumok specificitasara vonatokozo irodalmi adatokat az adott kisérlet
leirasanal ismertetem.

A modszer specificitasat a primer szérumok higitasaval ill. teljes elhagyasaval
teszteltik, mely az immunjel fokozatos csokkenését majd teljes eltiinését
eredményezte.

A szekunder antitestek specificitasat a primer antitestek elhagyasaval torténd
processzalassal ellendriztiik. A primer antitestek elhagyasakor a szekunder antitestek

nem eredményeztek detektalhato jelet.

4.2.2.4. Kettés in situ hibridizacié

Egy korabban leirt metodika szerint (259) eldallitott 3S-UTP-vel jelolt egér galanin
(230-631 szakasz az egér preprogalanin mRNS-en, NM_010253.3) illetve
digoxigeninnel jelolt egér KP probakat (76-486 szakasz az egér KP mRNS-en, AF
472576) hasznaltunk. Galanin és KP mRNS kolokalizacidjahoz a metszeteket
acetilalas (0.25% acetanhidrid 0.9% NaCL/0.1M trietanolamin HCI, 10 perc) utan 2
percig mostuk 2x SSC oldatban (1xSSC=0.15M NaCL/0.015M Na-citrat, pH=7),
majd hibridizaciés oldatban (izptopos galanin és digoxigenin-jelolt KP probak
keveréke PCR csdben) inkubaltuk. A poszhibridizacios 1épések (20png/ml RNaz altali
emésztés 1 oran at 37°C-on; 30 perc 0.1xSSC-ben valo inkubalas 60°C-on) utan a
metszeteket maleat pufferben (100mM, pH=7.5) mostuk és a nem specifikus kotések
csokkentésére 2%-os blokkold oldatban (Roche) tartottuk 30 percig. Ezutin
peroxidazzal konjugalt anti-digoxigenin antitesttel (anti-digoxigenin-POD; Fab
szakasz; 1:100; Roche; egy éjszakan at 4°C-on) jeldltiik a probakat. A metszetek TBS-
ben (0.1 M Tris-HCI1/0.9% NaCl; pH 7.8) valé mosasa utan biotinilalt tiramidban
(TSA kit; NEN Life Science Products, Boston, MA) inkubaltuk 30 percig, mostuk
TBS-ben és ABC (Vector) oldatban hagytuk 1 éran at. A biotinilalt tiramidban vald
inkubalast megismételtiik, majd a jelet végill CY3-mal konjugalt avidinnel tettiik
lathatova (Jackson ImmunoResearch; 1:500). Mosas utan a metszeteket szilanozott

targylemezekre huztuk és megszaritottuk. Az izotopos jel lathatova tételére a
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lemezeket Kodak NTB emulzioba martottuk és szaradas utdn sotétben tartottuk két
hétig. A hivast a Kodak eldirasainak megfelelden végeztiik. Dehidralas (felszalld
alkoholsor) és delipidalas (xilol, 2x5 perc) utan a metszeteket DPX-szel fedtiik le
(Fluka Chemie; Buchs, Switzerland).

4.2.2.5. Statisztika
Az atlagokat egy utas ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze, Tukey Kramer t6bbszoros
6szehasonlitd post hoc tesztet hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik

a kiilonbségeket p<0.05 esetében.

4.3. Kisérletek

4.3.1. Osztrogén receptor agonistik protektiv hatasanak vizsgalata oxidativ
stresszel szemben GT1-7 sejttenyészetben

Immortalizalt, GnRH-szekretald GT1-7 sejteken 24 oras 17B-0sztradiol illetve
szelektiv ER aginostak kezelését kovetden vizsgaltuk, hogy ezek megakadalyozzak-e
a sejtekben az oxidativ stressz (100uM H,O, kezelés 50 percig) hatasara fellépd
mitokondrialis membran potencial csokkenést. A kisérlet els6 napjan a sejteket friss
tapfolyadékban felszuszpendaltuk (60,000 sejt/ml) és 24 lyuku tenyészté edénybe
helyezett 12mm atmérGjii iiveg fed6lemezeken novesztettik Oket. 48 ora utan
szteroidmentes médiumra (annyiban kiilonbozik a normal médiumtél, hogy fenol-
voros mentes DMEM-et hasznaltunk és aktiv szén-dextran 2:1 aranyu keverékével
szteroidmentesitett szérumokat) cseréltik a tapfolyadékot, melyben 24 oraig
tenyésztettiik 6ket. Ezt kovetden az egyes kezelési csoportokat (3-3 lyuk) a kovetkezd
ER agonistak oldataval kezeltiik. A kontroll csoportok (1-2 csoport) nem kaptak
agonista kezelést. Masnap az oldatokat HBSS-re cseréltiik, egy 6ra mulva 50 percig
100uM H,0, -dal (Spektrum) kezeltiik 6ket. Az 1, 3, 5, 7 csoportok HBSS-ben
maradtak, nem tettiik ki 6ket oxidativ stressznek. A H,O, eltavolitasa utan a sejteket
HBSS-ben mostuk (2x5 perc), majd 40nM-os 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
(DiCO6)-tal (Dr. Mihalik Rudolf ajandéka) inkubaltuk 30 percig.
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A vizsgalt kezelési csoportok:

kontroll 100uM H,0, DPN DPN-+100pM
H202
5 6 7 8
PPT PPT+100pM - E2+100uM
H202 HzOz

potencial valtozasat a kationos, lipofil DIOCG6 sejtekhez adasaval mutattuk ki.

4.3.2. A szuprakiazmatikus mag sejtjei és a Kisspeptin neuronok kapcsolatanak
morfologiai vizsgalata.

Metszetek

Diosztrusz fazisaban 1év6, ovariektomizalt (OVX), OVX+2.5ug 17B-0sztradiollal
kezelt néstény egerekbdl szarmazd metszeteket hasznaltunk fel. Az Osztrogénnel

kezelt allatok egy részénél PHA-L-t injektaltunk a SCN-ba.

PHA-L-goc értékelése és axondlis transzport kimutatdsa a célteriilteken
Az SCN-ot és RP3V-t tartalmaz6 metszeteken a PHA-L-t kecske anti-PHA-L szérum
(Vector Laboratories AS-2224; 0.5ug/ml) felhasznalasaval NiDAB-bal jelenitettiik

meg.

PHA-L és VP kolokalizacidja a KP sejtek afferenseiben a VP rostok SCN eredetének
bizonyitasara - harmas immunofluorescens jelolés

A RP3V régiot tartalmazé metszeteket kecske anti-PHA-L (0.2pg/ml) szérumban
inkubaltuk, a jelet biotin-tiramid amplifikalast utan Alexa488-konjugalt
streptavidinnel tettiik lathatova. A metszeteket ezutan nyul anti-KP szérumban
(1:10000, #566, A. Caraty ajandéka, Tours, Franciaorszag) inkubaltuk, immpress-szel
valo jelerdsitést kovetéen KP immunreaktivitast rhodamin tiramiddal tettiik lathatova.
Ezt kovetéen a metszeteket egér anti-vazopresszin szérumban (1:50, PS41, H. Gainer
bocsatotta rendelkezésiinkre), majd AMCA-val konjugalt szamar anti-egér szekunder

antitestben inkubaltuk.

Galanin és vazopresszin kolokalizdaciéja a KP sejtek afferenseiben a VP rostok SCN

eredetének bizonyitasara — harmas immunofluorescens jelolés
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A RP3V-t tartalmazé metszeteket a kovetkezé primer szérumok keverékében
inkubaltuk: nyal anti-KP (1:10000), egér anti-VP (1:100) ¢és juh anti-galanin
(1:20000, I. Merchenthaler ajandéka). Biotin-tiramin amplifikalds utan a KP
immunreaktivitist AMCA-hoz konjugalt avidinnel tettiik lathatova. Az egér anti-VP-t
fluoreszcein izotiocianattal (FITC) konjugalt kecske anti-egér IgG-vel, a juh anti-

galanint pedig CY 3-konjugalt kecske anti-juh IgG-vel jeloltiik.

Kvantitativ analyzis a VP-t és galanint is tartalmazo KP afferensek Osztrogén-
fliggdségének kimutatdsdra - konfokalis mikroszkopia

Minden agybol az RP3V &t rosztrokaudalis szintjébdl (Bregma 0.38mm, 0.26mm,
0.14mm, 0.02mm and -0.1) szarmaz6 metszeteket szkenneltiink. Az optikai szeletek
analizise soran megszamoltuk a KP-IR neuronokat, meghataroztuk azon KP neuronok
aranyat, melyeken VP-IR appoziciok talalhatok ¢és az egy KP sejtre jutdé VP
varikozitasok szamat (csak a galanin immunnegativ boutonokat vettiik figyelembe),
melyek a KP-IR sejttesttel ill. proximalis dendrittel szomszédosak, legalabb egy
optikai szeleten nem lathato koztik hézag. Az adatok atlagtSEM formaban
szerepelnek (Tablazat 1).

Kisspeptin és vazoaktiv intesztindlis polipeptid (VIP) egyiittes kimutatisa — VIP
afferensek keresése KP sejteken - kettés immunfluoreszcens jelolés

A metszeteket nyal anti-KP (1:10000) és tengeri malac anti-VIP (1:200; T5030,
Peninsula Laboratories Inc, Belmont, CA, USA) primer szérumban inkubaltuk. A VIP
immunreaktivitas vizualizacidjahoz a metszeteket FITC-cel konjugalt szamar anti-
tengeri malac IgG-vel, a KP immunreaktivitist biotin-tiramin amplifikalas utan

Alexa594-konjugalt streptavidinnel mutattuk ki.

KP-IR sejtek VP-IR afferenseinek ultrastrukturalis vizsgdlata — szinaptikus kapcsolat
kimutatasa

A metszeteken a VP-t egér anti-VP szérum (PS41, 1:500) felhasznalasaval
detektaltuk, a jelet NIDAB-bal tettiik lathatova. Eziist-arany intenzifikalast kovetéen a
KP-t DAB-bal jelenitettiik meg nyul anti-KP szérum (1:20000) segitségével.

Kontrollok
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Az anti-VP, anti-KP, anti-VIP és anti-galanin primer szérumok specificitasat mar
korabban leirtak ((260-263)). A gyarto leirasa szerint a PHA-L antiszérumot kecske
tisztitott PHA-L-lel torténé hiperimmunizalassal allitottak el6, a specifikus
antitesteket affinitds kromatografiaval izolaltak PHA-L-agar6z oszlopokon. Mivel a
PHA-L nincs jelen az agyban, a PHA-L antitest specifikussagat olyan metszetek
processzalasaval ellendriztiik, melyek intakt allatbol szarmaztak. Ezeken a

metszeteken nem detektaltunk immunjelet.

4.3.3. Kisspeptin immunreaktiv neuronok és GnRH idegsejteken 1évo
terminalisaik fenotipusinak vizsgalata

Metszetek:

A fenotipusos vizsgalatokhoz 10pg/kg Osztrogénnel illetve olajjal kezelt néstény
egerekbdl szarmazd metszeteket hasznaltunk fel. Az §sztrogénnel kezelt allatok fele

kolhicint is kapott.

Galanin illetve NKB kolokalizasa kisspeptinnel a RP3V-ben és az ARC-ban lévé
kisspeptin neuronok neurokémiai jellemzésére — kettds immunfluoreszcens jelolés

A RP3V-t (OVX+E2 csoportbol szarmaznak) ill. az ARC-t (OVX+olaj csoportbol
szarmaznak) tartalmazo metszeteket a kovetkezd primer szérumok keverékében
inkubaltuk: nydl anti-KP (1:10000) és juh anti-galanin (1:20000) vagy tengeri malac
anti-neurokinin B (NKB, 1:500, P. Ciofi ajandéka). Biotin-tiramid amplifikalas utan a
KP immunreaktivitast Alexa594 streptavidinnel tettiik lathatova. A juh anti-galanint
pedig FITC-konjugalt szamar anti-juh IgG-vel, a NKB-t FITC-konjugalt szamar anti-

tengeri malac IgG-vel mutattuk ki.

Galanin illetve NKB kolokalizalasa KP-nel a GnRH neuronok afferenseiben — harmas
immunfluoreszcens jelélés

Az OVX+E2 ¢és az OVX+olaj csoportokba tartozd egerekbdl szarmazé GnRH
neuronokat tartalmazé metszeteket (1.18-0.26mm Bregma szintekrél (253)) a
kovetkez6 primer szérumok keverékében inkubaltuk: monoklonalis egér anti-GnRH
(A4E1; 1:1000; D. W. Silversides ajandéka), nyul anti-KP (1:1000) és juh anti-
galanin (1:20000) vagy tengeri malac anti-neurokinin B (1:500). Biotin-tiramid
amplifikalas utan a GnRH immunreaktivitist AMCA avidinnel tettiik lathatova. A

nyul anti-KP-t CY3-mal konjugalt szamar anti-nytl IgG-nal, a juh anti-galanint FITC-
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konjugalt szamar anti-juh IgG-vel, a NKB-t pedig FITC-konjugalt szamar anti-tengeri
malac IgG-vel jeloltik.

GnRH-IR sejtek KP-IR afferenseinek ultrastrukturdalis vizsgalata - szinaptikus
kapcsolat kimutatasa

KP (1:20000) szérumban inkubaltuk, majd az antigént eziistoz6tt NiDAB-bal tettiik
lathatova. A masodik antigént, a GnRH-t tengeri malac anti-GnRH szérum (#1018; E.
Hrabovszky; 1:10000) segitségével, DAB-bal mutattuk ki.

Konfokalis mikroszkdpia

A kettés immunjelolt metszetekb6l az RP3V és az ARC harom-harom rosztrokaudalis
szintjébol (RP3V: Bregma 0.26-0.38mm, 0.14mm, -0.1-0.02; ARC -1.46-1.7mm, -
1.82-1.94mm, -2.46-2.54mm) végeztik a konfokalis elemzést, mely soran
meghataroztuk azon KP neuronok aranyat, melyek galanint ill. NKB-t tartalmaznak.
Az adatok atlag+SEM formaban szerepelnek (Téblazat 2). A harmas immunjelolt
metszeteket harom régidra osztottuk (226): 1.18-0.98; 0.86-0.74; 0.62-0.26mm ¢és
mindharom régiobol két-két metszetet analizaltunk, mely soran meghataroztuk a
GnRH perikarionokon és proximalis dendritekenen 1évé KP appoziciok szamat és a
KP-IR boutonok aranyat, melyekben galanin vagy NKB immunreaktivitast is

talaltunk.

Kontrollok
A 4.2 alfejezet végén leirtak kiegészitéseképp: a tengeri malac anti-NKB primer
szérum (264) és az egér anti-GnRH primer szérum (265) specificitdsat korabban

leirtak.

Galanin és KP mRNS detektdlasa és kolokalizalasa az RP3V és az ARC neuronjainak
neurokémiai jellemzésére - kvantitativ kettés in situ hibridizacio

Digoxigeninnel jelslt KP ¢és a *S izotoppal jeldlt galanin probék felhasznalésaval
OVX+E2 egerekben az RP3V-ben (n=3), OVX+olaj egerekben pedig az ARC-ban
(n=3) vizsgaltuk, hogy a KP neuronok hany szazalékaban talalhat6 galanin mRNS.
Minden negyedik OVX+E2 egérbdl szarmazd RP3V-t és OVX-+olaj allatbol szarmazo
ARC-t tartalmazd metszetet processzaltunk. A KP mRNS pozitiv sejteket
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fluoreszcens mikroszkop segitségével (excitacid 540-590nm, 595nm-es hullamséav-
szird, emisszid 600-660nm), az azonos latotér autoradiografias jelét pedig sotét
hatteres megvilagitas mellett azonositottuk. Minden metszet minden latéterét azonos
paraméterekkel, azonos expozicid mellett fotoztuk 40x objektivvel. Az elemzést
Image J szoftverrel végeztiik: adott kiiszob érték mellett meghataroztuk, hogy egy-egy
fluoreszcens sejt teriiletének hany szazalékat foglaljak el az eziist szemcsék. Minden
metszeten meghataroztuk a hattér szazalék értékét is, egy KP sejtet akkor tekintettiink
kettésen jeloltnek, ha a jel egységnyi teriileten a hattér legalabb haromszorosat elérte
(224). Allatonként meghataroztuk a kettésen jelolt KP sejtek szazalékat, az egyes
allatokra vonatkoz6 értékekbdl atlag=SEM értéket kaptunk.

4.3.4. A kisspeptin rendszer morfolégiai jellemzése human hipotalamuszban
Kisspepti-immunreaktiv sejtek térképezése ndk és férfiak hipotalamuszaban

Minden huszadik metszetet a kdvetkezd primer antiszérumok egyikében inkubaltuk:
nyul anti-KP (#566, 1:25000) illetve juh anti-KP (GQ2, 1:200000 az acroleinnal fixalt
metszeteknél és 1:100000 a PFA-val fixaltaknal). Az elébbi tiz aminosav hosszu KP
fragmens ellen termeltetett, mely 90%-ban megegyezik a megfelel6 human KP
szekvencidval. KP-KO egerek felhasznalasaval kimutattak, hogy specifikusan a KP-
hez kotédik, azonban human széveteken még nem validaltak. A GQ2 az 54 aminosav
hosszt human KP ellen termeltetett, a KP-54-en kiviil felismeri a KP-14 és a KP-10
formakat is, viszont nem ismeri fel az egyéb human RF amid peptideket (266). A KP
immunreaktivitast eziist intenzifikalt NiDAB-bal tettiik lathatova.

Ezt kovetdéen a metszeteket targylemezekre huztuk, a metszetek egy harmadik
csoportjaval egyiitt, melyeken Nissl festést végeztink, hogy az immunjelolt
metszeteken valo tdjékozodast segitsiik. A Nissl festett metszeteket Zeiss Axiolmager
M1 mikroszkop, AxioCam MRc 5 digitalis kamera és AxioVision 4.6 software (Carl
Zeiss, Gottingen, Németorszag) felhasznalasaval beszkenneltik. Ezen képek
segitségével sematikus abrakat készitettiink CoreIDRAW11 software-rel feltiintetve
rajtuk a KP-IR strutirakat.

Nemek kozti kiilonbségek analizise
A juh anti-KP primer szérummal jelolt metszeteken sszehasonlitottuk a KP-IR rostok
mennyiségét 200-szoros nagyitas mellett 5X5 okularis grid segitségével 25 mezében

(0.0625mm? teriileten) a periventrikulris (PeN) ¢és az infundibularis magban (Inf). A
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KP-IR sejttesteket hasonld modon szamoltuk 100-szoros nagyitas mellett (0.25 mm®
teriileten). Az egyes agyaknal azt a maximalis szamot vettilk figyelembe, melyet
egyazon régid vizsgalatakor a kiilonbozé metszeteken kaptunk. Két utas ANOVA
analizissel vizsgaltuk a nemek kozti és a fixalas okozta kiilonbségeket. Altalanos
regresszio analizissel nemenként ellendriztiik az életkor hatasait a vizsgalt

paraméterekre.

Human GnRH-IR és KP-IR idegsejtek morfologiai kapcsolatanak vizsgalata - KP-IR
rostok GnRH neuronokkal kialakitott kontaktusainak azonositasa

A KP immunreaktivitast nytl illetve juh anti-KP szérum felhasznalasaval a fent leirt
modon detektaltuk, majd a metszeteket nyul anti-GnRH primer szérumban inkubaltuk
(LR-1, 1:20000, R. A. Benoit ajandéka), a szignalt DAB-bal mutattuk ki. A kettésen
jelolt metszeteket lefedtiik és minden GnRH neuront lefotoztunk. A KP-IR rostok és a
GnRH neuronok kontaktusainak szdmat 630-szoros nagyitds mellett szamoltuk. Egy
utas ANOVA-val vizsgaltuk, hogy a kontaktusok szamaban ¢s a kontaktust képezd

GnRH neuronok ardnyaban van-e nemek kozti kiilénbség.

Kisspeptin és neurokininB immunreaktivitas vizsgdalata a human agy preoptikus és
A preproNKB detekciojahoz Gjonnan eldallitott primer szérumokat (IS-681, 1S-682)
hasznaltunk, melyhez a human preproNKB 28 aminosav hosszii szakaszaval
immunizaltak nytlakat (P. Ciofi ajandéka).

A kettés immunfluoreszcens jelolés eldtt a metszeteket Sudan feketével kezeltiik a
lipofuszcin lerakodasok miatt jellemz6 autofluoreszcencia csokkentésének érdekében
(267). A metszeteket ezutan a kovetkezd primer szérumok keverékében hagytuk 48
oran at: juh anti-KP (1:10000) ¢és nyul anti-preproNKB (IS-681, 1:1000). A KP
immunreaktivitds vizualizalasahoz FITC konjugéalt szamar anti-juh szekunder
antitestet, a preproNKB-hez pedig CY3-mal konjugalt szamar anti-nyul IgG-t.

A metszeteket konfokalis mikroszkoppal analizaltuk. N6i mintakbol harom olyat
valasztottunk ki, melyek metszeteiben alacsony volt az autofluoreszcencia, és
meghataroztuk, hogy a KP-IR rostok hany szazalékaban expresszalodik preproNKB a

Pe és az Inf teriiletén.
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5. Eredmények

5.1. GnRH neuronokban 6sztrogén receptor agonistak kivédik az oxidativ stressz
okozta mitokondrialis membranpotencial — csokkenést in vitro

GT1-7 sejtek H,0, kezelése koncentracio-fiiggé modon csokkenést okoz a sejtek altal
felvett DIOC6 fluoreszcencidjanak intenzitdsdban, mely a mitokondridlis
membranpotencial csokkenését jelzi (8. A dbra).

A HyOs-nak ezen hatdsat mind a 17(-Osztradiollal, mind a szelektiv Osztrogén
receptor agonistakkal (szelektiv ERa agonista: PPT, szelektiv ERf agonista: DPN)
valo kezelés (10pM) kivédi, a H,O, okozta membranpotencial csokkenés
szignifikansan kisebb a kezelt csoportokban a kontrollhoz viszonyitva, melyet ER

agonista-mentes mediummal kezeltiink (8. B, 9. abra).

A DIOCS fluoreszcencia intenzitasa (%) B DIOCE fluoreszcencia intenzitasa (%)
120 120
100 100
80 80
60 n 60
40 40
20 20
0 0
& & \g\&” “&9” §P‘
8 R & @QQ

8. abra A: H,0, hatasara a DIOC6 fluoreszcencia intenzitasa szignifikansan csokkent a
GT1-7 sejtekben a a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0.05). B: DIOC6 fluoreszcencia
intenzitasa GT1-7 sejtekben. A sejtek dsztrogén receptor agonistakkal torténd elokezelése
kivédte a H,O, okozta mitokondrialis membranpotencial-csokkenést (p<0.05). DPN: 2,3-
bis(4-hydroxyphenyl) proprionitril, szelektiv ERB agonista; E,: 17B-6sztradiol; PPT:
propylpyrazol triol, szelektiv ERa agonista
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kontroll kontroll+ 100uM H,0,

DPN+100uM H,0,

PPT+100uM H,0,

E2+100uM H,0,

9. dbra A GT1-7 sejtek mitokondrialis membranpotencial (AW,,)-fiiggé DIOC6 felvétele.
A kontroll csoportban a fluorokrom elsésorban a mitokondriumokban halmozodik fel (A).
Oxidativ stressz hatasara csokken a AW, melynek hatasara kevesebb DIOC6 jut a
sejtekbe, ezt a fluoreszcencia intenzitdsanak csokkenése jelzi (B). Az Osztrogén receptor
(ER) agonistak (DPN, PPT, E2) onmagukban nem befolyasoltak a fluoreszcencia
intenzitasat (C, E, G) az A panelben illusztralt csoporthoz viszonyitva. A sejtek ER
agonistakkal tortént 24 oras el6kezelése megvédte a mitokondriumokat a AW,

csokkenésétol (D, F, H).
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5.2. A Kkisspeptin neuronok kozvetithetik a cirkadidn szignalt a GnRH neuronok
felé

A husz PHA-L beadasbol a goc hat esetben volt a SCN-ban, ebbdl harom nem terjedt
tul a mag hatérain (10. A abra). Mindharom esetben jeldlt rostok nagy szamban voltak
megfigyelhetok az ipszilateralis RP3V teriiletén, néhany azonban a kontralateralis
oldalon is lathato volt. Hairmas immunfluoreszcens jeloléssel VP- é¢s PHA-L kettésen
jelolt axonterminalis appozicidjat mutattunk ki a KP sejteken (10. B&C abra), mely
arra utal, hogy a SCN VP neuronjai beidegzik az RP3V KP idegsejtjeit.

e az Osztrogén mennyisége, illetve, hogy beidegzés mértékében kimutathato-e nemek
kozti kiilonbség. E kérdések megvalaszolasara a RP3V-ban KP, VP és galanin harmas
immunfluoreszcens jeldléseket végeztiink szimultan, négy allatmodellbdl - intakt
himekbdl, didsztruszos, OVX+E2-lal kezelt valamint OVX+olajjal kezelt
néstényekbdl - szarmazo metszeteken.

Korabbi eredményekhez (221, 224) hasonloan tobb KP-IR sejttestet mutattunk ki az
OVX+E2 ndstény RP3V régioban az OVX ndstényekhez képest (248+13.57 versus
179.33+13.39, P<0.05, Tablazat 1). Himekben atlagosan 5.33+0.88 KP neuront
talaltunk a vizsgalt teriileten. A KP neuronokat galanin és VP rostok vették kortil (10.
H abra). VP-IR varikozitasok appoziciokat képeztek a KP sejttesteken (10. G&H
abra). Az Osszes VP-IR appoziciok mindossze 2%-a tartalmazott galanint (10. H
abra). Az OVX néstények RP3V régiojaban a KP neuronok 30.79+1.63%-an talaltunk
VP boutonokat, ezt az aranyt az Osztrogén kezelés szignifikansan (p<0.05)
megnovelte 46.95+1.88%-ra. Az Osztrogén kezelés a KP neuronokon 1évé atlagos
bouton-szamot is szignifikansan megnovelte (0.40+0.03-r61 0.62+0.05-ra, p<0.05). A
himek kis szdmu KP neuronjain hasonld aranyban mutattunk ki VP-IR appozicidkat,
mint a néstényekben (57.61+11.35%). A VP-nel ellentétben VIP-IR varikozitdsok a
modelltd] fiiggetleniil nagyon ritkan képeztek appoziciokat a KP neuronokon (10. I
abra).

Elektronmikroszkopiaval vizsgaltuk a KP- VP-IR struktarak kozti appoziciok
ultrastrukturalis jellemz6it. Egymast kovetd, szomszédos ultravékony metszeteken
szimmetrikus szinapszisokat azonositottunk a VP-IR terminalisok és KP-IR sejttestek

kozt (11. abra).
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OVX-+olaj OVX+E2 Digsztrusz néstény Intakt him

b ab
KP-IR neuronok 17933£13.90" 248+13.57 183.66£20.48 5.33:0.88"
Szama
VP-IR appoziciék b ,b b
[ 7ima KP nouronokon|  30.79+1.63" 46.95+1.88 33.67+4.89" 57.61411.37"

%

|A KP neuronokon 1évd) a b ab ab
VP-IR appoziciok 0.40+0.03 0.62+0.05 0.4520.08 0.75+0.22"
4tlagos szdma

Tablazat 1 A tiblazat a KP-IR neuronok szamat, VP-IR appoziciokat fogado KP-IR
sejtek szazalékos aranyat valamint, a KP-IR sejteken atlagosan végz6dé axonok szamat

mutatja ovariektomizalt (OVX+olaj), ovariektomizalt Osztrogén kezelt (OVX+E2),

10. abra (kovetkez6 oldalon) Anterograd tracerrel (PHA-L) torténé palyajelolés és tobbes
immunfluoreszcens jel6lés mutatja a suprachiasmaticus mag (SCN) és a rosztralis
periventrikularis régio kisspeptin (KP) idegsejtjei kozti neuronalis kapcsolatot. A PHA-L
injekcios gocot Ni-DAB jelzi a SCN-ban (A). KP (piros), PHA-L (zold) és vazopresszin
(VP, kék) harmas immunfluoreszcens jelolésével PHA-L- és/vagy VP-immunreaktiv (IR)
appoziciokat lathatok a KP neuronokon (B). A nagy nagyitast képen példa (C) lathato KP-
IR neuronon (nyil) talalhatoé PHA-L és VP kettdsen jelolt appoziciora. A VP rostok
suprachiasmaticus eredetét azok galanin immunnegativitasa jelzi. VP-IR varikozitasok KP
neuronok perikaryonjaival és proximalis dendritjeivel képezett kontaktusait azonositottuk
a RP3V teriiletén (D-F), ahol a KP-t kékkel (D) a galanint pirossal (E) a VP-t zélddel (F)
jeloltiik. A VP-IR, galanin immunnegativ appoziciokat nyilhegyek mutatjak (G, H). A VP-
IR appozicidk 2%-aban galanin is kimutathatoé volt.A vazoaktiv intesztinalis polipeptid
(VIP)-IR axonok KP neuronokkal képezett kontaktusai csak ritkan voltak megfigyelhetok
(D). A képek az osszes (B, D-F) vagy két szomszédos (C, G-I) optikai szelet
Osszevetitésével késziiltek.

A léptéket jelz6 szakaszok: S0pm (A), 20um (B), 15um (C), 30um (F) és 15um (I).
AVPV: anteroventralis periventricularis mag; MPOM: medialis preoptikus mag medialis

része; PeN: periventricularis preoptikus mag.
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5.3. Kisspeptin neuronok kiilonb6zé alpopuliciéi vesznek részt GnRH idegsejtek

beidegzésében

A korabban intakt ndstény egerek GnRH neuronjain kimutatott KP-IR appoziciok
(226) mennyiségét vizsgaltuk konfokalis mikroszkoppal —6sztrogénnel illetve
kontrollként olajjal kezelt néstény egerekbdl szarmazé immunfluoreszcens kettésen
jelolt metszeteken. Az analizist a GnRH sejttesteket tartalmazo POA teriiletének
harom rosztrokaudalis sikjanak megfeleld metszeteken végeztik. A korabbi

eredményeknek megfeleléen mindkét ndstény modellben a rosztralis sikban alig, mig
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a kaudalisakban nagy szamban figyeltiink meg KP-IR kontaktusokat. A kaudalis
sikokban a 24 6ras Osztrogén kezelés nem valtoztatta meg sem a kontaktust fogado
GnRH neuronok aranyat (OVX-+olaj csoport: 73.90+4.32%, OVX+E2 csoport:
80.07+5.81%, p=0.4, n=4), sem az appozicid/sejttest szamot (OVX+olaj csoport:
1.98+0.31, OVX+E2 csoport: 2.38+0.37, p=0.38, n=4).

A GnRH neuronokon lévé KP-IR kontaktusok ultrastrukturdlis vizsgalataval
axoszomatikus ¢és axodendritikus kontaktusok kozt kimutattunk mind szimmetrikus
(12. B, B’ abra) mind aszimmetrikus szinapszist (13. C-C*’ abra), mely mutatja a
GnRH neuronok KP afferenseinek kiilonbozoségét.

A harmas immunfluoreszcensen jelolt metszeteken a GnRH neuronokon 1évé KP-IR
appoziciok konfokalis vizsgalataval kimutattuk, hogy OVX+olaj allatokban a KP-IR
varikozitasok 5.78+1.57%-aban talalhato galanin immunreativitas (12. D abra), és
minddssze 2.08+2.08%-uk NKB immunpozitiv (12. E 4bra). Az Osztrogén-kezelt
egerekben a KP appoziciok magasabb aranyban tartalmaztak mindkét neuropeptidet,
galanin 22.5+2.41%-ukban fordult eld (p<0.05), mig a NKB 5.614+2.57%-ukban
(p>0.05). A GnRH neuronokon vizsgalt boutonok neuropeptid tartalma tehat
eredményeink szerint Osztrogén szabalyozas alatt allnak, mely jelzi az Osztrogén
fiziologiai szerepét a vizsgalt neuropeptidek szintézisében és/vagy felszabadulasaban.
A KP-IR sejttestek fenotipusanak vizsgalatahoz kétféle egér modellt hasznaltunk,
hogy a KP neuronok maximalis szamat mutathassuk ki mind a RP3V-ben, mind az
ARC-ban. A KP expresszi6 magasabb szintje miatt OVX+olaj ndstényekben
vizsgaltuk az ARC-béli kolokalizaciot, mig OVX+E2 allatokbol szarmaznak az
RP3V-re vonatokoz6 adataink. Ezen kezelések mellet az egerek kolhicint is kaptak az
oldalkamrajukba, hogy tovabb noveljikk a perikarialis KP-szintet. A kett6sen jelolt
metszetek konfokalis elemzésével kimutattuk, hogy az ARC mag KP-IR neuronjai
98.1+1.3%-ban NKB-t (13. A-D abra), ettdl szignifikansan kevesebb, 12.5+1.92%-uk
galanint (13. E-H abra) tartalmaznak. A RP3V KP neuronjai jévan nagyobb aranyban
expresszalnak galanint, 87.84+2.65%-uk galanin-IR (13. I-L 4bra). /n situ hibridizacid
alkalmazasaval szintén detektaltunk KP-galanin koexpressziot mindkét régioban, az
ARC magban a KP neuronok 42.5+12.52%-aban expresszalodik galanin, a RP3V-ben
pedig 38.67+11.57%-a galanin pozitiv (13. M, N abra).
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12. abra: Kisspeptin (KP)-immunreaktiv kontaktusok GnRH neuronokon. A: Gyantaba
agyazott metszeten nyilak jelolik a KP-IR varikozitasokat (fekete eziist-arany szemcsékkel
jelolt) a GnRH neuronon (barna DAB-bal jeldlt, nyilhegyek mutatjak egyik oldalrol a
korvonalat). B: elektronmikroszkopos képen KP terminalis lathatd egy nem jelolt (fekete
nyilhegyekkel jelolt) és egy GnRH-IR dendriten (fehér nyilhegyek mutatjak). A
bekeretezett teriilet a B’ képen lathato kinyagyitva, ahol a szimmetrikus szinapszist
nyilhegyek jel6lik. C: Aszimmetrikus szinapszis (fekete nyil mutatja) KP-IR terminalis és
GnRH-IR sejttest kozt. A bekeretezett teriilet nagy nagyitassal lathato két szomszédos
meszeten (C’, C””). A képeken sargara szineztiik a DAB-bal jelolt GnRH-IR dendriteket és
perikarionokat, pirosra a NiDAB-bal jelolt KP-IR struktirakat.

D-E: A harmas-jelolt immunfluoreszcens metszetek konfokalis elemzése feltarta, hogy a
GnRH neuronokon (kék) 1évé KP appoziciok (piros) egy része galanint (zold, D) illetve
NKB-t (z61d, E) tartalmaz.

A 1éptéket jelz6 szakaszok: 500nm (B, B’, C*, C”’), lum (C), 10um (D, E), 20pum (A).
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neuropeptid OVX+olaj (%) | OVX+E2 (%)
KP-IR scjttest az galanin — 87.8442.65
RP3V-ben, melyben
termelédik NKB — B
KP-IR sejttest az galanin 12.5+1.92 —
ARC-ban, melyben
termeladik NKB 08.1+1.3 —
KP-IR galanin 5.78+1.57 22.5+2.41
appoziciokban
iclen van NKB 2.08+2.08 5.61+2.57

Tablazat 2 A kisspeptin (KP)-immunreaktiv (IR) strukturdk, melyekben galanint vagy
neurokinin B-t (NKB) mutattunk ki a rosztralis periventrikularis régiéban (RP3V) illetve a
nucleus arcuatusban (ARC). A sejttestekben el6forduld kolokalizaciot a régionkénti
maximalis KP expresszié elérésé¢hez ovariektomizalt osztrogén-kezelt (OVX+E2, n=3)
néstényekben vizsgaltuk, mig ugyanezt az ARC-ban OVX olajjal kezelt (OVX+olaj, n=3)
egerekben. A KP-IR varikozitdsokban 1év8 kolokalizaciot mindkét allat modellben

vizsgaltuk (n=4).

13. dbra (Kovetkez6 oldalon) Kettés immunfluoreszcens jeldlés: neurokinin B (NKB) ill.
galanin expresszio kisspeptin (KP) immunreaktiv (IR) neuronokban kolhicin-kezelt egerek
immunreaktivitas vizualizdlasdhoz Alexa594 streptavidint, a NKB-hez és galaninhoz FITC
fluorokromot hasznaltunk. A-D: A fotokon a KP- (A, C, D) és a NKB-IR (B, C, D)
neuronok megoszlasa lathatdo ovariektomizalt (OVX) egér ARC-ban. A kettdsen jeldlt
(sarga) neuronokra a C és D abran latunk példat. E-H: A fotokon a KP- (E, G, H) és a
galanin-IR (F, G, H) neuronok megoszlasa lathato ovariektomizalt egér ARC-ban. A
kettésen jelolt (sarga) neuronokra a G és H abran latunk példat. I-L: A fotokon a KP- (I, K,
L) és a galanin-IR (J, K, L) neuronok megoszlasa lathato ovariektomizalt dsztrogén kezelt
(OVX+E2) egér RP3V-ben. A kett6sen jelolt (sarga) neuronokra a K és L abran latunk
példat. M-N: Kettés in situ hibridizaciéval galanin mRNS-t (s6tét hattér mellett fotozott,
fehér szinben latszo eziist szemcsék csoportosulasa jelzi) mutattunk ki KP-t expresszalo
neuronokban (piros immunfluoreszcens jel) az RP3V-ben.

A 1éptéket jelzd szakaszok: S0um (C, G, K) és 20um (D, H, L, M, N).
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5.4. Kisspeptin immunreaktiv idegsejtek megoszlisa és fenotipusa human

hipotalamuszban

5.4.1 A Kisspeptin immunreaktiv sejttestek és axonok megoszliasa a néi agy
hipotalamuszaban

Nyul anti-kisspeptin antitesttel stirii KP rosthalozatot mutattunk ki a medialis
hipotalamuszban (13. és 14. abra). A fixalasbeli kiilonbség nem befolyasolta a
legnagyobb szamban az organum vasculosum laminae terminalis teriiletén (OVLT,
14. C abra), a periventrikularis mag ventralis részén (Vpe, 14. B), a periventrikularis
magban (Pe, 14. G, H abra és 15. C, G ébra), anteromedialis és anterolateralis
preoptikus magban, paraventrikularis magban (Pa, 14. A, D, G, H abra és 15. A ébra),
az infundibulumban (Inf, 15. E abra), dorsomedialis magban (DMH, 15. C, F dbra), a
dorzalis hipotalamikus areaban (DHA, 15. H dbra) voltak talalhatok.

A nyul antitestek csak kevés KP-IR sejttestet jeloltek (16. A, C abra), ezzel
szemben a juh anti-KP szérummal jelent6s szamu perikaryont detektaltunk az
infundibulumban  (16. D abra), az infundibularis nyélben (16. C abra), a
periventrikularis teriilet rosztralis részén (16. A abra), a paraventrikularis mag anterior

parvicellularis (PaAP, 16. A abra) és magnocellularis (PaMc, 16. B abra) részében.
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5.4.2 Nemek kozti eltérés a Kisspeptin immunreaktiv struktiurak megoszlasaban
Mind a nyal, mind a juh KP szérummal kevesebb KP-IR rostot mutattunk ki a
férfiakbol szarmazo metszeteken, mint a nékbol szarmazokon (16. D, E abra). A
0.0625mm?>-re esé rostok szdma az Inf (212.1+58.2 ndkben vs. 29.6+7.1 férfiakban,
p<0.05) és a Pe (114.0+17.9 ndkben vs. 29.0+7.6 férfiakban, p<0.05) teriiletén is
robosztus nemek kozti kiilonbséget mutat (Tablazat 3).

Sejttestek vonatkozasaban az egyik szembetiiné kiilonbség, hogy mig a nék rosztralis
ezen régioban nem figyeltiink meg sejttesteket (16. A, B abra). Ezen kiviil férfiak
esetében szignifikansan kevesebb KP perikaryont jeloltink az Inf-ban, mint ndkben
(0.25mm’ teriiletegységre esé sejttestek szédma: (49.3+4.6 ndkben vs. 7.7+7.6
férfiakban, p<0.05, Tablazat 3).
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16. abra (el6z6 oldalon) Kisspeptin-immunreaktiv sejttestek és rostok humén
hipotalamikus metszeteken. Szintén a 27 éves nd hipotalamuszabol készitett metszeteken a
juh anti-KP szérummal a nytl antiszérumhoz hasonlé rost megoszlast, emellett nagyobb
szamu, nagyobb jel intenzitasu sejttesteket mutattunk ki a periventrikularis mag ventralis
részében (Vpe, A), a paraventrikularis mag anterior parvicellularis (PaAP, A) és
infundibularis nyélben (InfS, C). A 31 éves férfi hipotalamuszabol szarmazo
infundibulumban sokkal kevesebb KP rostot és sejttestet detektaltunk (E). Az A-D
panelekben a nyilak a KP-IR perikaryonokra mutatnak. A 1éptéket jelz6 szakaszok: 2.5mm

a sematikus abraknal, 25um a fotokon.

350
-
i 300 0 rostok szama/
= 0.0625mnd
£ E 250
=
£%
s 200
= B sejttestek szama/
=5 150 0.25mm?
é z
%E 100 .
% w
] 50
g 1 L d
0 , ol o (e
2Méy  46év  49év  Tdév 26év 2év  2Bév ey S2év 5év BBV

Tablazat 3 Kisspeptin-immunreaktiv rostok és sejttestek szama a kiilonb6z6 életkora néi

¢és feérfi hipotalamusz infundibulumaban.

5.4.3 A Kisspeptin rostok GnRH neuronokkal Kkialakitott kontaktusainak
jellemzése

Kettés immunhisztokémiai jeloléssel jelentds szamu KP-IR appoziciot mutattunk ki a
GnRH neuronokon (17. ébra) mind a nyul, mind a juh KP szérummal. Sejtenként
eltéré mennyiségli kontaktust szamoltunk a kiilonb6z6 agyakbol késziilt metszeteken,
a nokbdl szarmazo metszeteken 0.7+0.5, férfiakbol szarmazokon 0.12+0.05
kontaktust azonositottunk. Nékben a GnRH neuronok 25.8+15.0%-an, mig férfiakban

e sejtek 8.3+3.6%-an talaltunk appoziciot.
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17. abra Kettés immunhisztokémiai jeloléssel kisspeptin-immunreaktiv (eziist-arannyal
intenzifikalt NiDAB), nyilakkal jelolt appoziciokat mutattunk ki néi GnRH neuronok
(DAB) perikaryonjan (A,B) és dendritjén (C, D) nyul anti-KP ¢és juh anti-KP szérum
hasznalataval egyarant (E, F). Néhany juxtapoziciot férfi agybol készitett metszeteken is

kimutattunk (G). A léptéket jelz6 szakasz: Spm.

5.4.4 A Kisspeptin neuronok preproneurokinin B immunreaktivitiasa

A juh anti-kisspeptin szérum felhasznalasaval kimutattuk, hogy az Inf-ban a KP-IR
sejttestek  77.0£13.8%-a preproNKB immunreaktivitast is mutat, ugyanakkor a
preproNKB sejttestek 95+3.1%-a tartalmaz KP-t. Kettésen jelolt varikozitasokat
talaltunk az Inf (18. D, F abra) és az InfS (18. G-I abra) teriiletén. Az Inf-ban a KP-IR

axonok 56.5+7.8%-aban mutattunk ki preproNKB immunreaktivitast, mig a Pe
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régioban szignifikansan kisebb hanyadukban (p<0.05), 13.6 +7.9%-ukban. Ezzel
szemben az LSV KP-IR rostjai preproNKB-re immunnegativnak bizonyultak
(<0.5%).

18. abra Kisspeptin (zold) és preproneurokinin B (piros) immunfluoreszcens jelolésével
szamos immunreaktiv sejttestet mutattunk ki a 46 éves né Inf-ban (15A-C). A kettésen
jelolt sejteket a kettds nyilak jelolik, kisebb hanyaduk egyesen jelolt, ezeket egyszerti
nyilak jellik. Az Inf és az InfS KP rostjai jellemzden NKB tartalmutak (15D-I). A Iéptéket
jelzo szakaszok: 50pum (C), 10um (F and I).
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6. DiszKusszié

6.1. Osztrogén protektiv szerepe a GnRH neuronokban

Az 6sztrogén a reprodukcids rendszerben kifejtett hatasain tul, befolyasolja a
kardiovaszkularis funkciokat (268), a memoriat (269), a csontok anyagcseréjét (270)
és az immunrendszer miikodését (271) is. A sejtek, azon beliil is a neuronok
védelmében betdltott szerepére is egyre tobb tanulméany utal (111, 112, 272-275).
A neuronok energia igényét szinte kizarolag a mitokondriumaik ATP termelése
fedezi. Kiilonbozo stresszorok, mint példaul neurotrofikus anyagok megvonasa,
szovetsériilés, excitatorikus aminosavak extracellularis szintjének novekedése rontjak
a mitokondriumok mitkddését. Oxidativ stressz esetén a sejtbe aramlo Ca®'
megsziinteti a mitokondriumok bels6 membranjanak impermeabilitasat, a
mitokondrialis membranpotencial Osszeomlik. Ezt a mitokondriumok duzzadasa
kiséri, mely soran bel6likk citokrom c s apaf-1 aramlik a citoplazmaba, ahol aztan
kaszpazokat aktivalnak és sejthalalt indukalnak. A mitokondriumok karosodasa tehat
az ATP szint csokkenését €s reaktiv oxigéngyokok tovabbi emelkedését vonja maga
utan, melyek az apoptézis és nekrozis f6 kivaltd okai. Az Osztrogén sejtvédd
hatasainak kutatasaban ezért a mitokondrialis funkciok vizsgalata kiemelt szerepet
jatszik (276).
Az Osztrogén az oxidativ foszforilacio novelésével és az ATPaz aktivitas
csokkentésével igyekszik megdrizni a sejt ATP szintjét (277), noveli az
antiapoptotikus fehérjéek expressziojat, melyek a mitokondrium
membranpotencialjanak stabilizalasahoz is hozzajarulnak (278, 279), és megnoveli a
glutation sejten beliili mennyiségét (280). Szamos kisérlet bizonyitja, hogy az
Osztrogén sejtvédd hatasait ER-ok kozvetitik. Hippokampalis immortalizalt sejteken

kimutattak, hogy az 0sztrogén ERa és ERP kozvetitésével nagymértékben csokkenti a

morfologiai abnormalitas jellemz6é (283). Human neuroblasztoma sejteken végzett
vizsgalatok szerint az 6sztrogén ER-okon keresztiil noveli meg a detoxifikacios és a
sejtek tulélését segitd gének expresszidjat (275), hippokampalis sejtvonalon pedig

csokkenti a kainsav okozta sejtpusztulast, (272).
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Az Osztrogén sejtvédé hatdsanak egyik célpontja a GnRH neuronokban is a
mitokondrium lehet. Ezt tamasztja ala az immortalizalt GnRH neuronokon végzett
vizsgalataink eredménye is, mi szerint 24 0ras §sztrogénexpozicido megakadalyozza az
oxidativ stressz hatasara bekovetkezd mitokondridlis membranpotencial csokkenést.
Az alkalmazott alacsony 0sztrogén koncentracio (10pM) miatt arra gondolunk, hogy
nem az alkalmazott 17p-6sztradiol, illetve szelektiv ERa illetve ERP anatgonistak
6nallé antioxidans hatasarol, hanem Osztrogén receptorok kozvetitésével létrejovo
folyamatrol van sz6. Bar az 6sztrogén fenolos A gytirijének C3-as pozicidjaban 1évo
hidroxil csoport antioxidans hatassal bir (71, 284, 285), ahhoz, hogy ez érvényesiilni
tudjon az Osztrogén molekulanak kellen magas (mikromolaris) koncentracioban kell
jelen lenni. Azokban a oxidativ stressz modellekben, amelyekben igazoltak az
Osztrogén neuroprotektiv hatasat (66) (286-290) (291), arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy az Osztrogén a hatdsat a fiziologidsnak mondhatd (nanomoléris vagy annal
alacsonyabb) koncentracioban elsésorban ER-ok révén fejti ki (69, 282). Igy a mi
vizsgalati koriilményeink is azt feltételezik, hogy a GTI-7 sejtek mitokondriumaira
gyakorolt hatas kozvetitésében ER-ok vesznek részt. Mégpedig nagy valosziniiséggel
mindkét altipus, mivel a szelektiv ERa (PPT) és ERB (DPN) agonistak ugyanolyan
mértékli  védelmet biztositottak a  sejtjeinknek, mint a 17f-Osztradiol.
Eredményeinkbdl arra is kovetkeztetiink, hogy a kétféle ER altipus hasonldo modon és
mértékben jarul hozza a GT1-7 sejtek oxidativ stressz elleni védelmében. Nem
zarhatd ki azonban az sem, hogy az Osztrogén, valamint az alkalmazott szelektiv
agonistak ER-oktol fiiggetleniil, mas fehérjén keresztiil is kifejtik a hatasukat (292-
294). Ismert példaul, hogy az ubiquiter mitokondralis FOF1-ATPase is 0sztrogén-
szerkezetli molekulak célfehérjéje, azonban e fehérjében csak farmakologiai dozisok
valtanak ki szamottevé hatast (295). Az ER kozvetitésével az ER agonistak
transzkripcids valtozasokat idézhetnek eld, mely kiindulhat a magi és a mitokondrialis
genombol egyarant. A 24 oras kezelési protokollunk lehetdvé tette, hogy fehérje-
fehérje interakciok mellett genomikus valtozasok is kialakulhassanak az oxidativ
stressz  elleni  védelemben. Hasonléan azon horcség vesesejtjein  végzett
vizsgalatokhoz, amelyekben kimutattak, hogy az Osztrogén megnoveli a
mitokondriumokban a citokrom oxidazok és az ATP szintaz egyik alegységének
transzkripciojat (296), illetve olyan gének transzkripcidjat az ERE szakaszokon

keresztiil (297-300), melyek hozzajarulhatnak a mitokondrium stabilitasahoz.

56



Munkacsoportunk kimutatta, hogy GT1-7 sejtekben hasonld transzkripcios véaltozasok
kovetkeztek be 24 oras 6sztrogén-kezelés hatasara (80).

A mitokondridlis genom transzkripcidjanak befolyasolasahoz az ER-oknak a
mitokondriumba kell jutniuk és a matrixban 1évé mtDNS-hez kell kapcsoldédniuk. A
mitokondriumban lokalizalhaté ER-ok nemcsak a GT1-7 sejtek tulajdonsaga, hanem
szamos mas periférias szerv, vagy kozponti idegrendszeri sejttipus tulajdonsaga. fgy
példaul az emlédaganatbol szarmazé MCF7 sejtvonalban expresszalodo ERB génben
a mitokondriumba iranyitdé szekvencia mutathaté ki, ami azonban az ERa génbdl
hianyzik (301). Ennek ellenére mindkét receptor altipus detektalhatd volt az MCF7
sejtek mitokondriumaban, sét Osztrogén kezelés koncentracio- és idéaranyosan
megndvelte a mitokondrialis ERa és ERP sejten beliili hanyadat.

Az Osztrogén mitokondrialis hatasokon kiviil képes a magi genomban kodolt
neurotrofikus és neuroprotektiv fehérjék expresszidjara is hatni (302-3006), és aktivalni
olyan szignalizacios Gtvonalakat, melyek a neuroprotekciot segitik (307-310).
Reprodukcio csak a szervezet optimalis mitkodése esetén lehet sikeres, melyhez a
GnRH neuronok fokozott védelme is hozzatartozik, az olyan - altalaban atmenetileg
haté - stressz faktorokkal szemben, mint példaul hosszabb ideig tartd éhezés vagy
kiilonbozé fertézéses allapotok. GT1-7 sejtek vizsgalataval nyert eredményeink azt
jelzik, hogy az Osztrogén in vivo is hozzajarulhat a GnRH neuronok miikodésének
stabilizalasahoz.

Kisérleteinkbdl elsésorban arra kaphattunk valaszt, hogy az osztrogén milyen direkt
hatassal van a GnRH neuronok mitokondrialis membran potencialjara oxidativ stressz
esetén. Az Osztrogén in vivo korilmények kozott indirekt modon (pl. gliasejtek,
immunsejtek szignalmolekulain keresztiil) is kifejtheti véd6é hatasat a GnRH

neuronokon, melynek megértése tovabbi vizsgalatokat igényel.

6.2. Az Osztrogén és a cirkadian szignial konvergencidja a GnRH neuronokat
beidegzo kisspeptin sejtekben

Ragcesalokban a cirkadian jel elengedhetetlen az LH surge [étrejottéhez ¢és
idézitéséhez. A SCN neuronalis kapcsolatrendszere sziikséges az informacio GnRH
neuronok felé torténé tovabbitasahoz (181) (311-313) (183), melyben az eddigi
adatok szerint a mag VP- és/vagy VIP-IR efferensei vesznek részt (311) (202). Masok
¢és sajat vizsgalataink arra utalnak, hogy a circadian jel egérben f6leg indirekt modon,

az RP3V régio kisspeptin sejtjeinek részvételével tovabbitodik a GnRH neuronokhoz.
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Palyajelolési, konfokalis ¢€s ultrastrukturalis tobbes immuncitokémiai jeloléses
vizsgalataink a SCN-bol vazopresszinerg, monoszinaptikus kapcsolatot tart fel a
RP3V KP neuronjaival (10B, C 4bra), valamint e sejtek szinaptikus kapcsolatat
mutatta ki a GnRH neuronokkal. Mivel a szuprakiazmatikus VP-IR neuronoknak csak
egy toredéke veszi (11. abra) fel és tovabbitja a PHA-L-t, ezért az egyes
allatmodellekre jellemzé KP neuronok és VP afferensek kozotti innervacids mintazat
kvantifikalasra mas megkozelitést valasztottunk. /n  situ  hibridizaciés és
immunhisztokémiai irodalmi adatok szerint a szuprakiazmatikus VP neuronokban
mérheté galanin expresszid vagy immunoreaktivitds nincsen, (194, 314-316),
ellentétben a magnocellularis VP sejtekkel, vagy BNST-ben 1év6 parvicellularis VP
sejtekkel. Tovabba a RP3V, a kisspeptin sejteket tartalmazo régié vazopresszin-IR
rostjai els6sorban a SCN-bol erednek (194). A KP/VP/galanin harmas
immunfluoreszcens jelolés utan konfokalis elemzéssel megszamoltuk a KP
neuronokon 1évé VP-IR appozicidkat. Kimutattuk, hogy ezen appoziciok kozel 100%-
a galanin-immunnegativ. Az OVX ndstényekben a KP neuronok egyharmadanal
talaltunk juxtapozicioban galanin-immunnegativ VP-IR varikozitast. Ezt az aranyt az
Osztrogén-kezelés szignifikansan megnovelte hasonldoan ahhoz a szamadathoz, hogy
atlagosan hany VP-IR bouton taldlhato a KP-IR sejteken. Ahhoz, hogy ezt a
jelenséget a VP és KP sejtek kozotti kapesolat 6sztrogén-indukalta plaszticitasaként
értelmezziik, meg kellett vizsgalnunk, hogy az élettani valtozasok mellett a
szamolaskor figyelembe nem vett faktorok nem befolyasoltak-e mérési
eredményeinket. Ismert ugyanis, hogy 6sztrogén kezelés hatasara az RP3V-ben nem
csak a KP-t expresszalo sejtek szama, hanem az egyes sejteken beliili KISS-1 mRNS
mennyisége is megnd (224), ami alapjan feltételezhetd, hogy a KP-immunreaktivitast
mutat6é peptidek szintje is megnd. A sejtben 1évé immunreaktiv anyagok nagyobb
mennyisége elérheti a detektalasi limitet nemcsak az egyes sejtek szintjén
(megnovelve a detektalt sejtek szamat), hanem subcellularis kompartmentekben is
(megnovelve a sejtek detektalt volumenét), aminek kovetkeztében olyan meglévd
intercellularis kapcsolatok is lathatova valnak, amelyek az Osztrogén-kezelést
megelézden a detektalasi limit ala estek.

Megvizsgaltuk tehat, hogy van-e kiilonbség a KP neuronok detektalt térfogataban az
OVX és az OVX+E2 csoport kozott. Image J software-rel végzett térfogat analizissel
kimutattuk, hogy a KP sejttestek térfogata az OVX+E2 egerekben 937.39+62.96um’

szignifikinsan nem tér el az olajal kezelt OVX csoportéhoz képest
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(906.26£52.47 pm3 , p=0.7). Mivel a KP sejtek detektalhaté mérete nem befolyasolta a
szamolas eredményét, ezért feltételezziik, hogy a VP immunreaktiv afferensek szama
nétt meg a kezelés hatasara. Tovabbi vizsgalatot igényel annak kideritése, hogy ennek
hatterében VP tartalmi neuroszekretoros granulumok fokozott transzportja és
megjelenése felelés a KP-IR sejtek kezelésig VP immunnegativ afferenseiben vagy
pedig VP immunreaktiv rostok illetve KP sejtek kozotti szinapszis-ujdonképzddésrol
van-e sz0.

Sem a VP-IR appozicioval rendelkezé KP neuronok szazalékos aranya, sem a KP
neuronokra esd atlagos bouton szam nem mutatott nemek kozti kiilonbséget. Mivel a
GnRH neuronok mintegy 10%-a himekben is fogad KP-IR terminalisokat (226), a
VP-IR varikozitasok a KP perikarionok beidegzése révén hozzajarulhatnak a GnRH
expresszid himekben is megfigyelheté diurnalis szabalyozasahoz (177).

Az RP3V régidban megfigyelt gazdag VP-IR rosthalozattal szemben VIP-IR rostok
ebben a régioban csak kis szamban fordulnak elé (194), és megfigyeléseink alapjan
csak nagyon ritkan képeznek appoziciét KP neuronokon. Viszont a RP3V-ben,
egérben és patkanyban is (212) (317) jelentés 2-es tipustt VIP receptor (VPAC2)
expresszid mutatott ki munkacsoportunk. A kodolt receptorfehérje VIP-et és hipofizis
adenilat ciklaz-aktivalo fehérjét (PACAP) is képes kotni és tekintetbe véve, hogy a
PACAP-IR rostok nagy mennyiségben fordulnak el6 ezen a teriileten (318), az
valoszintisithetd, hogy az itt talalhatdo VPAC2 receptorok f6 ligandja nem VIP, hanem
elsésorban PACAP. A hipotézisiinket, mely szerint a KP neuronok 6sztrogéntol fiiggd
modon cirkadian szabalyozas alatt allnak, alatamasztja az az irodalmi adat, mely
szerint Osztrogén-kezelt egerekben az RP3V-ben a KP neuronok szama ill. a KP
neuronok c-fos expresszidja cirkadian ritmust mutat, és mindkettd maximuma
egybeesik az LH surge idejével (319). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az sztrogén
megengeddleg hat a SCN beliil és a megnovekedett VP tartalmt output-on keresztiil
lehetévé teszi a KP neuronok cirkadian szabalyozasat. Az dsztrogén-fliggé VP inputra
vonatkozé eredményeink kiegészitik Kurunczi és munkatarsai elektron mikroszkopos
vizsgalatait, melyekkel az axoszomatikus szinapszisok szamanak novekedését
mutattak ki Osztrogén-kezelt patkany AVPV régidjaban (320). Eredményeiket ugy
interpretaltak, hogy osztrogén hatasara uj axon-sarjak keletkeznek az AVPV régidban,
hasonléan ahhoz, ahogy ezek az agytorzsben is kialakulnak (321). Felvetjik annak
lehetdségét is, hogy esetleg a glia boritas visszahtizodasa exponal olyan feliileteket a

KP sejteken, amin a kozelben 1évé VP terminalisok szinapszisokat hoznak létre. Az
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Osztrogén direkt hatdsa érvényesiilhet a VP terminalisok forras teriiletén, a SCN-ban
is, ahol korabban kis szamu ERPB-VP kolokalizaciot mutattunk ki (322).
Munkacsoportunk egy korabbi eredményébdl kiindulva megjegyzendd, hogy az
Osztrogénnek tovabbi hatdsai posztszinaptikusan is jelentkezhetnek, megnovelve a
Vla receptor mRNS szintet a patkany AVPV-ben (211).

Eredményeink morfoldgiai bizonyitékul szolgalnak arra vonatkozdan, hogy az egér
KP neuronok a RP3V fteriilletén cirkadian informaciét kapnak a SCN-bol
vazopresszinerg monoszinaptikus Gton. Az 6sztrogén VP appoziciok szamat noveld
hatasa arra enged kovetkeztetni, hogy ez a szteroid szabalyozza a KP neuronokon

érvényesilé vazopresszinerg input intenzitasat.

6.3. Kisspeptin és GnRH neuronok kozétti interakcié morfolégiai alapjai

Bar a GnRH neuronok dnmagukban is képesek érzékelni az sztrogén-szint
véltozasait, az Osztrogén GnRH szekréciot befolyasold negativ és pozitiv
visszacsatolasat mas, a RP3V-ben és az ARC-ban elhelyezkedd Osztrogén érzékeny
alkotjak, melyek a GnRH szekrécio epizodikus és surge jellegének kialakitasaban
egyarant kulcsszerepet jatszanak. A GnRH neuronok egérben, patkanyban is
heterogén populaciot képeznek és elszortan helyezkednek el a preoptikus teriileten.
Transzgenikus egerek vizsgalataval nagyjabol 70%-ban mutattak ki GPR54 mRNS-t
tovabba, bizonyitottak, hogy a sejtek ezen pozitivitisa nincs Osszefliggésben a
preoptikus région beliili elhelyezkedésiikkel (229). Ezzel konzisztens az az
elektrofizioldgiai eredmény, mely szerint KP-nel val6 kezelésre a GnRH neuronok
61%-a valaszolt tiizelési aktivitas novekedésével (230), a reagalo GnRH neuronok
elhelyezkedése viszont a rosztralis preoptikus teriiletre korlatozodott, oda, ahol a
GnRH neuronokban a KP c-fos aktivaciot is okoz. Ezzel szemben a medidlis szeptum
GnRH neuronjainak elenyész6é hanyadaban indukalodik a c-fos KP hatasara (147). Az
aktivalt GnRH neuronok és azok a GnRH sejttestek, melyeken KP kontaktusok
figyelhetéek meg, elhelyezkedésiikben nagyon hasonléak (226, 323), elsdsorban a
rosztralis preoptikus teriileten vannak jelen.
Az ARC és a RP3V KP neuronjai ugyancsak heterogén, funkcionalisan egymastol
kiilonboz6 alcsoportokra bonthatd populaciot alkotnak. Ezt alatdmasztja az az
eredményiink is, mely szerint az RP3V KP neuronjainak mintegy 30-50%-a VP-IR

inputot kap, mely feltételezhetéen a szuprakiazmatikus magbol szallitja a cirkadian
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informaciot (324). Ezt a hipotézist latszik alatamasztani egy horcsog-kisérletbol
szarmazo6 adat, mely szerint a RP3V KP neuronjai Vla receptort expresszalnak és
40%-uk c-fos expresszioval valaszol a centralis VP-kezelésre. (325). Ennek némileg
ellentmond, hogy egerekben ugyanezen KP populacié mindossze 6%-a reagalt VP-re
(326). A GnRH neuronokat innervalo KP sejtek heterogenitasat bizonyitja az is, mi
szerint a koztik 1év6 szinapszisok kiilonbozé morfoldgiai kategoriakba sorolhatoak,
vagyis egyes KP-IR inputokban GABA, masokban glutamat a kotranszmitter. Ezt
kiegészitvén az altalunk detektalt aszimmetrikus szinapszis atipusos GABAerg
terminalishoz is tartozhat, melyre a hipotalamuszban mar mutattak példat (327, 328).
Nem mellékes, hogy a RP3V és az ARC KP neuronjainak egy része kettds fenotipusu,
azaz GABA-t és glutamatot egyarant tartalmaznak, ezek terminalisainak szinaptikus
morfologiaja atipusos lehet.

Egy masik aspektusa a KP neuronok heterogenitdsanak, hogy alpopulacidik
kiilonb6z6 neuromodulatorokat, mint pl. galanint, NKB-t, termelnek. Szdmos fajban
talaltakhoz hasonléan (3, 234, 329, 330), egérben mi is jelentds KP-NKB
kolokalizaciot mutattunk ki az ARC-ban. A GnRH neuronok KP afferenseinek egy kis
részében szintén NKB immunreaktivitast mutattunk ki, ami alapjan feltételezheto,
hogy a KP inputok egy része az ARC-bol szarmazik. Ezt anterograd palyajeldlési
vizsgalatok is alatamasztjak, amelyek egér rosztralis preoptikus teriiletén ARC-bol
ered6 KP-IR rostokat mutattak (331). Patkany rosztralis preoptikus areaban
ugyancsak kimutattak ARC-eredetli, NKB-IR rostokat (332, 333). Az ARC magban
KP-galanin kolokalizaciot is talaltunk, eredményeink szerint a KP neuronok mintegy
egytizede termeli. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak megallapitasara, hogy a
galanin NKB-vel egyiitt expresszalodik-e az ARC KP neuronjaiban, kiilonos
tekintettel azokra a NKB-KP sejtekre, amelyek résztvesznek a GnRH sejtek
beidegzésében. Az eredményeink szerint az RP3R KP neuronjainak csaknem
mindegyike galanin-IR és tobb, mint harmadukban galanin mRNS-t is ki tudtunk
mutatni. A KP-IR termindlisoknak viszont csak Otodében mutatott galanin
immunreaktivitast, 6sztrogén hianyaban ez az arany még kisebb volt. Ezekbodl az
adatokbol kovetkezik, hogy a magasabb szérum Osztrogén szint a galanin
termel6dését stimulalja és fokozhatja annak felszabadulasat a GnRH sejtek kozvetlen
szomszédsagaban. Figyelembe véve, hogy perikarialis szinten az RP3V KP
neuronjainak szinte mindegyikében kimutathaté a galanin, a szintézis, transzport

és/vagy felszabadulas mértékében 1évé killonbségek magyarazhatjak az eltérd
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kolokaizacios mértéket a perikarionok és az axonok kozt. Az sem zarhatd ki, hogy
adott fiziologiai koriilmények kozt a felszabadulas illetve a neuropeptidet tartalmazo
vezikulak utanpoétlasa masképp regulalodik az axondlis, mint a szomatodenditikus
kompartmentben 1év0 részében az idegsejtnek (334). Ennek lehetdségét veti fel
azokaz elektron mikroszkopos megfigyeléseink is, hogy nagy szamban vannak dense
core vezikuldk a KP-IR sejtek szomatodenditikus részében és a sejtmembranban
omega profilok utalnak az rités tényére. Annak megallapitasa, hogy a KP a
galaninnal és/vagy NKB-vel azonos vezikulakbol szabadul-e fel, hasonléan a GnRH-
galaninhoz (335), vagy egymastdl elkiiloniilve szallitodnak és csomagolodnak az
idegsejteken beliil, tovabbi elemzéseket igényel. Fontos megjegyezni azt is, hogy a
GnRH neuronok axonja is fontos célteriilete lehet a KP neuronokbdl felszabaduld
neuropeptideknek. Erre utal, hogy a hipotalamusz mediobazalis része, mely egerekben
elvétve ¢és patkanyokban pedig egyaltalan nem tartalmaz GnRH sejttesteket, KP
kezelésre GnRH felszabadulassal vélaszol (336). Szdmos fajban mutattak mar ki
kontaktusokat KP és GnRH axonok kézt az eminentia medianaban (337-339), igy
valdsziniisithetd a koztiik 1évé kommunikacid lehetdsége.

A perikarionokban 1évé kolokalizaciok vizsgalatahoz olyan allatmodelleket
hasznaltunk, melyekben a hormonalis hattér az adott régioban a KP szintjét
maximalizalja. Ennek ellenére a kolokalizacié aranyat esetenként alulbecsiilhettiik,
lévén, hogy mas neuropeptidek expresszidjanak nem feltétleniil a valasztott
hormonalis hattér volt a legoptimalisabb. Ezen kiviil a gonadalis hormonok mellett a
koexpresszalodo neuropeptidek detektalhatosagat szamos egyéb faktor, koriilmény is
befolyasolhatta, igy példaul a cirkadian id6, szocialis kornyezet is jelent6s hatassal
lehet a mérési eredményekre. Az eredmények értékelésekor természetesen az
alkalmazott technikak korlatait is figyelembe kellett venni. Az egyes neuropeptidek
fiziologiai szintjét tal is becsiilhettiik, mivel a kolchicin példaul képes megndvelni
bizonyos gének transzkripcidjat (340).

Morfologiai adataink hozzdjarulnak azon modell kiszélesitéséhez, mely
vazolja a KP GnRH neuronokra kifejtett hatasat (19. abra). A modell az eddigi
irodalmi adatok alapjan feltételezi, hogy az ARC mag KP neuronjai elsdsorban az
eminentia mediana teriiletén fejtik ki hatasukat a GnRH szekréciora, mégpedig nem
onmagukban, hanem mas, szintén az ARC-ban termel6dé neuropeptidekkel
egylittmiikddve. Eszerint a KP/NKB/Dyn sejtek autoszinaptikus inputot kapnak a
NKB/NK3 ¢s a Dyn/KOR utvonalakon keresztiil, és a GPR54-et és NK3-t expresszald
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GnRH termindlisokra vetiilnek. Alacsony Osztrogén szint mellett ezen idegsejtek
aktivitdsa magas, mely tovabb n6 a NKB/NK3 szignalizacion keresztiil, és a
kollateralisokon keresztiil atterjed a tobbi sejtre, ezzel szinkronizalva a KP/NKB/Dyn
populacié miikodését. Kis faziskéséssel megné a Dyn felszabadulas, mely viszont
csokkenti a KP/NKB/Dyn sejtek aktivitasat. Ennek kovetkeztében csokken a Dyn
felszabadulas, felszabadulnak a gatlé hatasa aldl a sejtek, és ujabb ciklus veszi
kezdetét. Ilyen modon a KP és a NKB pulzusokban szabadul fel a GnRH terminalisok
kozelében, a KP GnRH szekréciot eredményez, melyet a terminalisokban a
NKB/NK3 jelétvitel fékez, ezaltal pulzatilissa téve azt. Magas 0sztrogén szint mellett
megné a RP3V-bél a GnRH sejttestekre érkezé KP/galanin input, ami a GPR54 ¢és
galanin receptorokon (236, 341) hatva, el6segiti a GnRH neuronok hosszabb
aktivalasaval a GnRH surge kialakulasat. A GnRH sejttesteken kimutatott KP-NKB
kett6sen-jeldlt appozicidk arra utalnak, hogy az ARC eredetii KP sejtek nem csak a
GnRH termindlisonok, hanem a GnRH sejttesteken is kifejthetik hatdsukat. Ennek

jelentdsége tovabbi vizsgalatokat igényel.
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6.4. A human Kisspeptin rendszer a laboratériumi allatokbél nyert vizsgalati

eredmények tiikrében

Ragcsalokhoz hasonléan emberben is hipogonadotrép hipogonadizmust okoz
a GPR54 gén funkcidvesztéses mutacidja (217, 342, 343), mig a funkcionyeréses
mutacid korai pubertast eredményez (219). Tekintettel a KP/GPR54 szignalizacid
human reprodukcioban bet6ltott meghatarozo szerepére, morfologiai vizsgalatainkban

feltérképeztiik a KP rendszert és a GnRH neuronokkal kialakitott kapcsolatat.
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Térképezési vizsgalatainkban kétféle KP antitestet hasznaltunk: a korabban
karakterizalt nyual anti-egér (226, 263, 344) ¢s a juh anti-human szérumot (337, 345).
A két kiilonboz6 antiszérummal megegyezd KP-IR rost-megoszlast kaptunk, ami a
human szdveten tortént KP-jelolésiink specifikussagat igazolja. Hasonldéan a majom
hipotalamuszbdl szarmazé immunhisztokémiai eredményekhez (337), azonban juh
szérummal emberi agyban is tobb intenziven jelolt KP sejttestet tettiink lathatova. A
két antitesttel kapott eltér6 immunjel magyarazata lehet, hogy a juh szérum
eldallitasara hasznalt hosszabb peptid szakaszon tobb epitop van, mint a nyul szérum
eloallitasara hasznaltban, és igy a juh szérum felismerhet a perikaryonban vagy annak
kozelében nagyobb mennyiségben jelenlevd éretlen KP prekurzor peptideket is. A
nyual anti-KP szérum egér KP-10 ellen termeltetett, és bar az egér és a human peptid
szakasz ~ 90%-ban  megegyezik (YNWNSFGLRY vs. YNWNSFGLRF),
radioimmunassay vizsgalatok mégis csak 1%-os keresztreakciot mutattak ki a human
KP-10 peptid szakasszal (263). Feltehetden az epitop fixalt szovetben vald jo
megorzottségének koszonhetéen, ennek ellenére az antiszérum jol mikodott az
immuncitokémiai detektalas soran.

Az emberi agyban a KP-IR rostok periventrikularisan a mediobazalis
hipotalamusz teljes rosztro-kaudalis kiterjedésében megfigyelhetéek. Rostban
leggazdagabb teriilet a Vpe, Pe, PaMc, PaAP, anteromedialis és anterolateralis
preoptikus mag, Inf, InfS, DMN, DHA. A nyualvanyok kiterjedt megoszlasa a KP
sokrétii, a GnRH neuronok szabalyozasan kiviili, funkcidjara enged kovetkeztetni. Az
InfS teriiletén a kapillarisokat - a GnRH neuronok és egyéb parvicellularis
neuroszekretoros rendszerek axonjaihoz hasonldan - nagyszamu KP rost veszi koriil
mely alapjan feltételezhetjiik a portalis kapillarisokba torténd KP szekrécidt, melynek
alacsony szintjét juhokban ki is mutattak (346). Agonadalis him rhesus majmokban a
KP axonok az InfS teriiletén appoziciokat is képeznek a GnRH rostokkal (337), mely
axo-axonalis kommunikaciot is feltételez. Hasonld axo-axonalis kontaktusokat mi is
ki tudtunk mutatni a human InfS teriiletén.

KP-IR sejttestek legnagyobb csoportjat az InfS proximalis részében és az Inf-
ban talaltuk, ami megegyezik a posztmenopauzalis kort néi Inf-ban detektalt KP
mRNS (347) és az agonadalis rhesus majom nucleus arcuatus-aban kimutatott KP-IR
neuronok megoszlasaval (337). Tovabbi KP neuron csoportot talaltunk ndi
hipotalamuszban a Vpe és a PaMc teriiletén is. Bar rosztralisan KP neuronokat leirtak

juhokban (339) és ragesalokban (348) is, ebben a régioban sem a human in situ
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hibridizacios (347), sem a majom immuncitokémiai illetve in sifu hibridizacios
vizsgalatok (337) eddig nem tudtak KP-sejteket kimutatni, kivéve azt a néhany
elszort, halvany sejttestet, amit Rometo és mtsai talaltak a human medialis preoptikus
régioban (347). Az altalunk leirt rosztralis populacié homolog lehet a ragesalok RP3V
teriiletén elhelyezkedd KP neuronok csoportjaval, mely nagy valdsziniiséggel az
Osztrogén pozitiv visszacsatolasanak kozvetitésében vesz részt (141). Ezt a rosztralis
csoportot férfiak hipotalamuszaban nem detektaltuk. Ezen neuronok tovabbi
morfologiai és funkciondlis — mely elsdsorban egyéb féemlésok vizsgalatanak
bevonasaval torténhet — jellemzése még varat magara.

Egerekben ¢és patkanyokban a KP rendszer nemek kozti kiilonbsége tobbek
kozt abban nyilvanul meg, hogy néstények RP3V teriiletén koriilbeliil tizszer annyi
KP neuron mutathato ki, mint himekben (226, 349). Az altalunk csak néi agyban talalt
rosztralis KP populdcié mutatja, hogy hasonlé nemek kozti kiilénbség van emberben
is. Meg kell jegyezni azonban, hogy mig ragcsalokban az RP3V-t az dsztrogén pozitiv
visszacsatolasaval hozzak Osszefiiggésbe, féemldsokben mind a negativ, mind a
pozitiv visszacsatolasban az ARC/Inf teriiletének tulajdonitanak kizardlagos szerepet
(33), igy a human rosztralis KP neuronok funkcidjanak felderitése tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Az Inf-ban azonositott KP neuronok szama is nemek kozti kiilonbséget mutat, nékben
koriilbeliil hétszer tobb sejt talalhatd, mint férfiakban. Hasonl6 kiilonbséget talaltak
juhok ARC-ban is (350).

A legfeltiindbb nemek kozti kiilonbséget a KP-IR rostok denzitasa mutatta a
mediobazalis hipotalamuszban, hétszer tobb rost figyelhetd meg a ndi Inf-ban és
négyszer tobb a ndi Pe-ben, mint a férfiak hasonld agyi régidiban.

A KP rendszer nemek kozti kiilonbsége patkanyokban bizonyitottan a perinatalis
korban, himekben fellépd tesztoszteron surge-nek koszonhetd (349). Ez felhivja a
figyelmet a KP rendszer kérnyezeti artalmakkal szembeni sériilékenységére, melyek
ebben a kritikus korban érhetik az endokrin rendszert (351).

A KP-IR appoziciok, melyeket GnRH sejttesteken és dendriteken mutattunk
ki, axo-szomatikus és axo-dendritikus kommunikéaciora utalnak. Hasonld
kontaktusokat mutattak ki ragesalokban (223, 226). Feln6tt him egerekben a GnRH
neuronok 10%-a, ndstényekben 40%-a fogad KP appoziciot (223, 226). Az ebbdl
adodo feltételezést, mely szerint a KP a GnRH neuronok sejttesteken illetve

dendriteken fejti ki hatasat, funkcionalis vizsgalatok is alatdmasztjak. Agyszeletben
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kimutattak a KP direkt depolarizal6 hatasat egér GnRH neuronokon (227, 230, 235).
Hasonld axo-szomatikus ¢és axo-dendritikus kontaktusokat irtak le agonadalis rhesus
majomban, a GnRH neuronok 25-50%-an mutattak ki KP appoziciot, atlagosan 0.3-
0.5 bouton/sejttest-et figyeltek meg (337). Vizsgalatainkban a néi GnRH neuronok
25.8415.0%-an, a férflak neuronjainak  8.3+3.6%-an  talaltunk KP-IR
axonvarikozitdsokat, a ndkben atlagosan 0.7+0.5, férfiakban 0.12+0.05
bouton/sejttestet szamoltunk. Nostény juhok analizise is azt mutatta, hogy mind az
innervalt GnRH neuronok aranyaban, mind a sejtenkénti kontaktusok szamaban
nagymértékil, a parzasi idészaktol és agyi régiotol fiiggd ingadozas van (352). Minden
eddig vizsgalt fajra jellemz6, hogy nem minden GnRH neuronnal Iétesitenek
kontaktust a KP rostok, illetve, hogy a kontaktusok eléfordulasa is viszonylag ritka
(0.1-3.5 bouton/GnRH neuron) (337, 352).

Axo-axonalis kontaktusokat is talaltunk a GnRH és a KP rostok kozt az InfS-ben,
hasonléan az agonadalis rhesus majom eminentia medianaban leirtakkal (337). Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a KP a GnRH szekréciot az InfS-ben is szabalyozza. Ezt
az elképzelést alatamasztja, hogy ragesalokban periféridsan beadott KP is kivaltja az
LH felszabadulast, vagyis a KP a vér-agy gaton kivill is képes kifejteni a
gonadotropin szekréciora gyakorolt hatasat (353) anélkiil, hogy cFos expressziot
indukalna a GnRH neuronokban (354). Tovabbi bizonyiték az extrahipothalamikus
hatasra, hogy a KP mediobazalis hipotalamusz explantatumban vagyis a GnRH
sejttestek hianyaban (147) is GnRH felszabadulast valt ki. KP axonok és GnRH
terminalisok kozti appoziciokat irtak le ragesaldo eminentiaban (355), az utobbiak
NKB rostokkal alkotott axo-axonalis kontaktusai pedig tovabbi indirekt bizonyitékul
szolgalhatnak (356, 357), mivel ezek feltételezhetéen az ARC KP/NKB/Dyn-pozitiv
neuronjaibol erednek (3).

A GPR54 immunhisztokémiai lokalizacidja nagy valoszinliséggel segiteni fog annak
megbecsiilésében, hogy ezeknek a KP bemeneteknek a KP hatas kozvetitésében
mekkora jelentésége van.

A NKB jelenléte human infundibularis KP neuronokban egyrészt azért
érdekes, mert kolokalizaciojukat kimutattak mar egér (3) és juh (234) ARC-ban,
masrészt, a human Inf-ban a KP- (347) és a NKB-IR (330) neuronok is
hipertrofizalnak a menopauza utani idészakban. Tovabba nemrég kimutattak, hogy a
KP-GPR54 rendszerhez hasonléan a NKB-t illetve receptorat (NK3) kodolo gén
mutacidja is hipogonadotrop hipogonadizmust okoz (358, 359). Kettds
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immunfluoreszcens jeldléssel kimutattuk, hogy a néi infundibularis KP neuronok
77%-a preproNKB-t is szintetizal. Az Inf-ban 1év6 KP rostok 56.5%-a, a Pe-ben 1évok
13.6%-a mutatott NKB immunreaktivitast, a LSV-ben pedig csak egyesen jelolt KP
rostokat lattunk, vagyis az infundibularis és az egyéb régiokbol eredé KP axonok
eltér6 mértékben vesznek részt a hipotalamikus és az extrahipotalamikus teriiletek
innervalasaban. Sem a helye, sem a mechanizmusa nem ismert még annak, ahogy a
NKB az emberi reprodukciora hat. Patkanyban NK3 expressziot GnRH
terminalisokban (356) valamint GnRH-NKB kontaktusokat az eminentia medianaban

(357) mutattak ki.
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7. Osszefoglalas

Eml6sokben a szaporodast és az azzal Osszefliggd élettani folyamatokat a
hipotalamo-hipofizeo-gonadalis tengely szabalyozza, melynek kozponti elemei a
preoptikus area-hipotalamusz teriiletén elhelyezkedé gonadotropin-releasing hormon
(GnRH)-t termeld idegsejtek. Az Osztrogén szamos modon befolyasolja a GnRH
neuronok muikodését. Az értekezés célja tovabbi modulacids utvonalak azonositdsa
volt.

Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy a GnRH neuronokban 1évd
Osztrogén receptorok (ER) az 6sztrogén neuroprotektiv hatasanak kozvetitésében is
szerepelnek. In vitro korilmények kozt GT1-7 sejteken kimutattuk, hogy a 178-
Osztradiol és a szelektiv Osztrogén receptor (ERa és ERP) agonista, PPT és DPN
jelentdsen mérséklik az oxidativ stessz okozta mitokondrialis membranpotencial
csokkenést és ezzel valoszintisithetben védo hatast fejtenek ki.

Az Osztrogén hatasa a GnRH idegsejteken indirekt modon, olyan
neuroncsoportok kozvetitésével is érvényesiilhet, melyek ER-okat expresszalnak és
efferenseik a GnRH neuronokra vetiilnek. Ezek koziil a nucleus suprachiasmaticus
(SCN) a GnRH neuronok miikddéséhez sziikséges cirkadian informaciot biztositja,
mely egerekben feltételezhetéen egy koztes teriileten - a rosztralis periventrikularis
régio (RP3V) kisspeptin (KP) neuronjain - keresztiil jut el a GnRH neuronokhoz. Him
és nodstény egerekben anterograd palyajeloléssel és tobbes immunhisztokémiai
jeloléssel kimutattuk, hogy a SCN vazopresszint (VP) termelé neuronjai a RP3V KP
idegsejtjeire vetiilnek, tovabba azt is, hogy néstényekben az Osztrogén kezelés
megnoveli a sejttesteken a VP appoziciok szamat. Eredményeink valészinisitik, hogy
a SCN a rosztralis KP populacion keresztiil juttatja el a cirkadian informaciot a GnRH
neuronokhoz. Ez az Gitvonal magas 9sztrogén szint esetén er6sodik.

A masik altalunk vizsgalt neuroncsoportot a KP-immunreaktiv (IR) idegsejtek
alkotjak, melyek két f6 csoportra, a RP3V-ben és a nucleus arcuatusban (ARC)
elhelyezkedd neuronpopulaciora kiilonilnek. Eddigi adatok szerint az elébbi felelds
az Osztrogén pozitiv, az utobbi pedig a negativ visszacsatolasanak kozvetitéséért, igy
mindkét nemben a reproduktiv tengely kulcsfontossagu részét képezik. Egerekben
termelédnek-e mas neuropeptidek, melyek 6nmagukban is befolyasoljak a GnRH

neuronok mikodését. Eredményeink szerint az ARC mag kozel minden KP neuronja
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NKB-t is tartalmaz és koriilbelill tiz szazalékukban galanin is kimutathato. Ezzel
szemben a RP3V KP neuronjainak kézel 100%-a galanin pozitiv. Ez a teriilet nem
expresszal NKB-t. Kettds in situ hibridizacié alkalmazasaval mindkét régioban a KP
neuronok kozel felében mutattunk ki galanin mRNS-t. Ezek szerint a vizsgalt
neuropeptidek  koziil egyiitt szintetizalodnak azok, melyeknek a pozitiv
visszacsatolasban van szerepe (KP és galanin az RP3V-ben) és azok, melyek a
negativ visszacsatolasban vesznek részt (KP és NKB az ARC-ban). Kovetkezd
lépésben a GnRH neuronok KP-IR afferenseinek vizsgalataval néstényekben
kimutattuk, hogy Osztrogén kezelt allatokban a GnRH neuronokon 1évé KP-IR
appoziciok koriilbelill 6tode tartalmaz galanint, és alig hat szazaléka NKB-t,
ovariektomizaltakban ennél kisebb aranyt tudtunk kimutatni.

A human hipotalamuszban a KP-IR strukturak feltérképezésével nagy mértéki
nemek kozti kiilonbséget mutattunk ki, KP-IR appozicidokat detektaltunk GnRH
sejteken valamint KP-NKB kolokalizaciot mutattunk ki az ARC-nak megfeleld

nucleus infundibularisban.
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8. Summary

In mammals the reproduction and related physiological fuctions are regulated by the
hypothalamo-pituitary-gonadal axis. The central regulatory element of this axis is a
preoptic-hypothalamic neuronal network, in which the gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) neurons form the final common pathway to control fertility.
Estrogen can modify the function of GnRH neurons directly as well as indirectly
within the neuronal network. The aim of the thesis was to identify novel modulatory
mechanisms and pathways within the central regulatory network of reproduction.

Based on data available to date about neuroprotective roles of estrogen in
various CNS regions, we hypothetised similar effects on GnRH neurons protecting
against transient stress factors, which otherwise could — by inducing cell death -
permanently impair reproduction. Our in vitro studies revealed that 24h exposure of
the immortalised GnRH cell line (GT1-7) to 17B-estradiol or selective ER agonists
prevents the H,O,-induced decrease of the mitochondrial membrane potential. This
result supports a critical effect of estrogen exerted directly on GnRH neurons within
the regulatory center of reproduction. In contrast, estrogenic actions those providing
negative and/or positive feedbacks for GnRH neurons, are mediated indirectly by
involving ERa expressed by interneurons. The positive feedback converge with a
circadian signal deriving from neurons of the suprachiasmatic nucleus (SCN), that is
essential to generate GnRH surge in rodents. In mice the circadian signal reaches
GnRH neurons presumably through kisspeptin (KP) neurons of the rostral
periventricular nucleus of the third ventricle (RP3V). By combining anterograde tract
tracing with multiple-labelling immunohistochemistry we demonstrated that
suprachiasmatic vasopressin (VP)-synthetising neurons contact KP-immunoreactive
(IR) neurons in the RP3V of male and female mice. We also showed that estrogen-
treatment increased the number of VP-IR appositions on KP-IR neurons in
gonadectomised mice. In summary, our morphological results indicate that the rostral
KP-IR neuron population receives circadian information from the SCN VP-IR
neurons through a pathway, which is enhanced by estrogen.
We also investigated subpopulations of KP-IR neurons in the RP3V and the arcuate
nucleus (ARC) in connection with GnRH neurons. Data have already been
demonstrated that the former group of KP neurons is involved in the mediation of the

positive feedback of estrogen and consequently the surge release of GnRH. The latter
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group, in turn, regulates the pulsatile release of GnRH, when serum estrogen levels
are low and the feedback has negative consequences on GnRH secretion. We
investigated whether other neuropeptides with modulatory role in the regulation of
GnRH secretion are synthetised in KP neurons in female mice. We revealed that
almost all KP neurons in the ARC are NKB immunopositve, whereas the tenth of
them produce galanin. In contrast nearly all KP cells in the RP3V are galanin-IR. We
detected no NKB-IR cell bodies in the RP3V. Double in sifu hybridisation disclosed
that nearly half of the KP neurons express galanin mRNA in both regions. According
to these results, KP neurons of the RP3V and the ARC synthetise additional
neuropeptides, galanin and NKB, which have been previously shown to play roles,
respectively, in the mediation of estrogen’s positive and negative feedback.

In the course of the examination of KP-IR varicosities on GnRH neurons, we have
shown that GnRH neurones are innervated by heterogeneous KP cell populations; a
significant proportion of the afferents deriving from the RP3V contains galanin, the
incidence of which is strongly influenced by the presence of oestrogen. A few
afferents derive from the ARC KP cell population, identified by their NKB content,
which is not affected by the presence of oestrogen. At the ultrastructural level,
different types of synaptic specialisations are made by KP-IR afferents onto GnRH
neurones, possibly suggesting differential presence of the co-transmitter GABA or
glutamate.

Finally, our investigations on the human hypothalamus revealed that KP-IR structures
show sex differences. KP-IR appositions were detected on GnRH cells similarly to
those in mice and KP-NKB co-localization was also demonstrated in the nucleus

infundibularis, the region homologue to the rodent ARC.
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