Az elért eredmények

A periférids belsOelvalasztasi mirigyek miikddésének szabdlyozasaban a hypothalamus-
hypophysis-célszerv rendszer dontd szerepet jatszik. Kozvetett, ¢lettani megfigyelések arra
utaltak, hogy a kozponti idegrendszer - mint finomszabalyozo -, befolydsolhatja az endokrin
szervek miikodését, a hypophysistdl fiiggetlen, kozvetlen idegi Gton is. A transz-szinaptikus
viruskovetési modszer bevezetése lehetdvé tette hosszt, multiszinaptikus idegpalyak
kimutatasat. Ezen technika alkalmazaséaval a korabbi kutatasi periddusban munkacsoportunk
feltérképezte a gonadokkal, a mellékherével, a ductus deferens-sel, illetve az emldvel
transzneuronalis kapcsolatban 1évé kozponti idegrendszeri sejtcsoportokat. Jelen ciklusban
tanulmanyozni kivantuk, hogy a kiilonboz6 szerveket beidegzé agyi struktirakban talalhatok-
e olyan idegsejtek, melyek tobb szerv transzneurondlis beidegzésében jatszanak szerepet.
Vizsgaltuk tovabba az ivarmirigyek beidegzésében résztvevd, egyes idegi strukturak
funkciondlis jelent0ségét. Mas tipusu kisérleteinkben tanulmanyoztuk a here helyi
szabalyozasaban résztvevd citokin fiziologiai szerepét, illetve ezen anyag és a here
innervacioja kozotti kolcsonhatast.

I. Kettés virusjelolési modszer alkalmazasaval nyert adatok

Sajat és masok adatai egyértelmiien azt mutatjak, hogy a periférias endokrin mirigyek, illetve
mas belsd szervek supraspindlis beidegzése hasonld. Ezen megfigyelés alapjan felmeriilt,
hogy a paros endokrin mirigyek, illetve kiilonb6z6, de funkciondlisan kapcsolddd szervek
beidegzésében résztvevd  sejtcsoportokban  taldlhatok-e olyan neuronok, melyek
transzneuronalisan beidegzik az ellenoldali mirigyeket is, illetve a két kiilonboz6 szervet.
Ezen kérdések megvalaszoldsdhoz a kettds virusjelolési modszert alkalmaztuk, melyhez
Bartha-torzs genomjaba beépitett zo6ld fluoreszcens proteint, illetve [-galaktozidazt
expresszalo virust hasznaltunk. Némely esetben DS-Red-torzs felhasznalasa tortént. A
génmanipulalt virusokat Dr. Boldogkdi Zsolt bocsatotta rendelkezéstinkre.

a) A jobb- és baloldali petefészek supraspindalis beidegzése

Egyik petefészket piros, masikat z6ld fluoreszcenciat mutatd rekombinalt virussal infiltraltuk,
mas kisérleti csoportban az adott petefészek a masik virustorzset kapta. Szamos agyi
magcsoportban (nucl. dorsalis n. vagi, caudalis raphe magok, A5 sejtcsoport, nucl.
paraventricularis hypothalami) a jeldlt sejtek szama joval magasabb volt a baloldali, mint a
jobboldali gonad felél. A kettés jelolddést mutatdé neuronokat leginkdbb a nucl.
paraventricularis hypothalamiban lehetett megfigyelni (1. &bra). Hasonlo jelenséget
¢észleltiink, amikor DS-Red-virust fecskendeztiink a jobb vagy a bal petefészekbe. A
megfigyelések a baloldali petefészek supraspinalis beidegzésének dominancidjat mutatjak
[6,9].

b) A jobb- és baloldali mellékvese supraspinalis beidegzése

A két petefészek transzneuronalis beidegzésének ismeretében, hasonld kisérletet végeztiink a
mellékvesék vonatkozdsaban is. Az eredmények a mellékvesék esetében is egyértelmiien a bal
mellékvese gazdagabb supraspindlis beidegzését mutattdk (I. tablazat). Kettésen jelolt
(mindkét mellékvesével transzneurondalisan kapcsolatban 4ll6) neuronok az agytdrzsben (nucl.
tractus solitarii, raphe magok, A5 sejtcsoport) €s a hypothalamusban (nucl. paraventricularis)
mutatkoztak. A megfigyelések arra utalnak, hogy a mellékvesék supraspinalis beidegzésében
részt vesznek olyan neuron-csoportok, melyek csak az egyik mellékvesét innervaljak, mig



kisebb populaciok mindkét szervhez projicidlnak. Ezen utdbbi neuronok a két mellékvese
miikddésének integracidjaban jatszhatnak szerepet [8,10,14].

1. dbra

Fig. 2. Photomicrographa illuatrating double wvirus-labeled rat
birain sections 4-days after virus administration into the right and left
avaries, Twao almost identical Bartha atrain of pssudorabisa wirus
(PEV) were used: BIM: strain expressing green fluoreacent protain
marker gene (green fAuoreacent label in the infected neurona) was
injected into the right ovary and the he BDL atrain expressing bata
galactosidase (red fAuorescent label) was injected into the left ovary
Immunoatained coronal sectiona, arranged in candoroatral direction.
MNeurana prajecting to the right or left ovary are elearly distinguished.

1. tablazat

The 1abeled neurons of the doraal vagal nuelens (DX) projecting tothe
left avary (A-I) appeared to be more numerous. The nucleus of the
aolitary tract (NTE) appeara to have more eomnectiona to the left
ovary (El. Many neurona in the hypothslamic paraventricular nu-
elena (PVIN) eonnected with the left or the right ovary are well diatin-
guished. A few neurona project to both ovariea (F, asteriak). Arrowa
represent neurmn s prajecting to the left ovary, while arrowhead repre-
aenta neurona prajcting to right ovary. CC = central canal, 3V ar 41
= third ar fourth ventricls. Seale hara = 100 prn (A) or 200 pm (B-F )

TABLE 2 Labeling of neurons in various siructures of the brain stem and the diencephalon 72 hafter injection of one of the
recomibinant virgses (BDL or BING) into the lefi, and the other virus into the right adrenal gland, and vice versa

BDG into right adrenal BIL intoright adrenal
HDL into left adrenal BD{G into left adrenal
50E4* 5035 5030 5031 5052
Right, Left, Right, Left, Right, Laft, Right, Laft, Right, Left,
Structures laheled BDG BDL BDG BDL BIL BDG BDL BDG BDL BDG

Brain stem
Ventrolateral medulla + + -
Gigantocellular nuecleus + + -
Mueleus of the aolitary tract + ++ -
Diaraal nuelena of vagus + ++ -
AL eell group + + -
Raphe ohamima + ++ -
Raphe pallidua + ++ -
HRaphe magnua + ++ -
Laeua coeruleus + ++ -

Dhieneephalon
Paraventricular nuelens + ++ -
Lateral hypothalamuna - + -

+, Jess than 5 lnbeled colls per section; + +, more than 5 labeled cells per section; —, no lnbeled colls per sedion.

*Animn] code num ber.



c) A mellékvese és a petefészek supraspindlis beidegzése

Szamos adat utal a mellékvese és a reproduktiv rendszer kozotti kolcsonhatasra. Vizsgaltuk,
hogy vannak-e olyan kozponti idegrendszeri ,,k6z6s” neuronok, melyek részt vesznek ezen
szervek transzneuronalis beidegzésében. A baloldali petefészekbe, illetve a baloldali
mellékvesébe két, kiilonb6zo fluoreszcenciat mutatd rekombinans virustorzset adtunk.
Kettosen jelolt neuronokat figyeltiink meg a nyultvel ventrolateralis teriiletén, a nucleus
tractus solitariiban, a caudalis raphe magokban, az A5 sejtcsoportban €s a nucl.
paraventricularis hypothalamiban. A legtobb kettdsen fert6zott idegsejt (a jelolt sejtek 10-20
%-a) az AS sejtcsoportban €s a nucl. paraventricularis hypothalamiban mutatkozott (2. 4bra).
Az adatok a mellékvese és a petefészek supraspinalis beidegzésében résztvevo ,,kozos”
neuronok létezését mutatjak, mely megfigyelés egy 1j, sejt-szinten megvalosulo, a két szerv
miikodését 6sszehangolo szabalyozé mechanizmusra utal [13].

d) Kollaboracidban vizsgaltuk a parotis nucl. salivatorius inferior altali innervaciojat.
Kettds virusjelolési moddszerrel feltdrtuk a parotist és a konnymirigyet beidegzd

paraszimpatikus preganglionalis idegsejtek topografiai viszonyat [12].

e) Felkérésre Osszefoglald dolgozatot irtunk az Endocrine szakfolydiratba (jelenleg a
szerkesztok 4ltal javasolt modositasokat végezziik) [11 under resubmission].

2. abra

Fig. L Coronal sections of rat brains, {A-D) The left ovany was injected with pseudorabies vinus expressing green fluorescent protein (BDG), while the left adrenal was
inoculated with a recombinant strain expressing D5 RED. Meurons connected with the left adrenal gland or the left ovary are well distinguished A fow neurons {yellow)
project to both organs. (E1-3) A mixture (1:1) of BDG and DS-RED virus sus pension was applicd. Most infected neurons expressed both marker genes: green channel (E1),
red channel (E2) and superimposed fluorescent micrographs of green and red channels (E2) (A), (B) and (E) are fluorescent micrographs, while (C) and (D) are confocal
micrographs.



I1. Az ivarmirigyek supraspinalis beidegzésének funkcionalis jelentéségére utalo adatok
a) A kiserletesen eldidézett policisztds petefészek supraspinalis beidegzése

Irodalmi adatok szerint az emberi policisztds ovarium katekolaminerg idegelemei lényegesen
megszaporodnak. Vizsgaltuk, hogy 0Osztradiol-valerattal eldidézett policisztas ovariummal
bird patkanyokban valtozik-e a szervvel transzneurondlis kapcsolatban 1év6 kozponti
idegrendszeri virus-fert6zodési mintazata. Adataink azt mutatjak, hogy azon allatok zémében,
melyek petefészke atretizalt, cisztikus follikulusokat tartalmazott, egyaltalan nem, vagy csak
igen kis mértékben mutatkozott kozponti idegrendszeri virusjelolédés (3. dbra). A nem vart
¢észlelet konkrét magyarazata varat magara, jelenleg csak feltételezések allnak rendelkezésre
(pl. 6sztrogén befolydsa a virus fertézoképességére) [3].
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Fig. 2. Photomicragrapha illuatrating virus-labeled neurona in the  CNS of the EV-4reated group with PCO (ecode no. 46181 86 houra after
nuclens of the aolitary tract (NTS) (A B) and in the intermediolataral  wirna injection into the right ovary. co: central canal, Scale hars =
o2l | ealurnn (IML) of the apinal cord (C, 00 of a2 control rat (AC) and of  (AB1200 wom, (C,00 400 wrm.
the aingle animal in which virua-labeled neurona were detected in the

b) Agykergi lézio és részleges callosotomia hatasa a tesztoszteron szekréciora

Korabbi adataink azt mutattdk, hogy a corpus callosum egészének atmetszése fokozott
tesztoszteron szekrécidt, mig a jobboldali insuléris kéreg sértése a tesztoszteron elvalasztas
csokkenését eredményezte, véltozatlan szérum LH és FSH szintek mellett. Tanulmanyoztuk,
vajon a frontalis és az occipitalis kéreg 1€zioja, illetve a corpus callosum eliils6 és hatso
teriiletének atmetszése befolydsolja-e a here endokrin miikodését. Az occipitalis kéreg
jobboldali sértése, valamint a corpus callosum hatulso teriiletének atmetszése a szérum ¢€s az
in vitro bazdlis tesztoszteron szekrécid szignifikdns novekedését valtotta ki (4. abra). A
frontalis kérgi teriilet, illetve a corpus callosum eliilsé részének atvagasa nem befolyasolta a
here szteroidogenezisét. Az eredmények a jobboldali occipitdlis kéreg tesztoszteron
szekréciora kifejtett gatlo hatasara utalnak, €s 6sszhangban vannak azzal az ismert ténnyel,
hogy az occipitalis lebenybdl szarmazd commissuralis rostok a splenium corporis callosi-n



haladnak at. Azon megfigyelésiink, miszerint a tesztoszteron szekrécioban bekdvetkezett
valtozasok valtozatlan LH szint mellett alakultak ki, arra utal, hogy a sértett agyi teriiletek
részt vesznek a here szteroidogenezisének, hypophysistdl fiiggetlen, idegpalydkon keresztiil
megvalosulo szabalyozasaban [5].
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Figure 3. Levels of basal T secretion in vitro after cortical lesians. Figure 4. Levels of basal T secretion in witro after callosotomy,
# =significant difference in comparison with intact rats; * = significant difference in comparison with intact rats;
# = significant difference in comparison with rats underwent # =significant difference in comparison with sham
sham occipital cortical lesion. Data are expressed as mean callosotomized rats. Data are expressed as mean £5EM, p< 0.05.
+5EM, p< 0.05.

c) Osszefoglalé kézlemény

Felkérésre, Osszefoglald dolgozatot irtunk ,,Functional significance of the innervation of the
gonads” cimmel az Endocrine szaklapba [2].

ITI. A here lokalis szabalyozasaban résztvevo komponensek elemzése

a) Interleukin 1-f hatdsa a here szteroidogenezisére

Ep herében interleukin 1-p nem szintetizalodik, azonban proinflammaciés stimulus hataséra a
Leydig sejtek €s a szerv makrofagjai expresszaljak a citokint. Egy nappal interleukin 1-8
intratesztikularis adasa utan, ivaréretlen, hemikasztralt és két herével bird allatokban a citokin
szignifikdnsan megnovelte a szérum tesztoszteron szintet és a herék bazalis tesztoszteron
szekréciojat. Hosszabb tulélési id6 (6 nap) esetében a szteroidogenezis csokkenése
kovetkezett be két intakt herével bird allatokban (hemikasztraltakban nem volt valtozas)
(5. abra). Felnétt allatban a citokin hatéstalannak bizonyult [1,4].
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Fig. 2. The effect of unilateral administration of 0.1 pgs2 ol IL-
I [fin hemicastrates on serum lestosterons concentration, on basal
lestosterone secretion in vitro, and on the wei ght of the remaining
testis in 21-d-old rats. Animals were sacrificed | d postireatment
and hemicastration. Values are mean + SEM. Figures below the
horizontal axis indicate the number of animals. phys.s.: physi-
ological saline; T: testosterone: UORCHX: unilateral orchidec-
tomy. Asterisk indicates statistically significant difference (*p <
0.05).

Fig. 3. The effect of bilateral intratesticular administration of 0.1
pgd 2 ull IL-1[ on serum testosterone concentration, on basal tes-
Loslerone secrétion in vitro, and on the weight of the remaining
testis in 21-d-old rats. Animals were weated at 21 d of age and
sacrificed 6 d later. Values are mean + SEM. Figures below the
horizontal axis indicate the number of animals. L: left testis;
phvss: phvsiological saline: R right testis: T: testosterone.
Asterisk indicates statistically significant difference ( **p<0.01;
=% p < 0.001).

b) A here innervacioja és szerotonin receptorai, valamint interleukin 1-f lokalis hatdsa
kozotti kélesonhatas vizsgalata

Tanulmanyoztuk, hogy a here részleges denervacidja (vasectomia, azaz a n. spermaticus
inferior atmetszése), illetve a szerotonin receptor antagonista ketanserin lokalis adasa
befolyasolja-e az interleukin 1-f adasat kovetd (1 nap) tesztoszteron szekrécid novekedést
hemikasztralt allatban. A citokin beaddsat megel6zd vasectomia esetében a fokozott
tesztoszteron elvalasztds nem kovetkezett be. Hosszabb tulélési 1d6 esetén (6 nap),
hemikasztralt allatokban, a citokin kezelés, illetve ketanserin (2-es tipusu szerotonin receptor
antagonista) intratesztikuldris adasa hatastalannak bizonyult. Abban a kisérleti csoportban,
melyben ketanserin, majd utana interleukin 1-f adédsa tortént, a szteroidogenezis jelentésen
csokkent. (6. abra) Az adatok a herét ellatd n. spermaticus inferior, és a szerv szerotonin
receptorai, valamint az interleukin 1-B szteroidogenezisre kifejtett hatasa kozotti
kolcsonhatasra utalnak [7].
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Fig. 1. Effect of unilateral intratesticular injection of inerleuk in- 1 beta (IL-
Ibeta) and'or hemivasectomy on scrum testosierone concentration, hasal
iestosicrone socrction {n wire and testicular weight in hemicastrated rats.
Treatment, vasectomy amnd hemicasiration were performed in 2 1-day-old
rats, which were killed | day after treatment andfor surgery. Valwes ane
mean+SEM. Figures below the horizontal axis indicate the number of
animals. phys. s physiclogical saline; T testosterone; UORCHX:
unilateral orchidoctonmy; vas: vasectomy.

Fig. 2. Effect of unilateral intmatesticular injection of ketansenn (ketanser)
and'or inferleukin-l1beta (IL-1beta) on serum testosterone conoentrmation,
bhasal testosterone secretion ir wiro and testicular weight in hemicastrated
rats. Treatments and hemicastmtion were performed m 21-day-old rats.
Amnimals were sacrificed 6 days posttreatment. Vahies are mean +5EM.
Figures below the horizontal axis mdicate the number of animals. phys. s
physiological saling; T: testosterone; DORCHX: unilaberal orchidectomy.



