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1. Bevezetés

A bazalis eldagyi teriiletek (a medialis szeptum (MS), a ventralis pallidum (VP), Broca-
féle diagonalis koteg (DBN), substantia innominata (Si)/extended amygdala (EA),
Meynert-féle nucleus basalis mag (NBM) és peripallidalis régiok) heterogén sejtek
sokasagabol allnak: neuropeptid tartalmt sejtekbdl, ugy mint a gonadotropin-releasing
hormon (GnRH)-t termelé idegsejtekbdl, a kolinerg, GABAerg és glutamaterg vetitd
idegsejtek ¢€s kiilonb6zo interneuronok heterogén csoportjabal.

Ertekezésem elsé felében dsszefoglalom kisérleteink azon részét, mellyel megvizsgaltuk a
GnRH és kolinerg sejtek lehetséges glicinerg beidegzését és amely kolinerg idegsejtek és a
bazalis el6agyi, illetve agytorzsi glicin transzporter pozitiv sejtek morfologiai és
funkcionalis kapcsolatanak felfedezéséhez vezetett.

Mesulam és kollégai szerint négy f6 alcsoportra oszthatjuk a kolinerg sejteket a bazalis
eléagyban. A MS-ban (Ch1l) és a Broca-féle diagonalis kiteg vertikalis agaban (VDB) 1évé
kolinerg sejtek (Ch2) foként a hippokampuszba vetitenek. A medialis szeptalis kolinerg
sejtek emellett az entorinalis kérget is beidegzik. A Broca-féle diagonalis koteg
horizontalis agaban (HDB) és a magnocellularis preoptikus mag (MCPO) teriiletén
elhelyezked6 kolinerg sejtek (Ch3) f6 célteriilete az olfaktorikus gumo, ahol a kiilonbdz6
sejtek aktivitasat és szinapszisait szabalyozzak. A Ch3 kolinerg idegsejtek axonokat
kiildenek a piriform és entorindlis kéreg felé is. A VP, NBM, Si/EA, globus pallidus ¢és
internal capsule teriiletén talalhat6 kolinerg sejtek (Ch4) a bazolateralis amigdalaba
vetitenek és az egész neocortexet beidegzik. Tovabba az NBM ¢és DBN kolinerg sejtjei
axonokat kiildenek a prefrontalis kéreg (PFC) felé. A bazalis eléagyi kolinerg sejtek
Osszességében tehat részt vesznek a figyelem, ébrenlét, alvéas-ébrenlét ciklus, tanulas,
memoria, és szaglo-funkciokban.

A GnRH neuronok elszortan helyezkednek el a MS, rosztralis preoptikus teriilet (rPOA),
ventralis eliils6 hipotalamikus teriilet (AHA) és a mediobazalis hipotalamusz teriiletén. A
legtobb GnRH nytlvany az eminentia mediana kiilsé zondjaban végzddik, ahol a GnRH
peptid a hipotalamo-hipofizialis portalis véraramba keriil és onnan szallitodik az eliilsé
hipofizis gonadotrop sejtjethez. GnRH kontroll alatt, a luteinizdld6 hormon (LH) és a
follikulus stimulald hormon (FSH) pulzatilis modon iiriil a gonadotrop sejtekbdl és a
gonadalis szteroidok negativ (ndstényekben és himekben) és pozitiv (csak ndstényekben)
feedback hatasokat fejtenek ki a hipotalamo-hipofizis rendszerre. NOstényekben, az
Osztrusz ciklus nagy részében, az Osztrogén gatol, a gonadotropin szekrécid negativ

feedback hatas alatt all. Azonban, ez a negativ feedback hatas pozitiv feedbackbe csap at



¢s az LH szekrécios mintazat atfordul nem pulzatilis surgebe. Az Osztrogén feedback
hatasait foként az Osztrogén receptor a (ERa) kozvetiti, azonban ez a tipusu receptor
hianyzik a GnRH neuronokbol. Igy az osztrogén feedback az ERo-t tartalmazod
afferenseken keresztiil valosul meg, mint példaul a Kisspeptin (KP) sejteken keresztiil. A
hipotalamikus KP rendszer a GnRH pulzatilis ¢és surge szekrécidos mintazatdnak
kialakitasaban egyarant részt vesz. Két kiilonbozoé sejtpopulaciot alkotnak: az egyik a
harmadik agykamra rosztralis periventrikularis teriiletén (RP3V) talalhaté (amely magaba
foglalja az anteroventralis periventrikularis (AVPV) ¢és a periventrikularis preoptikus
magot (Pe)), a masik pedig az arcuatus magban (Arc). Mindkét KP sejtpopulacio
expresszalja az ERa-t és beidegzik a GnRH neuronokat, igy a kritikusan fontos 6sztrogén-
fliggd szignalok kozvetitésére képesek a GnRH neuronok felé.

A klasszikus elképzelés szerint a komplex felszallo aktivalo rendszer f6 aga, a rosztralis
hidi régiobol és kaudalis kozépagybol eredve éri el a hipotalamuszt és a bazalis eldagyat és
aktivalja ezen agyteriiletek funkcidit. Eldzetes tanulmanyainkban kimutattuk az egyes
tipusi glicin transzporter (GLYT1) és a kettes tipust glicin transzporter (GLYT2)
immunreaktiv (IR) sejtek jelenlétét a bazalis el6agyban, tovabba a glicin receptor (GlyR)
alpha 1 alegységét a GnRH neuronokban. Ezen elézetes eredményeink alapjan
feltételeztiik, hogy van felszallo gatlo rendszer is a bazalis eldagy felé, illetve lokalis glicin
hatasok érvényesiilnek a bazalis eléagyi GnRH és kolinerg idegsejteken. Tehat a PhD
munkam egyik f6 célja annak felderitése volt, hogy vajon a glicin szignalizaci6 célpontjai-
e a GnRH és a kolinerg sejtek a bazalis eléagyban.

Az értekezésem masodik felében, bemutatom azokat a vizsgalatokat, melyeket annak
érdekében végeztiink, hogy feltarjuk a reprodukciot szabalyozd hipotalamikus idegsejt
halozatokat, kiillonosképpen a GnRH neuronok hipotalamikus célsejtekre iranyuld
projekciéit. Igy, ultrastruktaralis szinten megvizsgaltam a GnRH neuronok nyulvanyait és
lehetséges szinaptikus kapcsolatait az RP3V és/vagy az Arc teriiletén, mely teriiletek
alapvetd szerepet toltenek be a GnRH szekrécid szabalyozasaban. Tovabba megvizsgaltam
ezen neuronalis kapcsolatok lehetséges valtozasait, melyet kiilonb6zé hormonalis hatasok
(ugy mint laktacid) és a kiilonboz6 cirkadian viszonyok valthatnak ki. Végiil nem csak
egérben, hanem emberi mintakon is Kimutattam a KP-KP idegsejtek interakciojat.

A GnRH sejteknek hossz (tobb mint 1000 um) nyalvanyaik vannak, melyek féként az
eminentia medianaban végzédnek. Ezek a nyulvanyok axon- ¢és dendrit-szeri
tulajdonsagokkal rendelkeznek igy manapsag Herde és munkatarsai utan dendronnak
nevezik el 6ket. El6zetes anatomiai tanulmanyok bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a

GnRH neuronok axon-szer(i nyulvanyokat is kiildenek az RP3V és Arc teriiletére és
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szinaptikus kapcsolatokat hoznak 1étre neurotranszmitter/neuromodulator-tartalomra
azonositatlan sejt populaciokon. Igy kivancsiak voltunk arra, hogy vajon az egyik célsejt
populacié a KP idegsejtek csoportja lehet-e, amelyek mindkét régiobol (RP3V és Arc) a
hipotalamikus dopamin (tirozin-hidroxilaz (TH) szintetizalo) sejtek voltak, amelyek
szintén megtalalhatok az RP3V és Arc régiokban. A dopaminerg idegsejtek gatld hatast

tartanak fent a hipofizis prolaktin-szekretalo sejtjein; ez a tonikus hatas jelentds szerepet
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szintjének valtozasai, a kiilonbozo cirkadidn idépontok, laktacio, befolyasoljak a GnRH
miikodését. Igy a GnRH axonok és KP- és/vagy TH -IR sejtek lehetséges kapcsolatat
megvizsgaltam, tovabba az azonositott GnRH appozicidkat analizaltam a KP és/vagy TH-
IR idegsejteken, kiilonb6z6 hormonalis allapotokban.

Az arcuatus magban 1évé KP idegsejtek jelentOs szerepet jatszanak a GnRH neuronok
koexpresszaljak, igy KNDy neuronoknak is hivjak ¢ket. Szamos ragesald tanulmany
szerint ezek a sejtek egymassal is kapcsolatot 1étesitenek és szinkron mikodésre képesek,
igy szabdlyozva a GnRH neuronok pulzatilis mitkddését. Osszehasonlito ultrastruktaralis

crer

infundibularis magban is.

2. Célkitiizések
2.1. Megvizsgaltam a glicin lehetséges célsejtjeit a bazalis eldagyban:
2.1.1. a GlyR jelenlétét a GnRH és kolinerg idegsejtekben
2.1.2. a GnRH és kolinerg idegsejtek lehetséges GLYT2-IR afferentaciojat
2.1.3. a bazalis elbagyi glicinerg rostok eredetét
2.1.4. a GLYT1-pozitiv asztroglia nyulvanyok jelenlétét a GnRH és kolinerg sejtek
kbzelében
2.1.5. GnRH és kolinerg sejtek membran potencial tulajdonsagait glicin jelenlétében
2.2. Jellemeztem a GnRH efferenseket és célsejtjeiket egérben és emberben:
2.2.1. a GnRH nyulvanyok ultrastrukttralis jegyeit egérben
2.2.2. a KP-KP kapcsolatot egérben és emberben
2.2.3. cirkadian és laktacio okozta valtozasok GnRH neuronok és KP- és/vagy TH-IR

neuronok kapcsolatara



3. Anyag és modszerek

3.1. Egér mintak

3.1.1. Immunbhisztikémiara gyiijtott agyszovetek

A kisérleteinket vad-tipusa (CD1, Charles River) és transzgén egereken végeztiik (1-3
honapos, 25-30 g sulyt), melyeket kontrollalt fény (12 6ras fény ill. sotét szakasz) és
hémérséklet (22+2°C) viszonyok kozt tartottunk szabad viz €s taplalék hozzaférés mellett.
A kiilonboz6 kisérletekben felhasznalt allatokat az 1. tablazat foglalja dssze.
Az allatok egy részét ovariektomizaltuk (OVX, 0. nap), majd a miitét utani 7. napon
szilikon kapszulakat iiltettiink a bér ala (ID 1.57 mm, OD 3.18). Az 6sztrogén-kezelt
csoport (OVX+E2) kapszuldjaban 0.625 pg 17B-estradiol volt, 20 ul napraforgé olajban,
mig a kontrol csoport (OVX) kapszulajaban napraforgo6 olaj. Az allatokat 3 nappal késobb
(a 10. napon) kolhicinnel kezeltiik (intracerebralisan beadtunk 40 pg kolhicint 4 ul 0.9 %-
os sodoldatban oldva) és 24 oraval kés6ébb (a 11. napon) transzkardidlisan perfundaltuk
zeitgeber time (ZT) 4-5 vagy ZT11-12 szerint. A mitéteket a kisérleti allatokon mély
altatasban végeztik, intraperitonealisan adagolt ketamin, xilazin és pipolphen (25, 5,
illetve 2.5 mg/kg testtomeg) keverékkel. Minden kisérlet a Magyar Tudomanyos
Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet (No. 2285/003), a Debreceni Egyetem
(No. 6/2011/DE MAB és 5/2015/DEMAB) ¢és az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
(PE1/001/37-4/2015) Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak engedélyével tortént. A
kisérletek az Eurdpai K6zosség Tudomanyos Tanacsanak eldirasai szerint (86/609/EEC)
zajlottak le.

|. tablazat: A kiilonbozo kisérletekben hasznalt egér modellek.

Egértorzs és Kor Felhasznadlt | Miitét/ Kezelés Kisérlet

genotipus/Nem dllatszdam

CD1 1-3 69 %) (4.1.2); (4.14); (4.2.6.)
WT/3Q honapos

CD1 1-3 10 OVX + olgj (4.2.1); (4.24.); (4.2.6.)
WT Q honapos

CD1 1-3 10 OVX + E2/EB (4.2.1); (4.2.2); (4.24));
WT ©Q hoénapos (4.25); (4.2.6.)
C57BL/6J 1-3 3 %) (4.1.1)

GnRH-GFP @ hénapos

C57BL/6J 1-3 3 %) (4.1.1)

ChAT-GFP & honapos

C57BL/6J 1-3 12 CTB vagy Fluoro- | (4.1.3)

GLYT2-GFP & honapos gold beadas




Il. tablazat Elektrofiziologiai vizsgalatokra szant akut szeletek.

Egértorzs és Kor Felhasznalt MiitétI Kezelés Kisérlet
genotipus/Nem dllatszam

C57BL/6J 1-3 3 %) (4.15)
GnRH-GFP hénapos

proestrus ¢

C57BL/6J 1-3 26 %} (4.15)
ChAT-GFP & honapos

3.2. Emberi mintak

A human hipotalamikus szdveteket a Semmelweis Egyetem, 1. sz Patoldgiai és Rékkutatd
Intézetétdl, illetve a tatabanyai Saint Borbala korhaz Patoldgiai Intézetétdl kaptuk. Harom-
négy oraval a halal utan az agy eltavolitasra keriilt a koponyabol a 77 éves (SKOS5) és 71
éves (SKO8) nd és az 55 éves (SKO7) férfi esetén a Magyar Egészségiigyi tanacs /ETT
TUKEB 33268-1/2015/ EKU (0248/15) ¢és 31443/2011/EKU (518/PI/11)/ ¢és a
Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
(SE-TUKEB 251/2016) altal leirt protokollnak megfeleléen, melyet a magyar torvények
engedélyeznek (1997 CLIV and 18/1998/X11.27. EUM Decree/).

3.3. Egér és emberi agyszovetek elokészitése fénymikroszképos vizsgalatokra

Az egereket transzkardialisan perfundaltuk, el6szor foszfat pufferes soéoldattal (10 ml 0,1
M-os phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4), majd 4% paraformaldehidet tartalmazo
PBS-sel (100 ml 4% PFA 0.1M-os PBS-ben). Az agyak 2 %-os PFA/PBS oldatban, 24
orat, 4 °C-on krioprotektiv 25 %-os cukoroldatban posztfixaloédtak. Ezutan, Leica SM
2000R tipusu fagyaszté mikrotommal 30 um vastag metszeteket készitettiink. A human
hipotalamikus blokkok a harom posztmenopauzas né esetében (53-88 koru) 24 oraval a
halal utan keriiltek kimetszésre. A metszeteket gyorsan és dvatosan lemostuk vizben, majd
immerzidsan fixaltuk 4 %-os PFA/PBS oldatban 10 napig. A szdvetblokkokat atitattuk 20
%-os cukoroldattal, majd 30 és 100 um vastag metszeteket készitettiink fagyasztod
mikrotommal. A 0.5%-0s H,0,-dal (10 percig) kioltottuk az endogén peroxidaz aktivitast,
majd a szoveteket 0,5% Triton X-100 oldattal tartuk fel. Végil 2%-os 16szérumot
alkalmaztunk (20 percig) a nem-specifikus antitest kotédés megelézésére. Az egymast
kovetd kezeléseket és a PBS mosasokat (3x 5 perc) szobahdmérsékleten végeztiik, mig az
elsddleges, masodlagos (biotinilalt és fluorokréom konjugélt) antitestekben vald inkubaciot

4°C-on végeztiik.
3.4. Egér és emberi agyszovetek el6készitése elektronmikroszképos vizsgalatokra

Az egereket eloszor PBS-sel (10 ml, 0,1 M-os; ph=7.4), majd 2%-0s PFA ¢és 4%-0s
acrolein keverékével perfundaltuk. Az agyak 2 %-os PFA/PBS oldatban posztfixalodtak 24



oran keresztiil, 4°C-on. A 30 um vastag metszeteket a Leica VTS-1000 tipusu vibratom
segitségével készitettiik el, majd 1 %-0s Na-borohidriddel kezeltiik (30 percig), a fixalod
kimosasa végett és 0.5%-0s H,O,-dal (15 percig). A metszeteket ezutan cukoroldatban
krioprotektaltuk, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd felolvasztottuk 3
hasznaltuk fel, amelyek korabbi kisérleteink alkalmaval magas KP immunoreaktivitast
mutattak. Az nyaki verdér és az agyai artéria kanniilalasaval el6szor fiziologias sooldattal
(mely 5 mL Na-heparint tartalmazott, 5000 U/mL) mostak at az érrendszert (1.5 L, 30
percig). Ezt kovetden fixalo oldattal (3-4 L, 2- 2.5 6ran keresztiil), amely 4 % PFA-t, 0,05
% glutaraldehidet és 0.2 % pikrin savat tartalmazott 0.1 M-os foszfat pufferben. A
hipotalamusz kimetszésre keriilt ¢és 4% PFA-ban posztfixdlodott egész ¢éjszaka,
glutaraldehid nélkiil. Az 50 um vastag hipotalamikus, koronalis metszeteket vibratommal
készitettiik el. Majd 2%-os 16szérumot alkalmaztunk (20 percig) a nem-specifikus antitest
kotodés megeldzésére. Az egymast kovetd kezeléseket és a PBS mosasokat (3x 5 perc)
szobahdmérsékleten végeztilk, kivéve az elsddleges ¢és masodlagos (biotinilalt és
fluorokrom konjugalt) antitestekben vald inkubaciot, amelyet 4°C-on végeztiik. A szoveti
antigének immunhisztokémiai detektacidja utdn, az immunjeldlt egér és human
metszeteket 1 % ozmiummal (1 oran keresztiil) és 1%-0s uranil-acetattal (70%-0s
alkoholban oldva; 40 percig) kezeltiik, majd felszalld6 alkoholsorban és acetonitrilben
dehidraltuk. A metszeteket ezutin TAAB 812 epoxi gyantdba dgyaztuk targylemez ¢és
fedélemez ko6zé, melyeket a konnyebb szétszedhetdség érdekében Hobbytime-mal

elokezeltiink.

3.5. Egyes és tobbes immunfluoreszcens jelolés konfokalis mikroszkopos

elemzésekhez

Az egér és human metszeteket 72 oran keresztiil inkubaltuk elsédleges antitestekben (egy,
két vagy harom elsddleges antitest keverékében: KP, GlyR, GFP, CTB, GnRH, TH). Az
antigén-antitest komplexet ezutan a megfeleld FITC-, CY3-, vagy CY5-konjugalt
masodlagos antitestben (12 6ran at) inkubaltuk. A GIlyR esetében a jelet biotinilalt
tiramiddal (BT) er0sitettiik, majd Alexa Fluor 594 konjugalt streptavidinnel tettiik
lathatova. A human infundibularis KP kapcsolatok elemzéséhez FITC-tiramidot
alkalmaztunk a jel erésitésére. Az immunfluoreszcensen jelolt metszeteket 0.1 M-0s Tris—

HCI (pH 7.6) pufferbdl huztuk fel targylemezre és Mowiollal fedtiik le.



I11. tablazat \lmmunfluoreszcens jeldlés technikai részletei.

Kisérlet Elsddleges antitestek Madsodlagos antitestek Jel erdsités
(4.2.2) KP elleni birka antiszérum | Biotinilalt szamar anti-birka 1gG | ABC/FITC-
(GQ2, Waljit S. Dhillo-tol, 1: | (Jackson, 1:1,000) tiramid
20,000)
(4.1.1) GlyR elleni tengeri malac | Biotinilalt szamar anti-tengeri | ABC/BT/STA-
antiszérum (#105-136aa | malac 1gG (Jackson, 1:1,000) és | Alexa Fluor 594
Masahiko Watanabe-t6l, | Biotinilalt szamar anti-nytl 1gG
Img/ml) és GFP elleni nyul | (Jackson, 1:1,000)
antiszérum (#AB10145,
1:2,500)
(4.1.3) CTB elleni kecske antiszérum | CY3 Kkonjugélt szamar anti- | &
(#103, List Biological | kecske 1gG (Jackson, 1:2,000)
Laboratories, 1:2,000) és GFP | és FITC-konjugalt szamar anti-
elleni nyul antiszérum | nyul 1gG (Jackson, 1:1,000)
(#AB10145, Millipore,
1:2,500)
(4.2.6.) GnRH elleni tengeri malac | FITC-konjugalt szamar anti- | &
antiszérum (#1018, | tengeri malac 1gG (Jackson,
Hrabovszky Erikt6l, | 1:1,000), CY3-konjugalt szamar
1:600,000), KP elleni nyul | anti-nyul 1gG (Jackson, 1, 2000)
antiszérum (#566, Alan Caraty- | és CY5-konjugalt szamar anti-
tol, 1:50,000) és TH elleni | csirke IgG (Jackson, 1:1,000)
csirke antiszérum (#TYH, Aves
Laboratories Inc., 1:1,000)

3.6. Egyes és kettos immunjelolések fény- és elektronmikroszképos

vizsgalatokhoz

Az egér és human metszetek egyes vagy kettés immunhisztokémidnak vetettiik ala. A
metszeteket 72 oran keresztiil inkubdltuk egyidejiileg, az elsddleges antitestekben. Ezt
kovette a KP-, GlyR-, GnRH-, GLYT2-, GLYTI1-IR strukturak lathatova tétele, a
megfelel6 masodlagos antitestben (12 6ra) majd Vectastain ABC Elite oldatban (1: 1,000,
1.5 6ra) vald inkubacidé soran. Az immunreakciot nickel-diaminobenzidin (NiDAB), és
0.006% H,0; Eziist-arany (SGI-NiDAB)
intenzifikalast kovetden a metszeteket a masodik primer szérumot felismerd biotinalt

masodlagos IgG-ben, majd Vectastain ABC Elite (1: 1,000, 1.5 6ra) oldatban inkubaltuk.

tartalmi  hivooldattal tettik lathatova.

Ezt kovetéen a masodik jelet diaminobenzidin (DAB) és 0.006% H,O, tartalmt

hivooldatban jelenitettiik meg. A fénymikroszkdpiara szant metszeteket targylemezekre



huztuk fel, majd DPX-szel lefedtiik dket. Az elektronmikroszkdpidra szant metszeteket

dehidraltuk és epoxy miigyantaba dgyaztuk a fentebb mar emlitett modon.

1V. tablazat Fény- és elektronmikroszkopos immunjelolések technikai részletei.

Kisérlet | Elsodleges antitestek Masodlagos antitestek Antigén-antitest
complex
vizualizdcidja
(4.2.2)) | KP elleni birka antiszérum (GQZ2, | Biotinilalt szamar anti-birka IgG | SGI-NiDAB
Waljit S. Dhillo-t6l, 1: 20,000) (Jackson, 1:1,000)

(411) | GlyrR  elleni  tengeri malac | Biotinilalt szamar anti-tengeri | SGI-NiDAB
antiszérum (#105-136aa, Masahiko | malac IgG (Jackson, 1:1,000)
Watanabe-t6l, 1 mg/ml)

(4.25) | GnRH  elleni  tengeri  malac | Biotinilalt szamar anti-tengeri | SGI-NiDAB ¢és
antiszérum (#1018, Hrabovszky | malac 1gG (Jackson, 1:1,000) és | DAB
Eriktdl, 1:600,000) és KP elleni nyul | Biotinilalt szamar anti-nyal 1gG
antiszérum (#566, Alan Caraty-t6l, | (Jackson, 1:1,000)
1:100,000)

(4.25) | GnRH elleni tengeri  malac | Biotinilalt szamar anti-tengeri | SGI-NiDAB és
antiszérum (#1018, Hrabovszky | malac 19G (Jackson, 1:1,000) és | DAB
Erikt6l, 1:600,000) és TH elleni | Biotinilalt szamar anti-csirke
csirke antiszérum (#¥TYH, Aves Lab | 1gG (Jackson, 1:1,000)
Inc., 1:1,000)

(412) | GLYT2 elleni nyal antiszérum | Biotinilalt szamar anti-nytl 1gG | SGI-NiDAB  ¢és
(#N30aa, Masahiko Watanabe-tol, 1 | (Jackson, 1:1,000) és Biotinilalt | DAB
mg/ml) és GnRH elleni tengeri | szamar anti-tengeri malac 1gG
malac antiszérum (#1018, | (Jackson, 1:1,000)
Hrabovszky Erikt6l, 1:600,000)

(412) | GLYT2 elleni nytl antiszérum | Biotinilalt szamar anti-nytl 1gG
(#N30aa, Masahiko Watanabe-tol, 1 | (Jackson, 1:1,000) és Biotinilalt | SGI-NiDAB  és
mg/ml) és ChAT elleni kecske | szamar anti-birka 1gG (Jackson, | DAB
antiszérum (#AB144P, Millipore, | 1:1,000)
1:1,1500)

(4.1.4) | GLYT1 elleni kecske antiszérum | Biotinilalt szamar anti-birka IgG | SGI-NiDAB és
(#AB1770, Millipore, 1:10,000) és | (Jackson, 1:1,000) és Biotinilalt | DAB
GnRH  elleni  tengeri  malac | szamar anti-tengeri malac 19G
antiszérum (#1018, Hrabovszky | (Jackson, 1:1,000)
Erikt6l, 1:600,000)

(414) | GLYT1 elleni kecske antiszérum | Biotinilalt szamar anti-birka IgG | SGI-NiDAB  és
(#AB1770, Millipore, 1:10,000) és | (Jackson, 1:1,000) és Biotinilalt | DAB
ChAT elleni kecske antiszérum | szamar anti-tengeri malac 1gG
(#AB144P, Millipore, 1:1,1500) (Jackson, 1:1,000)




3.7. Palyajeloléses technika a bazalis eléagyi glicinerg afferensek sejttestjének

azonositasara

V. tablazat A padlyajelolés technikai részletei.

Hasznalt Beadadsi paraméterek Antigén-antitest
tracer complex
vizulizacidja

Kolera A kovetkezd beadasi paraméterekt hasznaltuk, a | A CTB  esetében:
toxin B | Bregmahoz (B) viszonyitva: a MS: anteroposterior, | FITC-konjugalt szamar
(CTB) +0.61 mm; mediolateral, +0.0 mm; dorsoventral, -4 | anti nyul 1gG (Jackson,
(0,5% mm; HDB: anteroposterior, +0.37 or +0.02 mm; | 1:1,1000).
oldata) mediolateral, +0.80 or +1.40 mm; dorsoventral, - | A Fluro-Gold-ot nem
Fluoro- 4,90 or -5.00 mm (Paxinos, 2013); és a VP/SI: | kell vizualizalni.
Gold (2.5- | anteroposterior, +0.13 mm; mediolateral, +1.20 mm;
5.0% dorsoventral, -4.25 mm. A CTB és a Fluoro-Gold
oldata) egyoldalra, ionoforezissel (5 pA, 7 s on-off) lett

beadva a bazilis el6agyi régidkba, 20 percen

keresztiil.

3.8. Mikroszkopia és adat elemzés
3.8.1. Korrelalt fény- és elektronmikroszkopia

A migyantaba agyazott metszeteket fénymikroszkoppal vizsgaltuk tovabb, 60x-0s
nagyitason. A fénymikroszkopban fekete szint ado eziistozott NiDAB-os strukturdk
konnyen elkiilonithetdk voltak a barna szinii DAB jelolt struktaraktol, igy a lehetséges
kapcsolatok kivalasztasat konnyitette meg. Az appozicidkat tartalmazo (GLYT1-, GLYT2-
, vagy GnRH-IR rostok a ChAT-, GnRH-, KP-, vagy TH-IR idegsejtek szomato-
Félvékony (1um) és ultravékony (50-60 nm) metszeteket készitettiink Leica UCT
ultramikrotommal (Leica Microsystems, Bécs, Ausztria). Az ultrametszetekb6l allo
sorozatokat Formvar-hartyaval boritott egylyuka gridekre gytijtottik, 2% olom citrattal
kontrasztoztuk, a felvételeket Jeol-100 C transzmisszios elektron mikroszkoppal

készitettiik. A kapcsolatokat egymast kovetd ultravékony metszeteken azonositottuk.
3.8.2. Konfokalis 1ézer mikroszkopia

A TH- és/vagy KP-IR neuronokat tartalmazd POA periventrikularis régiokbol (3-6
ROI/Bregma szint, mely lefedte az egész teriiletet) és az Arc-bol (3-7 ROI/Bregma szint),
végeztiik a konfokélis elemzést a régiok egyik oldalabol (Osszes teriilet: 50589 um?2, z-
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mélység atlagosan: 19-20 um). A TH- és/vagy KP-IR perikarionokon és proximalis
dendritekenen 1évé GNRH appozicidk szamat vizsgaltuk. Appoziciok (egy optikai szeleten
belil nem volt lathatdo hézag a két egymas melletti profil kozott) és az immunreaktiv
sejttestek lettek leszamolva. A sejttesteken ¢és a dendriteken 1évd appoziciokat is
megszamoltuk; a dendritikus appoziciok abban az esetben lettek beleszamolva,
amennyiben vissza lehetett vezetni a sejttesttel valo kapcsolatat. Annak érdekében, hogy
elkeriiljiik a sejttestek és appoziciok duplan szamolasat, az egyedi sejteket beszdmoztuk és

azonositottuk az egymast kovetd optikai metszeteken.
3.8.3. Térképezés és kvantifikacio

A POA teriiletén KP-immunopozitiv vagy KP-immunonegativ TH-IR sejtek ¢és
immunonegativ KP-IR neuronok voltak elkiilonithetok, melyeket az aldbbiak szerint
jeloltiink: KP-/TH+, KP+/TH+, KP+/TH-. A korabbi tanulmanyoknak megfeleléen az Arc-
ban 1évé TH-IR sejtek immunonegativak voltak KP-re. A POA-ban, a TH vagy KP vagy
mindektt6t tartalmazé sejtek szazaléka és a GnRH appoziciok szazaléka ezen neuronokra
lett meghatarozva és Osszehasonlitva, az egyes modellekben, Tukey HSD post hoc teszt
utan egy utas ANOVA-val. Tovabba, az atlagos appozicié szam is meg lett hatarozva a
kiilonb6z6 sejttipusokon. A preoptikus TH-IR sejtekre érkezd atlagos GnRH appozicidit és
az Arc TH-IR sejtpopulaciokra érkez6 atlagos GnRH appozicioit Tukey HSD post hoc
teszt utan két-utas ANOVA-val hasonlitottuk 0Ossze. Statisztikailag szignifikdnsnak
tekintettiik a kiilonbségeket p<0.05 esetében.

A bazalis eléagyi glicinerg rostok eredtének vizsgélatara, retrograd jelold anyagot (CTB
vagy Fluoro-Gold) injektaltunk GLYT2-GFP transzgén egér MS, HDB, VP és Si
tertiletére. Annak ellenére, hogy a retrogradan visszajelolt GFP-s sejtek megoszlasa
valtozott a vizsgalt allatokban, a beadas helyétdl és az injektalt teriilet nagysagatol

fliggden, voltak olyan teriiletek, amelyek minden esetben jellddtek.

4. Eredmények
4.1. A bazalis eloagyi neuronok glicinerg beidegzésének vizsgalata
4.1.1. A GlyR almag és sejt-specifikus megjelenése a bazalis eléagyban

Pana-GlyR antitest alkalmazasaval, GlyR-immunreaktiv helyeket mutattunk ki a bazalis
eldagy Osszes almagjaban és a septalis-preoptikus teriileten. Annak ellenére, hogy a
szeptalis-preoptikus teriilet is immunopozitiv volt a GlyR-ra, a kettds jelolés sordn nem

talaltunk egyértelmii bizonyitékot arra, hogy a GnRH neuronok is tartalmazzak a GlyR-t.
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A GnRH neuronokkal ellentétben, GlyR-immunorektiv helyeket azonositottunk a legtobb
kolinerg sejt esetében, azt sugallva, hogy a glicin direkt modon befolyéasolja a kolinerg

sejtek mitkodését a bazalis eldagyban.

4.1.2. A glicinerg (GLYT2-pozitiv) afferensek megoszlasa a bazalis eléagyban

és appoziciojuk a GnRH és kolinerg idegsejteken

A GLYT2 immunhisztokémiai jelolésével, a glicinerg (GLYT2-IR) axonok nagy strliségét
detektaltuk az egér bazalis eléagyaban és a szepto-preotikus-hipotalamikus teriileteken,
ahol a GnRH és ChAT-pozitiv sejtek is megtalalhatdak. A GLYT2-IR rostok és a GnRH-
vagy ChAT-IR idegsejtek fénymikroszkopos elemzésével axo-szomatikus és axo-
dendritikus kapcsolatokat mutattunk ki. A GLYT2-IR rostok nagy nagyitast felvételein
latszott, hogy gyakran formalnak varikozitasokat, melyek kozepe nem-jelolt, arra utalva,
hogy a célsejt nyulvanyait fogjak korbe és axo-spindzus kapcsolatokat 1étesitenek. Ezek a
kapcsolatok tovabbi ultrstruktiralis vizsgalatoknak lettek aldvetve. A GnRH esetében,
annak ellenére, hogy fénymikroszkopos szinten gyakran lehetett GLYT2-IR appozicidkat
talalni, elektronmikroszkopos szinten nem sikeriilt szinaptikus kapcsolatot kimutatni
(n=54) a GLYT2-IR rostok és GnRH neuronok kozott. A GnRH-val ellentétben, 32
szinapszist sikeriilt azonositani ChAT-IR sejteken. A GLYT2-IR axon terminalisok
korbeveszik a kis- és nagy atmérdjii ChAT-IR dendriteket és szimmetrikus szinapszisokat
képeznek dendritekkel (n=20) és perikarionon (n=1). Tovabba, korrelalt fény- ¢és
elektronmikroszkopos modszer alkalmazasaval és az ultravékony metszetek elemzésével
axo-spindzus kapcsolatokat a sejttesten (n=2) és a dendritikus tiiskéken (n=9) is sikeriilt

Kimutatni.
4.1.3. A bazalis elagyba vetité glicinerg idegsejtek lokalizacidja

A bazalis eldagyi glicinerg bemenet eredetének vizsgalatara, retrogradan terjedé CTB vagy
FluroGold jelold anyagokat injektaltunk a GLYT2-GFP transzgén egerek, MS, HDB, VP,
¢és SI teriiletére. A medialis preoptikus teriiletet nem jeloltiik vissza, hiszen nem talaltunk
meggy0z6 bizonyitékot arra, hogy a glicinerg rostok direkt kapcsolatban allnak-e a GnRH
neuronokkal. A legnagyobb szamu kettésen jelolt (CTB-pozitiv és GFP pozitiv) sejteket a
raphe magnus teriiletén azonositottuk (25+7.4% az 6sszes GFP sejtnek, n =6). Retrogradan
jelolt sejtek, minden beadas esetén, megjelentek a pontine retikularis mag és a
gigantocellularis retikuldris mag teriiletén. Néhany sejt a periaqueductal gray teriiletén is

visszajelolodott.

12



4.14. GLYTI1-IR asztroglia nydlvanyok a GnRH és kolinerg idegsejtek

kozelében

A dorzalis eléagyi régiokkal ellentétben, erds GLY T1-immunreaktivitas figyelheté meg a
bazalis eldagyban, kiilondsképpen azokon a teriileteken, ahol a GnRH ¢és kolinerg sejtek is
megtalalhatok. Fénymikroszkopos szinten is latszik, hogy a GLYTl-immunreaktivitas
egybefiiggd foltokat alkot és a GnRH neuronok ¢és a kolinerg sejtek egyarant a GLYT1-
immunreaktiv mikrokdrnyezetbe vannak bedgyazva. Ultrastrukturalis szinten, a GLYT1-
immunreaktivitast vékony, glidlis nyulvanyokban mutattuk ki, melyek gyakran a GnRH-ra
¢s a kolinerg sejtekre érkezd aszimmetrikus €s szimmetrikus szinapszisok kozelében voltak

detektalhatok.

4.1.5. Kollaboracios vizsgalataink: A glicin hatasa a GnRH és kolinerg sejtek

membran tulajdonsagaira

Elektrofiziologiai méréseket végeztink a GnRH ¢és a kolinerg idegsejteken a bazalis
eléagyban, annak kideritése végett, hogy a glicin direktben befolyasolja-e ezen sejtek
mikodését. A GnRH esetében, whole cell mérési koriilmények kozott azt talaltuk, hogy a
glicinnek (4 uM-0s) nincs szignifikans hatasa a GnRH neuronok akcios potencialjanak
frekvencidjara, prodsztrusz fazisban 1évé egerekben. A GnRH neuronokkal ellentétben, a
kolinerg sejtek elektrofiziologiai mérései, minden bazalis eléagyi alrégioban, egy alapvetd
glicinerg input jelenlétét tdmasztja ala. Kortlbelil 80%-a a random modon kivalasztott
bazalis eldagyi kolinerg sejteknek, bicuculline-rezisztens, sztrichnin-érzékeny sponan
IPSCs-ket mutatott.

4.2. A GnRH efferensek és célsejteinek jellemzése egérben és emberben
4.2.1. A GNRH-IR nyulvanyok ultrastruktiralis vizsgalata egérben

A GnRH-IR nyulvanyok axon terminalisokat és aszimmetrikus szinpszisokat képeznek
jeloletlen dendriteken, az RP3V ¢és az Arc teriiletén. Az axon terminalisok kicsi, atlatszo
megjelenésli vezikuldkat €s immunjelolt dense-core vezikuldkat tartalmaznak. Az axon
terminalisok atmérdje kortilbeliil 0.5 um. A Herbison labor altal is leirt GnRH dendronokat
detektaltam 0.712+0.211 pm ¢és 1.62+0.748 um kozotti atmérdvel. Hasonldan az axon
varikozitasokhoz és terminalisokhoz, mitokondriumokat, kicsi, atlatsz6 és dense-core
vezikulakat tartalmaznak, de a posztszinaptikus oldalon taldlhatoak ¢és szinaptikus

inputokat kapnak azonositatlan axon terminalisoktol.
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4.2.2. A KP-KP kapcsolatok elemzése egérben

A KP-IR sejtek nytlvanyainak stri halozatat detektadltam a POA ¢és Arc teriiletén
konfokalis mikroszkopia segitségével. KP-IR varikozitasokat figyeltink meg a KP-IR
sejttesteken, a POA ¢és Arc terliletén egyarant. Ultrastrukturalis vizsgalataink soran KP-IR
axon terminalisokat azonositottunk, melyek nagy dense-core vezikulakat és kis, atlatszo
vezikulakat tartalmaztak mindkét teriileten. A KP-IR terminalisok szimmetrikus, axo-
szomatikus (n=5 a POA-ban; n=3 az Arc-ban) szinapszisokat alakitottak ki a masik KP-IR
sejttestjével.

4.2.3. A KP-KP kapcsolatok elemzése emberben
A huméan infundibularis mag konfokalis vizsgalata kimutatta, hogy a KP-IR sejtek
tobbsége az az infundibuldris mag caudélis részében helyezkednek el, mig az
infundibularis nyél teriiletén kevesebb szadmban talalhatok. Ultravékony metszetek
elemzésével azt talaltuk, hogy a KP-IR axonok szinapszisokat formalnak jeldletlen
sejttesteken és dendriteken. Tovabba, ebben a régioban a KP-IR axonok gyakran
formalnak kontaktusokat masik KP-IR neuronokkal. Ezek a kontaktusok axo-dendritikus
és axo-szomatikus szinapszisok voltak, illetve axo-axonikusak.

4.2.4. A KP- és/vagy TH-IR sejteken 1évé GnRH-IR appoziciok konfokalis

mikroszkopos elemzése az RP3V és Arc teriiletén
A GnRH sejttestek a szepto-preoptik-hipotalamikus vonalban talalhatok, azonban
nyulvanyaik megtalalhatoak az RP3V és a medibazalis hipotalamusz teriiletén is, ahol
varikozitasokat formalnak. Ez a két teriilet tartalmazza a KP- és TH-IR sejteket is. Harmas
immunfluoreszcens jeldléssel GNRH-IR nyulvanyokat azonositottunk mindharom sejttipus
(ugymint a KP-, TH-, és KP/TH-IR sejtek) kozelében az RP3V teriiletén, illetve a mindkét
sejttipus (ugymint KP- és TH-IR sejtek) kozelében, az Arc teriiletén.

4.2.5. A GnRH axonok szinaptikus célsejt azonositasa
A KP- és/vagy TH-IR sejteken azonositott GnRH-IR appozicidkat tovabb vizsgaltuk
ultrastruktaralis szinten. Ultravékony metszetek elemzése soran 13 esetben talaltunk vagy
axo-szomaikus vagy axo-dendritikus szinapszisokat a GnRH-IR axon terminalisok és KP-
IR sejtek kozott. A TH-IR neuronok esetében, 12 szinaptikus kapcsolatot azonositottunk.
A GnRH-IR preszinaptikus elemek kicsi, kerek, atlatszo vezikulakat és néhany dense-core
vezikulat tartalmazott, melyek eziist szemcsékkel voltak jeldlve. Az Gsszes detektalt
szinapszis (25 szinapszis) az RP3V teriiletén (n=8) ¢és az Arc teriiletén (n=17)

aszimmetrikus jelleget mutatott.
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4.2.6. Hormonalis és laktaciohoz kapcsolodéo hatiasok a KP- és TH-IR
neuronok GnRH inputjara
4.2.6.1. Cirkadian hatasok a KP sejtek GnRH inputjara
Megvizsgaltuk a diurndlis valtozasok hatasait a KP sejtek GnRH inputjanak a
mennyiségére az RP3V és az Arc teriiletén. Az RP3V esetén a kvantifikaciot kolhicin és
OVX+E2 kezelt allat modelben, mig az Arc teriiletén kolhicin és OVX+olaj kezelt allat
modelekben végeztiik. GnRH-IR varikozitdsokat az RP3V KP-IR sejtek koriilbeliil 25%-
aban talaltunk [23.79 £+ 6.93%, ZT4-5 (n=15) és 28.19 + 4.41%, ZT11-12 (n = 7)], mig az
Arc KP-IR sejtjei esetében ez a szam koriilbeliil 50% volt [45.99 + 3.02%, ZT4-5 (n = 5)
és 55.13 £ 4.62%, ZT11-12 (n = 5)]. A szdzalékok nem mutattak szignifikans
kiilonbségeket a kiilonbozo zeitgeber iddpontokban.
4.2.6.2. A laktacié hatasa a KP- és /vagy TH-IR sejtek GnRH inputjara

A dopaminerg sejtek GnRH inputjanak lehetséges valtozasait vizsgaltuk laktalo anyakban
(posztpartum 11. napon) és a 24 o6ras kolyok elvont laktaldé anyakban, harmas
immunfluoreszcens jeloléssel és konfokalis mikroszképos elemzéssel. A KP-pozitiv és a
KP-negativ TH-IR (KP+/TH+-IR és KP-/TH+-IR) sejtek GnRH-IR appozicidjanak szamat
elemeztiik laktalé anydkban Osszehasonlitva nem-laktaldé (OVX+E2 kezelt) és 24 orés
kolyokelvont laktald anyakkal.
A TH-IR sejtek alacsonyabb ardanyban immunreaktivak KP-re a laktdalo anyik POA
teriiletén
Az OVX+E2 kezelt egerekben a TH sejtek magas szdzaléka (57.8+4.3%) immunreaktiv
KP-re. Ez az arany szignifikansan alacsonyabb laktalo anydkban (16.1+£5%-a az Osszes
leszamolt IR sejtnek, F= 28.069, p< 0.001; egy-utas ANOVA, post hoc Tukey). Az
egyesen jelolt TH (KP-/TH+-IR) vagy KP (KP+/TH--IR) sejtek szama szignifikansan
megemelkedett (a TH esetében; 39.8+3.7% vs. 72.4+2.9%-a az Osszes leszamolt sejtnek,
F=30.986, p< 0.001; egy-utas ANOVA, post hoc Tukey, a KP esetében; 2.4+0.8% vs.
15.4+4.1%-a az Osszes leszamolt sejtnek, F=5.056, p= 0.03; egy-utas ANOVA, post hoc
Tukey). A kolykok elvétele 24 o6rara, nem valtoztatta meg a kolokalizacios szazalékot az
anyakban (17.3+4.6%-a az 6sszes leszdmolt sejtnek).
A laktacio és a kolyok elvonas hatasai a TH-IR sejteken lévé GnRH-IR appoziciok szamara
Konfokalis mikroszképos elemzéssel kimutattuk, hogy a GnRH neuronok appozicidkat
formalnak mindharom fenotipusu sejten (Ggymint. KP+/TH+, KP-/TH+, or KP+/TH-) a
POA teriiletén, illetve a TH-IR neuronokon (4gymint KP-/TH+) az Arc teriiletén. A laktalod
anyakban a GnRH-IR appoziciok szama szignifikansan emelkedett a KP-/TH+ sejteken, a
POA teriiletén (68.5+4.3% laktalo allatban, 72.3+6% kolyokelvont allatokban vs.
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48.2+3.2% OVX+E2 egerekben, F= 8.834, p=0.006; egy-utas ANOVA, post hoc Tukey).
Ezzel ellentétben, a KP+/TH+ sejtek szignifikdnsan csékkent szamu GnRH appoziciokat
kaptak, ugyanazokat az allat modeleket Osszehasonlitva (13.1£3.8% ¢és 12.4£3.7% vs.
49.3+3.4%, F=36.225, p< 0.001; egy-utas ANOVA, post hoc Tukey). A nettd eredmény
egy kis mértékii csokkenés volt a TH-IR sejtek GnRH-IR appoziciok szazalékaban, a
allatokkal (F=4.946, p< 0.032; egy-utas ANOVA, post hoc Tukey). A kolykok elvétele
nem okozott valtozast a kontaktok szamaban. A TH-IR sejtpopulaciok (KP+ és KP-)
GnRH-IR appozicidinak szdzaléka magas volt (96.9+1.5%, 81.6 +4.1%, 84.8+5.9% a POA
teriiletén az OVX+E2 egerekben, laktaldo vagy kolyokelvont anyakban). A TH-IR sejtek
GnRH-IR appozicidinak atlagos szama nem kiilonbozott a vizsgalt csoportokban, de ez az
értek szignifikdnsan alacsonyabb volt a POA teriiletén mint az Arc teriiletén, minden

vizsgalt csoportban (F=34.043, p< 0.001; két-utas ANOVA, post hoc Tukey).

5. Kovetkeztetések

Az értekezésem elsd felében, megvizsgaltam a glicin lehetséges célsejtjeit a bazdlis
eléagyban. Ennek érdekében morfologiai és funkcionalis kisérleteket hajtottunk végre.
Elészor is a GlyR jelenlétét probaltuk meg kimutatni a GnRH és kolinerg sejtekben.
Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy az 6sszes bazalis eldagyi régié immunreaktiv GlyR-
ra, koztiik azok a régiok is amelyek tartalmazzak a két lehetséges célsejt csoportot. Kettds
immunfluoreszcens jelolést és konfokalis mikroszkopos elemzést alkalmazva, nem
talaltunk egyértelmli bizonyitékot arra vonatkozolag, hogy a GnRH neuronok
expresszaljak e a GlyR-t, ezzel ellentétben a kolinerg sejtek az Osszes bazalis elfagyi
régioban GIlyR pozitivitdst mutatott. Tovabba, kettés immunjeldlést alkalmazva nem
sikerlilt a GLYT2-IR axon termindlisok és GnRH sejtek ko6zott szinaptikus kapcsolatot
azonositani. A kolinerg sejtek esetében mas volt a helyzet: a GLYT2-IR axon terminalisok
szimmetrikus, axo-szomatikus és axo-dendritikus szinapszisokat formaltak, amelyek
gyakran disztalisabb dendrit a4gakon jelentek meg arra utalva, hogy ezek kevésbé erételjes,
de mégis jelentGs, az agyi plaszticitasban fontos szerepet jatszo gatlast hoznak létre. A
bazalis el6agyi glicinerg afferensek eredetének vizsgdlatdra palyajeldlési modszert
alkalmaztunk. CTB-t vagy FluoroGoldot injektaltunk GLYT2-GFP transzgén allat,
kiilonboz6 bazalis eldagyi régidiba, majd kielemeztik a kettésen jelolt (CTB vagy
FluoroGold és GFP-pozitiv) sejtek eloszlasat az agytdrzsben. Azt az eredményt kaptuk,

hogy bazalis el6agyban talalhat6 glicinerg rostok sejttestjei foként a Raphe Magnusban, az

crcr
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megvizsgaltuk a GLYTI-IR asztrocita nyulvanyok eloszlasat a GnRH és kolinerg sejtek
kozelében. Kettés immunjeldlés utan (GnRH vagy ChAT és GLYT1), azt lattuk, hogy a
GnRH ¢és kolinerg sejtek be vannak agyazdédva a GLYT1-IR asztrocita nyulvanyok kozé.
Ultrastrukturalis szinten ezen nyulvanyok a GnRH ¢és kolinerg sejtekre érkezé
aszimmetrikus és szimmetrikus szinapszisok kozelében helyezkednek el, azt sugallva,
hogy ezen szinapszisok kozelében, az extracellularis tér glicin koncentracidja szigortian
szabalyozott. Végiil kollaboratoraink segitségével teszteltiik, hogy vajon a glicin direkt
hatast fejt ki a GnRH ¢és kolinerg sejtek membran potencial tulajdonsagaira. Whole cell
patch clamp korilmények kozott nem talaltunk valtozast a GnRH sejtek tiizelési
mintazataban glicin hatdsara. A kolinerg sejtek esetében azonban a glicin gétld hatdsat
sikertilt kimutatni.

Az értekezésem masodik részében jellemeztem a GnRH neuronok efferenseit és azok
célsejtjeit egérben €s emberben. El6sz0r is ultrastrukturalis szinten megvizsgaltam a GnRH
nytlvanyokat a mediobazalis hipotalamusz teriiletén. A GnRH nytlvanyok atmérdje
0.712£0.211 pum ¢és 1.62+0.748 pm kozott valtozott, illetve gyakran szinapszisokat
formaltak azonositatlan sejttesteken és dendriteken. Egyes nyulvanyok posztszinaptikus
elemként jelentek meg, mig masok preszinaptikusként, szinapszisokat kialakitva. A
Kisspeptin idegsejtek egyik f6 szabdlyoz6i a GnRH neuronoknak, egérben és emberben
egyarant. Megvizsgaltam ultrastrukturalis szinten a KP-KP sejtek kapcsolatat, egérben, az
RP3V és Arc teriiletén, illetve emberben az INF teriiletén. Egérben axo-szomatikus
szinapszisokat sikeriilt kimutatni mindkét teriileten. Ezen kapcsolatok ugy tiinik, hogy
filogenetikailag megdrzottek, hiszen mas allatfajokban, iigymint patkanyban ¢s birkaban is
azonositottak Oket. Human vizsgalataink soran axo-szomatikus, axo-dendritikus
szinapszisokat ¢és axo-axonikus kapcsolatokat detektaltunk. Ezen eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a KP sejtek miikddése nagy foktan szinkronizalt. Azonban
ezen kapcsolatokban szerepet jatszo neurotranszmitterek ¢€s neuromodulatorok faji
kiilonbségeket mutatnak, mint példdul a Dynorfin kevésbé van jelen a human KP
sejtekben.

A GnRH neuronok amellett, hogy a szaporodas szabéalyozas végsd kimenetét adjak és a
hipotalamo-hipofizealis keringésbe iiriilnek, a GnRH neuronok beidegzik az RP3V és Arc
teriiletét is. PhD tanulmanyaim sordn megvizsgaltam a GnRH neuronok lehetséges
szinaptikus célsejtjeit az RP3V ¢és az Arc teriiletén. Elektron mikroszkopos vizsgalataim
soran, eldszor mutattunk ki szinaptikus kapcsolatokat a GnRH axon terminélisok és a KP-
vagy TH-IR sejtek kozott. Tovabba megvizsgaltam a lehetséges hatdsait a circadian

idépontoknak, a hormondlis véltozadsoknak €s a laktacionak ezen kapcsolatokra. Harmas
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immunfluoreszcens jelolést alkalmazva, kiclemeztem a KP-, TH-, és KP/TH-IR sejtek
GnRH appozicioit kiilonbozd cirkadian idépontokban, kiillonb6zé hormonalis feltételek
kozott, laktacio alatt és laktalo de kolyok elvont allapotban mindkét régioban. A KP és TH
colokalizaciot befolyasoltak a kiilonb6z6é hormonalis feltételek. A TH-IR sejtekben
alacsonyabb szintli volt a KP sejtek immunreaktivitasa a laktald allatok POA teriiletén.
Azonban a KP-, TH-, KP/TH-IR sejtek GnRH appozicidinak szama nem valtozott
szignifikdnsan a két vizsgalt teriileten, a kiilonb6z0 hormondlis valtozasokra.
Osszességében tehat azt mondhatjuk, hogy ezen hormonélis hatdsok nem befolyasoltak a
KP- és/vagy TH-IR sejtek GNRH-IR appozicidéinak szamat, azonban nem zarhato ki,
komunikacioban részt vevé elemek molekularis/ultrastruktiralis szintii valtozasanak

lehetdsége.
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