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WSTEP

U ssakéw na podstawie obszernego pismiennictwa mozna sobie wytworzyé dobrze zarysowu-
jacy sie obraz podwzgérzowe| kontroli zjawisk zwigzanych z rozrodem. Nasza wiedza natomiast
na temat o§rodkowe| regulacji rozmnazania kregowcéw zmiennocieplnych, w tym plazéw, ciqg-
le jeszcze pozostaje bardzo fragmentaryczna. Informacje dotyczqce podwzgérzowe| regulacji
rozrodu u samic-zab dotyczq przede wszystkim wystepowania i funkcji neurohormonu LHRH i
mozna je stredcié nastepujgco:

1/ homogenaty podwzgérza zab(Rana pipiens)oraz syntetyczny LHRH pobudzajq uwalnianie
gonadotropin z ich przysadek in vitro [42];

2/ ekstrakty podwzgérza pltazéw zawierajq peptyd fizykochemicznie i immunologicznie iden-
tyczny z LHRH ssakéw (8, 26-2@];

3/ u Xenopus laevis zawartos¢ LHRH w podwzgérzu zmienia sig sezonowo: zimg jest niska
/12,9 40,8 ng/podwzgérze/, maksimum osigga wiosng, w okresie godowym /18,9 10,9 ng/pod-
wzg./, gdy réwniez cigzar jajnikéw jest najwigkszy 27 . U R. pipiens obu ptci zawartosc
LHRH okreslono jako 3,27 40,63 ng/podwzg., a LHRH wykryto przede wszystkim w kompleksie
brzuszne podwzgérze - przysadka. Tylko okoto 16% radioimmunologicznie wykrywalnego LHRH
wystepowato w obszarze: przegroda - telencephalon [ 2];

4/ syntetyczny LHRH w wysokich dawkach /1 pg/podawany X.laevis, traktowanym uprzed-
nio PMS i hCG, moze wywolaé owulacje, a u zwierzqt we wczesnej fazie pecherzykowej wy-
daje sie inicjowaé witellogenezg /dawka: 1 pg 3 razy dziennie w ciggu 4 dni [42_];

5/ ciqgta /2-4-dniowa/ infuzja LHRH /0,25-1,0 pg/, mato skuteczna we wczesnych fa-
zach rozwoju pecherzykéw jajnikowych, u samic preowulacyjnych powoduje wzrost poziomu go-

nadotropin i wywotuje owulacjg miedzy 16 a 33 godzing infuzji /Rana catesbeiana [.3]_1/
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6/ reakcja samic zab /R.catesbeiana/ na infuzje LHRH rézni sie od reakcji ssakéw czasem
trwania wzrostu uwalniania gonadotropin w odpowiedzi na LHRH /tzw. self-priming effect/,

U ssakéw efekt ten obserwuje sie w ciqgu paru godzin, u zab jest on bardzo rozciggniety w
czasie /| szczyt poziomu gonadotropin w 2 godzinie infuzji, Il - miedzy 19 a 33 godzinq[31}/.

U kilku gatunkéw zab zlokalizowano juz takze w mézgu neurony LHRH. | tak, u R. cates-
beiana obecnos¢ parikarionsw LHRH-immunoreaktywnych /ir-LHRH/ stwierdzono w nieparzystym
iqdrze posrodkowym przegrody /nucleus medianus septi/ oraz w wewngtrznych obrzezach przy-
srodkowych i bocznych parzystych jqder pro._-ody, w jqdrze wstegi ukosnej Broca oraz w jqd-
rze spoidta przedniego hipokampa, Ku tylowi obszar wystepowania ir-perikarionéw rozcigga sie
az po przedni kraniec jqdra przedwzrokowego [2]. U Rana esculenta ir-perikariony wystepuiq
w nieparzystym jqdrze, potozonym ku przodowi od zachytka przedwzrokowego 1ll komory [19].
U hypofizektomizowanych ropuch /Bufo vulgaris [13) parzyste skupienia perikarionéw LHRH wy-
kryto w okolicach przegrody, wokét tylnej 1/3 czesci komér bocznych mézgu., Ostatnio zas,
u bedgcych w okresie rozrodczym Gastrophryne carolinensis [ 6] nieliczne perikariony immuno-
reaktywne LHRH znaleziono w przednim obszarze przedwzrokowym, a u Bufo iaponicus[QO_] ich
wystepowanie stwierdzono w posrodkowym jqdrze przegrody oraz w jqdrze wstegi ukosnej Bro-
ca. Natomiast u X,laevis wykazano, ze ciata komérek immunoreaktywnych LHRH wystepujg w
3 skupieniach: w parzystych jqdrach w poblizu komér bocznych, w nieparzystym w poblizu za-
chytka przedwzrokowego /w poltowie odcinka miedzy bruzdq mézgu a |1l komorq/ oraz w wen-
tralnej scianie lejka /infundibulum [14]/. Jest to jedyne dotychczas doniesienie dotyczqce
plazéw, ktére wskazuje na mozliwosé wystepowania perikarionéw LHRH poza obszarem przedchia-
zmatycznym,

Cytowani autorzy sq zgodni, ze neurony ir-LHRH wysyhajq swoje aksony ku wyniostosci po-
sodkowej, mimo iz w przebiegu szlakéw wydajq si¢ wystepowaé pewne réznice. Stqd, jak to
jest ogélnie przyjete u ssakéw, poprzez system naczyh wrotnych szgérzowo-przysodkowych
neurohormon docieratby do odpowiednich komérek wydzielniczych przysadki, pobudzajgc uwal-
nianie gonadotropin,

Na podstawie tych informacji nalezaloby méwié raczej o uktadzie LHRH niz o jqdrach two-
rzonych przez neurony ir-LHRH, Powstaje réwniez zagadnienie, jakie funkcje pelniq poszcze-
gélne czesci tego ukladu, Do pierwszoplanowego znaczenia dla oceny udziatu podwzgérza w
regulacji proceséw zwigzanych z rozrodem urasta réwniez problem obecnosci lub braku ir-peri-
karionéw w obszarze brzusznego podwzgérza. Uzywajgc bowiem metod operacyjnych Dierickx
E?—ID wykazat, ze przednio-grzbietowe deaferentacje brzusznej czesci guza popielatego /pars
ventralis tuberis cinerei=pv!c/ u R.temporaria nie wplywajq uposledzajgco ani na gametogeneze,

ani na wystepowanie drugorzedowych cech plciowych - a wigc na sterydogeneze. Na tej pod-
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stawie wyciqgnqt on wniosek o pewnej autonomii brzusznego podwzgérza w regulacji funkcji
gonadotropowej przysadki u tego gatunku,

Powyzsze wyniki, jak réwniez dane dotyczqce rozmieszczenia neuronéw ir-LHRH, doprowa-
dzily do wysuniecia hipotezy \:] 8, 32_\ o istnieniv v plazéw dwu réznie dzialajgcych osrodkéw
zaangazowanych w regulacje funkcji gonadotropowej przysadki, Pierwszego w tylnej czeici
brzusznego podwzgérza i drugiego w obszarze przedwzrokowym. Udziat w regulacji sezonowego
rozwoju gonad u zab przypisano w oparciu o prace Dierickx’a brzusznemu obszarowi podwzgé-
rza, a dla obszaru przedwzrokowego postulowano kontrole procesu owulacji (18, 321. W do-
tychczasowej jednak literaturze brak jest jakichkolwiek przestanek eksperymentalnych dla tych
hipotez. Badania niniejsze mialy zatem na celu okreslenie regulacyjnej funkcji podwzgérza w

procesie dojrzewania jaj i owulacji. Jako obiekt badai wybrano zabe trawng, Rana Tempora-

ria,

CYKL ROZRODCZY SAMIC R. TEMPORARIA
| UKLAD DOSWIADCZALNY ZASTOSOWANY W BADANIACH

Informacje dotyczqce cyklu rozrodczego R. temporaria w Polsce pochodzq z dtugoletnich i
bardzo wnikliwych badai Juszczyka i wsp. [21, 221, Wedtug tego autora hibernacja zab roz-
poczyna sie pod koniec pazdziernika, Proces witellogenezy u samic jest juz wéwczas bardzo
zaawansowany . Rowniez ich jajowody wykazujq oznaki znacznego pobudzenia funkcjonalnego.
Hibernacja przebiega najczescie] w wodzie, az do Ill dekady marca. Bezpogednio przed lub
w momencie wychodzenia z hibernacji zaby lqczq sie w pary /amplexus/, a u samic ma miej-
sce owulacja. Obserwacje wlasne wykazujq, ze owulacja u samic moze byé catkowicie zakon-
czona w ciqgu 24 godzin, Uwolnione z pecherzykéw jajnikowych do jamy ciata jaja przedosta-
iq sie do jajowodéw, a przechodzqc przez ich czes¢ kretq komérki jajowe zostajg otoczone hi-
groskopijng wydzieling /ktéra w wodzie tworzy galaretowatq otoczke/ i do momentu skiadanio
skrzeku zmagazynowane sq w pseudomacicy. Gody i sktadanie skrzeku odbywa sie wkrétce p-
zakorczeniu hibernacji, gdy temperatura wody w zbiorniku, do ktérego zaby przywedrowaty,
zbawione wydzieliny jajowody osiqgajq cigzar najnizszy w cyklu rocznym, Wkrétce jednak
rozpoczyna sig wzrost i gromadzenie zéttka w nowej populacji komérek jajowych. W miare
serowania zwierzqt latem pecherzyki jajnikowe oraz jajowody intensywnie rosng, osiggajac w
okresie przedhibernacyjnym stan zaawansowanego rozwoju.

W niniejszych badaniach nad podwzgérzowq regulacjq owulacji u R. temporaria przyjgto na-
stepujqcy mode| doéwiadczen:

. 4 . O . . *
- hibernacja zwierzgt w ciemnym pomieszczeniu o temp. 0-4°C w napowietrzanej wodzie;
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samce i samice w osobnych pojemnikach;

- ingerencje doswiadczalne /operacje, iniekcje/ podczas hibernacii;

- wiosenne zakonczenie hibernacji - przeniesienie zwierzqt na 24 godz /samice wraz z sam-
cami/ do pomieszczenia o podwyzszonej temperaturze /ok. 200/ o naturalnym oswietleniu.

Ustalajgc taki model doswiadczeri oparto sie na nastepujgcych przestankach:

1. Ekspozycja zwierzqt na niskie temperatury w czasie hibernacji wydaje si¢ istotna dla przy~
gotowania samic do owulacji. Wzmianki w literaturze dotyczq kilku gatunkéw, w tym i R.tem-
poraria [1, 21, 40, 41]. Na rysunku 1 przedstawiono stan narzqdéw rozrodczych zab hibernujg-
cych i nie hibernujgcych. Z obserwacji wlasnych wynika, ze zwierzeta przetrzymywane w temp,
15-19° nie wchodzity w amplexus i nie wykazywaly oznak przygotowania jajnikéw do owulacji,

proces ten u nich nie wystqgpit.
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Rys. 1. Masa jajnikéw i jajowodéw zab R.temporaria przed, podczas i po hibernacji oraz u
samic nie hibernujgcych /érednie +SD/; 1 - jajniki, 2 - jajowody

2, Hibernacja jest u R, temporaria okresem dalszego, choé nieznacznego wzrostu jajnikéw
i jajowodéw [21, 30). llustruje to rysunek 1. Przedstawione dane wydajq si¢ wskazywaé, ze
procesy przygotowujgce jajniki do owulacji przebiegajq przez caly okres hibernaciji.

3. U kontrolnych samic hibernujgcych w opisanych warunkach, tzn, w nieobecnosci samcéw,
w ciqgu kilku sezonéw nie zaobserwowano spontanicznej owulacji podczas hibernacji.

4. U niewielkiego odsetka samic owulacja moze wystqpié spontanicznie w 24-48 godz po za-
koriczeniu hibernacji w podwyzszonej temperaturze otoczenia bez obecnoici samcéw /tab. 1/.

Gwarancjq jednak masowego wystepowania owulacji u wigkszosci samic jest obecnosé samcéw.
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' Tabela 1

Wystepowanie spontanicznej owulacji u samic R. temporaria 24-48 godzin po zakohczeniu hi-

bernacji /éednie +SD/

Seria /liczba samic/ Masa ciala  Masa jajnikéw Masa jajowodéw Masa jaj w ja-
Faza rozrodu g mie ciala /g/

100 g masy ciatla 100 g masy ciala

I 48,7 10,75 1,73 18,06 +1,28 -
(5) 6,5

pre

] 67,5 1,21 27,91 2,69
owul

I 35,8 12,94 +0,98 16,00 2,50 =
(4) +5,0

pre
(2) 32,3 1,15 32,47

post

pre - samice preowulacyjne,

owul - samice w trakcie owulacji,
post - samice po owulacji.

U samic postowulacyjnych przytoczono wartosé masy jajowodéw wraz z jajami.,

BADANIA OPERACYJNE | IMMUNOHISTOCHEMIC ZNE
NAD LOKALIZACJA PODWZGORZOWYCH OSRODKOW ZWIAZANYCH
Z REGULACJA ROZRODU

W pierwszym etapie badari nad rolq podwzgérza w regulacii dojrzewania jaj i owulacji oraz
w celu wstepnej lokalizacji podwzgérzowych osrodkéw regulacyjnych dokonano przedniej dea-
ferentacji pvtc. Plytke z nierdzewnej stali wstawiano samicom tuz za skrzyzowaniem nerwéw
wzrokowych, przecinajgc powigzania pvtc z formacjami przedwzrokowymi. Wyniki zestawiono
w tabeli 2. Wskazujq one, ze:

- ciezar jajnikéw i jajowodéw u hibernujgcych preowulacyjnych samic zaréwno opsrowanych,
jak i kontrolnych, nie wykazuje réznic; |

- po zakohczeniu hibernacji 5 sposréd 9 operowanych samic owulowalo w ciggu 24 godz;
samice kontrolne owulowaly wszystkie, a 2 z nich zlozyly skrzek;

- operowane samice preowulacyjne badane po hibernacji miaty normalnie rozwinigte zar6w-
no jajniki, jak i jajowody.

Na podstawie powyzszego doéwiadczenia wydaje si¢ prawdopodobne, ze odcigcie brzusznego

podwzgérza od regionu przedwzrokowego nie uposledza ani dojrzewania jaj podczas hibernaciji,
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ani procesu owulacji . Teoretycznie istniejq trzy mozliwosci wytlumaczenia powyzszych obser-

wacjis

- stosowane deaferentacje niecatkowicie przerwaly drogi nerwowe, lqczqce obszar podwzgé-

rza przedwzrokowego z pvtc;

Tabela 2

Wptyw przedniej deaferentacji obszaru brzusznego podwzgérza na stan narzqdéw rozrodczych

samic R, temporaria podczas hibernacji oraz na wystgpienie posthibernacyjnej owulacji /srednie

5D/
XX . o ol . o _
Grupa Masa ciata  Masa jajnikéw Masa jajowodéw Miaisa fajntksw Masac||<;|owo
/liczba samic/ i
g g g 100 3 masy 100 g masy
ciata ciata
Hibernacja”
Operowane
(4) 42,0 3,4 5,67 10,58 7,92 #,61 13,5 40,8 18,8 £,6
pre
Hibernacja
Kontrolne
(3) 46,2 2,0 5,58 10,48 7,77 1,29 12,1 +0,8 16,8 #2,1
pre ’
Po hibernaciixxx
Operowane
(4) 2,3 13,3
pre 6,22 +1,58 9,68 £3,17 11,9 +,8 18,4 +1,6
(5)
post 47,6 44,9 0,35 +0,04 15,65 #7,13 0,7 +0,2 32,5 18,9
Po hibernacji
Kontrolne
(6) 70,1 87,7
post 0,47 +0,14 20,69 +6,92 0,7 40,2 29,8 +7,6
(2) - }
po ztozeniu jaj 38,8 0,39 1,24 1,1 3,3

Operacje przeprowadzono w narkozie eterowej podczas hibernacji.

X . .
Zwierzeta badano okoto potowy okresu hibernacji, 77 dni po operaciji.
XX . . .« e .« . .
U samic postowulacyjnych - masa jajowodéw wraz z jajami.,
x X . . .o - .. -
) Zwierzeta badano po wiosennym zakoriczeniu hibernacji, 50 dni po operacji. Samice

o
wraz z samcami przebywaly 24 godz w pomieszczeniu o temp. ok. 20 C.
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- bardzo obficie regenerujgce naczynia krwionoéne, "obrastajgce" implantowane przegrody
/co stwierdzono podczas autopsji/, mogq przenosi¢ neurohormon z obszaru przedwzrokowego do
przysadki;

- obszar brzuszny podwzgérza /pvic/ ma u R.temporaria autonomie w regulacji dojrzewania

jaj i owulacji i jest niezalezny odrodkéw przedwzrokowych.,
W celu sprawdzenia hipotezy zaktadajgcej udziat pvtc w regulacji proceséw dojrzewania

iaj i owulacji oraz w celu zlokalizowania w obrebie brzusznego podwzgérza obszaru odgrywa-
igcego istotng role w regulacji tych proceséw hibernujqce samice poddano nastgpujgcym zabie-
gom:

- wykonano lezje elektrolityczne obszaru infundibularnego pvtc o réznej rozlegtosci /rys.2f
- wykonano petne /przednio-boczno-tylne/ deaferentacje infundibularnej czesci pvtc;

- wstawiono stalowq przegrode izolujgcq przysadke mézgowq od podwzgérza, aby sprawdzig,
czy sam uktad przysadka-gonady nie wykazuje autonomii,

Wyniki doswiadczenia zestawiono w tabeli 3, Sugerujq one, ze:

- ani lezje obszaru infundibularnego podwzgérza, ani deaferentacje tego obszaru, ani tez
przerwanie drég lqczqcych przysadke z podwzgérzem nie blokujq w sposéb wyrazny procesu

owulacji. Sposéd 18 samic operowanych w ten sposéb - 11 owulowato;

Obszar Obszar
przedwzrokowy brzuszny

Rys. 2. Przekréj strzatkowy mézgu zaby /schemat/:

I- infundibulum, lejek,
IR- recessus infundibularis, zachylek /1l komory/ lejka,
ME - eminentia mediana, wyniostosé posrodkowa,
NID - nucleus infundibularis dorsalis, grzbietowe jqdro lejka,
NIV - nucleus infundibularis ventralis, brzuszne jgdro lejka,
NMS - nucleus medianus septi, jqdro posodkowe przegrody,
NPQO - nucleus preopticus, jqdro przedwzrokowe,
OC - chiasma, skrzyzowanie nerwéw wzrokowych,
PD - pars distalis, czg$é dalsza przysadki mézgowej,
Pl - pars intermedia, czesé posrednia, )
PN - pars nervosa, cze§é nerwowa,
POR - recessus preopticus, zachylek /Il komory/ przedwzrokowy,
PT - pars tuberalis, czesé guzowa przysadki mézgowej
TL - telencephalon, przodomézgowie; V3 - Il komora mézgu

Strzatki wskazujq obszary deaferentacjiiuszkodzen infundibularnej czesci poawzgsrza
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Tabela 3
Wplyw réznych uszkodzeh podwzgérza na stan rozrodczy samic R.temporaria
Rodzaj uszkodzern Liczba samic, ktére Liczba samic w fazie
(liczba samic ) przezyly po opera- preowulacji owulacji postowulacji
. cji gednio X dni .
Lezje obszaru infundibular- - X=148
nego
(54) 8 (16%) 3 4 ]

( zlozenie skrzeku
podczas hibernacji)

Deaferentacje obszaru

infundibularnego H=leg
(5) 4 (80%) 1 1 2
(1 zlozenie skrzeku
podczas_hibernacji)
Izolccia’ przysadki od X=120
podwzgérza
o) 6 (60%) 3 1 2
(1 ztozenie skrzeku
_ . podczas hibernacji)
Samice kontrolne
(1) 11 (100%) 0 7 4

Podczas lezji stosowano prqd anodowy 0,3-0,5 A przez 30-60 s. Elektroda stalowa d}, nie
izolowanego korica 0,5 mm, Uszkodzenia dokonywano 1,25 mm ku przodowi od &odkowego
punktu przysadki oraz 0,5 mm w bok od linii srodkowej po obu stronach, Deaferentacji doko-
nywano nozem Halasa 1,5 mm ku przodowi od éodkowego punktu przysadki, na glebokosci
2 mm, Kompletnos¢ deaferentacji sprawdzano na preparatach histologicznych, Po wiosennym za-

o
koficzeniu hibernacji samice wraz z samcami przebywaly przez 24 godz w temp. ok. 20°C.

- wiréd wszystkich kategorii zwierzqt operowanych zaobserwowano zjawisko wystgpienia o-
wulacji /miedzy 31 a 110 dniem po operacji/, a nawet zlozenia skrzeku podczas hibernacji -
w niskiej temperaturze, bez samcéw, a wiec w okresie i w warunkach niefizjologicznych;

- rozwéj jajnikéw i jajowodéw samic operowanych w niczym nie rézni si¢ od kontrolnych.

W tabeli tej réwniez zwraca uwage znaczna $miertelnosé wéréd zwierzqt poddanych lezjom
podwzgérza, Na podstawie obserwacji wysunigto przypuszczenie, ktére potwierdzily dalsze do-
$wiadczenia, iz przyczyng znacznego procentu upadkéw mogla byé porenna owulacja w czasie
hibernacji.

Kompletne deaferentacje i izolacja przysadki od podwzgérza nie tylko nie zapobiegaty owu-

lacji, jak to si¢ dzieje w takiej sytuacji u ssakéw, ale nawet spowodowaly przyspieszenie tego
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procesu i jego wystgpienie w warunkach, w jakich normalnie nie wystepuje. Zjawisko to nasu-
ngto przypuszczenie, ze u hibernujqcych zab podwzgérze wywiera dziatanie hamujgce na pro-
ces owulacji [38l. Z drugiej strony brak zahamowania procesu dojrzewania jaj i owulacji u
samic z opisanymi powyze| uszkodzeniami podwzgérza mégt wskazywaé na swego rodzaju auto-
nomig osi przysadka-jajniki, Wobec tego powstalo pytanie, jaka jest rola neurohormonu LHRH
w regulacji owulacji u R.temporaria, Aby odpowiedzieé na to pytanie mézgi zwierzqt zaréwno
operowanych, jak i nie operowanych poddano badaniom histologicznym i immunohistochemicz-
nym, Z uwagi na to, ze badania nie sq jeszcze w pelni zakonczone, przedstawiono tylko wy-
niki obserwacji ukladu LHRH u samic kontrolnych precwulacyjnych bezpogednio po hibernacji.
Uklad za§ LHRH u zwierzqt operowanych zostanie przedstawiony, dla przejrzystosci opisu, na
przykladzie dwu samic owulujqcych, z ktérych jedna byta poddana deaferentacji tylnej czesci
infundibulum, a druga miata wstawionq przegrode izolujgcq przysadke od podwzgérza.

W mézgu kontrolnych samic preowulacyjnych obserwowano bardzo intensywnq reakcje immu-
nohistochemiczng, zaréwno w ir-LHRH perikarionach, jak i we wlsknach tworzqcych znacznej
wielkosci szlaki, Immunoreaktywne perikariony znaleziono tylko w obszarze przedchiazmatycz-
nym, Tworzq one nieparzyste skupienie ku przodowi od przedwzrokowej czgsci Il komory, w
polowie odcinka migedzy nig a bruzdq mézgu - w jqdrze pogodkowym przegrody /rys. 3/. Pe-
rikariony te ‘wysylajq wiqzke aksonéw w gére i nieliczne ku przodowi, po obu stronach bruzdy
mézgu. Natomiast dwa potgzne szlaki wiékien biegng stqd w obszarze przedwzrokowym po obu
stronach [l komory, Przebiegajq one w kierunku brzuszno-tylnym. W4éd wiskien wystepujq tu
luzne skupienic komérek immunoreaktywnych /rys. 5 i 5a/, Przez brzuszny obszar przedwzro-
kowy /rys. 6/ szlaki zmierzajq ku zachytkowi przedwzrokowemu Il komory /ryse 4/ i narzq-
dowi zachytka przedwzrokowego, gdzie przylgczajq sie do nich wibkna neuronéw ze skupiska
tam zlokalizowanego /rys. 4/. Po przejéciu pod zachytkiem przedwzrokowym wlékna biegng
ponad /pojedyncze poprzez/ skrzyzowaniem nerwéw wzrokowych, po czym wchodzq w obszar
guza popielatego i biegnq brzusznie poprzez infundibulum ku wyniostosci posrodkowej, U kon-
trolnych, preowulacyjnych samic wyniostos¢ posodkowa barwi sie bardzo intensywnie /rys. 9
i 10/.

U zwierzqt operowanych /tab, 4/ stwierdzono catkowite /deaferentacja/ lub prawie catko-
wite /izolacja przysadki/ odcigcie dostepu wisknom immunoreaktywnym LHRH do wyniostosci
posrodkowej /rys. 7 i 8/. Zwraca uw~age réwniez bardzo intensywne zabarwienie wiékien i no-
czyh w obszarze p. tuberalis u-zwierzgcia z implantowang przegrodg odcinajgcq przysadke
/ryse 11/,

Przedstawione uszkodzenia blokujq zatem droge przekazywania LHRH poprzez wyniostogé

posrodkowg. Poniewaz jednak u zwierzgt operowanych w ten sposéb owulacja wystqpita, na-
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suwajq si¢ wqtpliwosci dotyczqce regulacyjrej roli LHRH w tym procesie, albo innego> sposobu

przekazywania go do przysadki niz poprzez wyniostosé poérodkowq .

Tabela 4

Charakterystyka samic R.temporaria poddanych deaferentacji obszaru infundibularnego pod-

wzgérza i izolacji przysadki mézgowej od podwzgérza

Wyszczegélnienie Deaferentacja

Przegroda izolujqca przysadke

Data sekcji: 8.03.&
Dni po operacji: 102
Masa ciata /g/: 31,0
Masa jajnikéw g/100 g

masy ciata: 0,9
Masa iaiowodéwx

g/100 g masy ciata: 42,0

Stan rozrodczy: W trakcie owulacji: w jajni-
kach kilka nie owulowanych

jaj, nieliczne jaja w jamie

ciala, przewazajgca wigkszos§é

jaj w pseudouterus;

Uszkodzenia: Catkowite odciecie tylnej

czesci obszaru infundibularne-

go z wyniostoiciq posrodkowqg
i przysadkq od pozostatego
podwzgérza /rys. 7/;

Charakterystyka uktadu

LHRH:
a/ okolice przegrody Immunoreaktywne perikariony
mézgus - reakcja intensywna;

b/ obszar przedwzrokowy: Potgzny szlak wiskien, reak-
cia intensywna; czesto wisk-
na w poblizu naczy#d;

¢/ narzqd zachytka
przedwzrokowego:

Intensywnie barwigce sie
wlékna w poblizu naczys;

d/ obszar infundibularny: W obszarze przed usszkodze-
niem nieliczne wiskna; p,
tuberalis nie widoczna;

e/ wyniostosé posrodkowa: Catkowicie pozbawiona ir-
materiatu /rys. 8/;

8.03.8
88
38,0

1,2

17,7

W trakcie nietypowo przebiegajqcej
owulacji nieznaczna czgéé jaj owu-
lowata; liczne jaja w jamie ciala;
jaja obecne w czesci kretej jajowo-
déw i w pseudouterus; czesciowo zto-
zony skrzek w warunkach hibernacji;

Zniszczona prawie cata /fok. 95% /

wyniostosé posrodkowa, pozostal tyl-
ko maty jej fragment polqczony z in-
fundibulum;

Immunoreaktywne perikariony - reak-
cja niezbyt intensywna;

Szlak wyrazny ale wiékna mniej wy-
pelnione ir-materiatem; wiele wigkien
w poblizu naczyh, szczegélnie w
brzusznej krawedzi tego obszaru;

Wiskna w poblizu naczyn;

W obszarze przed uszkodzeniem bar-
dzo intensywnie wybarwiajqce sig
wilékna nad naczyniami, w sqsiedzt-
wie p. tuberalis; /rys.11/;

W pozostalym niewielkim frugmencie
bardzo nieliczne granule immunorea-

ktywne;

X o . 12 o o .
Masa jajowodéw wraz z jajami.
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Utrwalone /paraformaldehyd-kw. pikrynowy-bufor fosforanowy, pH 7,4/, zatopione w para-
finie mézgi barwiono immunohistochemicznie metodq posredniq: | warstwa - p-ciato a-LHRH
w rozc, 1:800, Il, p-ciato a-IGg krélika 1:40 Anst. Pasteur, Paris/ sprzezone z peroksydazq

chrzanowq. Peroksydaze lokalizowano za pomocq 3,3-diaminobenzydyny [38].

W celu zweryfikowania tezy, ze u R.temporaria istnieje inna, oprécz wyniostosci pogrodko-
wej, droga przekazywania tego neurohormonu, poszukiwano na preparatach kontaktu ir-wiskien
z Il komorg i/lub z ukladem naczyniowym mézgu. Wykonane obserwacje wykazatly, iz w ob-
szarach wystgpowania komérek immunoreaktywnych i ich aksonéw w okolicach przegrody /rys. 3
i 30/, a szczegblnie w brzusznej czesci obszaru przedwzrokowego /rys. 4-6/ wystepujq liczne
obrazy bliskiego kontaktu wiékien LHRH z naczyniami. Bardzo wyrazne jest réwniez sqsiedziwo
wiékien immunoreaktywnych i naczyd w narzqdzie zachytka przedwzrokowego, Powyzsze obser-
wacje dotyczq zaréwno zwierzqt kontrolnych, jak i opsrowanych. U samic operowanych, w ob-
szarze przedwzrokowym, a takze w infundibularnym, tuz przed uszkodzeniem /rys. 11/, obser-
wowana bliskos¢ wiékien i naczyfi pozwala przypuszczaé, ze istnieje mozliwosé przekazywania
neurohormonu z zakoriczer nerwowych do krgzenia ogélnego w brzuszaym podwzgérzu i poza
nim, Obserwacje natomiast nie potwierdzajq mozliwosci przekazywania LHRH poprzez plyn méz-
gowo-rdzeniowy Ill komory, nie obserwowano bowiem wiéskien immunoreaktywnych w pob!izu
wy§cie}aiqcei)iq ependymy. Podobne obserwacje poczynili Goos et al. [19]u R.esculenta, a na
zamieszczonym przez nich zdjgeciu widoczny jest materiat immunofluorescencyjny w sgsiedztwie
naczyh.

Oméwione powyzej doswiadczenia, aczkolwiek sugerowaly istnienie funkcji hamujgcej pod-
wzgérza u zab i daly obraz rozmieszczenia perikarionéw i wi6kien ir-LHRH, nie pozwolily jed-
nak zlokalizowaé w sposéb precyzyjny osrodka z nig zwigzanego. Obszar infundibularny stano-
wi bowiem koricowq wspélng droge dla informacji z OUN, kiére sq przekazywane do przysadki
mézgowe| via wyniostosé posrodkowa /tzw. efektorowy uktad endokrynomotoryczny ['_29_1[ W zwiq-
zku z tym efektéw uszkodzenia nie mozna przypisywaé jednoznacznie temu obszarowi, Posta-
nowiono zatem dalej prowadzié poszukiwania osrodkéw, ktérych:funkcja bytaby zwigzana z re-
gulacjq rozrodu, czy icislej owulacji, u samic R.temporaria, W wyborze obszaréw mézgu, kté-
re postanowiono zbadaé, kierowano sig¢ wynikami przedstawionych badari immunohistochemicz-
nych nad lokalizacjqg neuronéw LHRH. Starano si¢ wigc, stosujqc lezje, wyeliminowaé funkcje
neuronéw LHRH w obszarze przedwzrokowym oraz w obszarze przegrody mézgu. Przy wykonywa-
niu tych operacji opierano si¢ na danych zawartych w atlasie mézgu R.esculenta [23]. Wyniki
dosviadczeri przedstawiono w tabeli 5. Powyisze dane wskazujq, ze:

- u 3 spoéréd 5 samic poddanych dwustronnym lezjom okolicy przedwzrokowej wystqpita owu-
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lacja, w tym u 1 samicy wystqpita ona przedwczesnie w warunkach hibernacji, w 47 dniu po
operacji;
- lezje obszaru przegrody mézgu nie mialty wplywu na wystqgpienie i przebieg procesu owu-
lacji.
Tabela 5
Wplyw lezji obszaru przedwzrokowego oraz obszaru przegrody mézgu na wystgpowanie owulacji

u R. temporaria

Uszkodzenia mézgu Padly podczas hibernacji Autopsja po hibernacji

1 a sami i . .
(I'CZb 2 mlc') liczba samic w fazie

preowulacji owulacji owulacji __pastowulacji
Lezje obszaru przedwzrokowego
(5) 2 | 1 1
Dni _po operacji 17-40 47 105 105
Operacje pozorne
(3) - = - 3
Dni po operacji = - . - 105

Lezje przegrody mézgu
(7 - - 2 5 .
8 " (w tym i po ztoze-
niv skrzeku)
Dni po operacji - - 112 112

Operacje pozorne
(3 - - - 3
o (w tym 1 po zloze-
niv skrzeku )

Dni po operacji - - - 112

Operacje wykonywano okolo potowy okresu hibernacji; elektroda stalowa,prqd anodowy 0,3 A,
45 s. Lezje przegrody: 1 mm ku przodowi od chiazmy, 1,5 mm w glqb; lezje obszaru przed-

wzrokowego: tuz przed chiazmg, 0,5 mm po obu stronach od linii $rodkowej, 1,25 mm w gigb.

Dane powyzisze wydajq sie¢ wskazywaé na przedwzrokowq lokalizacje osrodka hamujqcego
owulacje u zab, Udowodnienie tego wymaga jednak dalszych doswiadczei operacyjnych. Ostat-
nio podobng sytuacje znaleziono u ryb Carassius auratus ’:33, 35, 39. Lezje bocznych jqder gu-
za oraz zniszczenie szypuly przysadki, a nastgpnie rozlegte lezje przedniego jqdra przedwzro-
kowego przykomorowego u preowulacyjnych samic tego gatunku powodowaly znaczny wzrost po-

ziomu gonadotropin we krwi oraz owulacje w warunkach réwniez nie sprzyjajgcych temu proce-
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sowi, tj. w wodzie o temp. 12-14° /normalnie proces zachodzi w temg. 2]-22°C/. Cytowani
autorzy na podstawie powyzszych oraz innych badan (36 wnioskujq, e u ryb istnieje czyn-
nik hamujqcy uwalnianie gonadotropin /GRIF/, pochodzqcy prawdopodobnie z obszaru przed-
wzrokowego. Pozostaje jednak do zbadania natura tego czynnika. Biorqgc pod uwagg wyniki
badari immunohistochemicznych, poswigconych lokalizacji neuronsw ﬁ -endorfinowych i met-
-enkefalinowych u R.temporaria [15) i R, catesbeiana (44’ mozna sqdzi¢, iz lezje stosowane
W niniejszej pracy bgdZ niszczyly skupiska tych neuronéw w obszarze przedwzrokowym, bgdz
przecinaly szlaki ich aksonéw, zdqzajqce poprzez obszar infundibularny do wyniostosci posrod-
kowej. U ssakéw, jak sie¢ wydaje, zaréwno ﬂ-endorfino, jak i met-enkefalina wptywajq ha-
mujqco na uwalnianie LHRH [37]. Réwniez immunohistochemiczna lokalizacja neuronéw zawic-
rajgcych substancie P u R.esculenta [17]i u R.catesbeiana 44, w jqdrze przedwzrokowym oraz
w brzusznym podwzgérzu pozwala przypuszczaé, iz stosowane tu lezje mogly zniszczyé skupis-
ka tych perikarionéw. Poniewaz za$ istniejq dowody 124, 25 wskazujgce na wplyw substancii
P hamujqcy na ‘poziomie przysadki uwalnianie gonadotropin u ssakéw, nie mozna wykluczyé
udzialy tego peptydu w hamowaniu owulacji u zab,

W kazdym razie, na podstawie niniejszych badai mozna przypuszczaé, ze u plazéw, jak i
u ryb, a wigc u zmiennocieplnych zwierzqt o wyraznie zaznaczonej sezonowosci rozrodu pro-
ces owulacji jest pod podwéing - stymulujgeq i hamujgeq - kontrolg podwzgérzowq, przy czym

istotnq role w hamowaniu nalezaloby przypisaé obszarowi przedwzrokowemu,

BADANIA NAD PODWGCJINA - HAMUJACA | POBUDZAJACA - ROLA
PODWZG ORZA W REGULACJI OWULACJI U R.TEMPORARIA

Przedstawione doswiadczenia doprowadzilty do wysunigcia hipotezy o hamujgcej funkcji pod-
wzgérza w procesie owulacji i postawily pod znakiem zapytania role LHRH w tym procesie.
W celu wyjasénienia powyzszych zagadnief wykonano doswiadczenie, w kiérym czesé samic R.
temporaria w 4 i 5 tygodniu hibernacji poddano lezjom elektrolitycznym obszaru infundibularne-
go podwzgérza. Po dalszych 2 tygodniach hibernujqce samice podzielono na 4 grupy:

grupa 1 - N+nsk - zaby nie operowane, otrzymujgce iniekcje normalnej surowicy krélika
/nsk/;

grupa 2 - N+a-LHRH - zaby nie operowane, otrzymujqce iniekcje surowicy anty-LHRH
/a-LHRH/;

grupa 3
grupa 4 - L+a-LHRH - zaby operowane, ctrzymujqce surowice anty-LHRH.

L+nsk - zaby operowane, otrzymujgce jw. nsk;

Tuz po ostatniej iniekcji do pojemnikéw z samicami wpuszczono takq samq liczbe samcéw i

. .
zakoczono hibernacje, przenoszqc zwierzgta na 24 godz do pomieszczenia o temp, ok, 230
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ktére wazono, Mézgi i przysadki utrwalano do dalszych badain. Wyniki przedstawiono w ta-
beli 6. Z tabeli tej wynika ze:
Tabela 6

Wptyw lezji obszaru infundibularnego podwzgérza oraz surowicy anty-LHRH na proces owulacji

R.temporaria

Liczba Padly podczas hibernacji Autopsja po hibernacji
Grupa .
samic . . .
liczba samic w fazie
preowula- owulacji postowula- preowu-  owulacji postowu-
cji cji lacji lacji
N-+nsk’ a/ 8 - - - 5 3 -
b/ 6 - -~ - - - 6
N +a-LHRH 7 - - - 6 17 -
L+nsk 9 1 2 4% 2 - -
Dni po operacji: 28 28-90 38;42; 55; 57
56
L+a-LHRH 9 1 - i 1 i 3
Dni po operaciji: 56 21 57 47-57 47-57

Surowice rozcieficzone 1:1 podawano co tydzien do workéw limfatycznych przez 6 tygodni
w objetosci 0,1 ml. Kréliczq surowice a-LHRH /miano 1:8000/ otrzymano od prof, E. Domari-
skiego z IFZZ PAN w Jablonnie. Lezje obustronne: 0,3 A, 45 s, 1,25 mm ku przodowi od
srodkowego punktu przysadki, 1,5 mm w gigb. i

* Doswiadczenie prowadzono w dwu seriach "a" i "b"; w serii "a" owulowaly 3 spo&éd 8
samic, Poniewaz masa ciata samic preowulacyjnych wynosita &. 24,2 4,0, a pod wzgledem
dlugosci ciala nalezaly one do klasy najmniejszych zab tego gatunku dojrzatych ptciowo [21],
powstala obawa, ze nie osiqgnely one jeszcze dojrzatosci lub wchodzq w rozréd po raz pierw-
szy. Doswiadczenie powtérzono wigc na duzych samicach / &. 70,3 g/ - seria "b",
** Proces owulacji bardzo zaawansowany: jajniki opréznione z komérek jajowych lub z nie-
licznymi; nieliczne jaja w jamie ciala oraz w kretej czgici jajowodéw; gtéwna ich masa w pse-
udouterus,
% Poczqtek owulacji: jajniki zawierajq komérki jojowe; jaja obecne w jamie ciala; jajowo-
dy puste,

XXXX . . ; .
Jedna samica zlozyla skrzek w warunkach hibernacji.
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- w§éd zwierzqt z uszkodzonym obszarem infundibularnym podwzgérza wystgpita znaczna
$miertelnosé, Potowa operowanych w ten sposéb samic /9 osob./ padta podczas hibernacji. Sa-
mice te w wigkszosci nalezaly do grupy L#nsk i owulowaly podczas hibernacji /6 osob./ Zja-
wiska owulacji podczas hibernacji nie obserwowano nigdy u samic nie operowanych;

- podanie samicom surowicy a-LHRH zahamowato wystgpienie owulacji,

a/ u zwierzqt operowanych podczas hibernacji spo&éd 9 osobnikéw owulowata i zlozyla
skrzek tylko jedna samica w 21 dniu po zabiegu i 7 dnia po pierwsze| iniekcji surowicy a-LMRH;
b/ u zwierzqt nie operowanych po hibernacji tylko u jednej samicy sposréd 7 obserwowano

poczqtek tego procesu,

Tak wiec lezje obszaru infundibularnego pvtc spowodowaly podobnie, jak w poprzednich do-
$wiadczeniach, przyspieszenie procesu owulacji i jego wystgpienie w warunkach niefizjologicz-
nych. Wystqpienie owulacji w wyniku uszkodzeri zaréwno okolicy przedwzrokowej, jok i obsza-
ru infundibularnego, wyraznie wskazuje, ze ma tu miejsce wyeliminowanie funkcji hamujqcej
ten proces,

Podawanie natomiast surowicy anty-LHRH wptyneto hamujqco na proces owulacii, wskazujqe,
ze peptyd ten jest odpowiedzialny za przyspieszenie wystgpienia owulacji u samic operowanych,
Wyniki powyzsze pozwalajq zatem sqdzié, ze proces owulacji uR.temporaria pozostaje pod pod-
wéing kontrolq podwzgérzowq, a wystqpienie owulacji jest wypadkowq podwzgérzowej funkeii
pobudzajqcej, realizowanej przez LHRH i funkcji hamujqcej, ktérej istota pozostaje nie znana.

O ile w literaturze pojawily si¢ ostatnio doniesienia na temat udzialu neurohormonu LHRH
w pobudzaniu owulacji u zab R.catesbeiana 131, o tyle o podwzgérzowym hamowaniu tego pro-
cesu u plazéw nie bylo dotychczas zadnych informacji. W tej sytuacji podjeto préby szczegé-
towszego scharakteryzowania podwéijnej roli podwzgérza, a szczegélnie hamowania w regulacii
procesu owulacji v R. temporaria, W tym celu postanowiono:

1/ potwierdzié tezge wysunigtq na podstawie wynikéw podawania surowicy a-LHRH, gloszqcq,
ze wystgpienie owulacji w czasie hibernacji u samic operowanych spowodowane byto dziataniem
LHRH;

2/ podjqé prébg zahamowania owulacji u nie operowanych samic tuz po zakorczeniu hiber-
nacji poprzez podanie im substancji, ktére u ssakéw wywierajq dziatanie hamujgce na uwalnia-
nie LHRH; badania rozpoczeto od podawania bromokryptyny 16 ;

3/ okreélié zawartoé¢ LHRH w podwzgérzu preowulacyjnych zab, traktowanych bromokrypty-

ng oraz przeéledzié jego zawartosé przed, podczas i po owulaczji u niczym nie traktowanych sa-

mic tego gatunku,
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W wyniku doswiadczenia, w ktérym hibernujgcym, preowulacyjnym samicom podawano
LHRH™  okazato si¢, ze u 2 samic spoéréd 3 rozpoczela sig¢ owulacia w 18 i 30 godz po pier-

wszej iniekcji, czyli po 2 i 4 iniekcjach neurohormonu /tab. 7. Samice kontrolne nie owulo-

watly,

Tabela 7
Wplyw iniekcji LHRH na owulacje u hibernujqcych zab, R.temporaria
Liczba Masa jaj w jamie

Grupa amic Liczba samic owulujqecych ciala (g)

D 3 2 1. Owulacja po 2 iniekcjach, 18 h po | 1,71435
(+LHRH) 2, Owulacja po 4 iniekcjach, 30 h po | 0,00230

K
(4nosnik) 3 0 0

Preowulacyjnym samicom doswiadczalnym przebywajgcym w hibernacji podawano co 6 godzin

iniekcje LHRH w jednorazowej dawce 1,168 pg/g masy ciata/godzing. Samice kontrolne otrzy-
mywaly 0,65% NaCl + kw, askorbinowy.

Powyzsze dane wskazujq, ze egzogenny LHRH podawany w bardzo wysokich dawkach moze spo-
wodowaé u zwierzqt nie operowanych owulacje w warunkach hibernacji. Swiadczy to, z jednej
strony, o zdolnoici gonadotropéw przysadkowych do reakcji na LHRH w tych warunkach., Z dru-
giej strony, biorqc pod uwage bardzo wysokie dawki neurohormonu, jakie nalezy zastosowag,
aby uzyskaé efekt w postaci owulacji, mozna przypuszczaé, ze gonadofroPy w okresie hiberna-
cji u zwierzqt nie operowanych wykazujq niezmiernie malq wrazliwo§é na egzogenny LHRH.
Natomiast lezje obszaru infundibularnego znoszq najprawdopodobnie{ hamowanie uwalniania LHRH,
stwarzajqc mozliwosé oddzialywania endogennego neurohormonu na gonadotropy, czego efektem
jest przedwczesna owulacja, Ta interpretacja zgodna jest z wynikami Lichta i wsp. [31, 7_],
ktérzy stwierdzili v zab R.catesbeiana, ze:

- aby osiggnqé efekt owulacji u samic wymagane jest stosowanie wyzszych dawek LHRH na
jednostke masy ciala i dluzej trwajgce infuzje niz u ssakéw;

- samice sq mato wrazliwe /znacznie mniej niz samce/ na pojedynczq iniekcje lub krétko-
trwalq infuzje LHRH w réznych fazach cyklu jajnikowego, o czym $wiadczy nieznaczny wzrost

poziomu gonadotropin przysadkowych we krwi;

X Zsyntetyzowany przez prof, B, Rzeszotarskq, WSP, Opole.
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- dlugotrwata infuzja nie powoduje "odwrazliwienia" przysadki na dzialanie LHRH, jak to
sig dzieje u ssakéw,

Pierwsze fakty wydajq si¢ $wiadczyé o koniecznosci hibernacyjnego, dtugotrwalego w warun-
kach normalnych, oddziatywania LHRH na gonadotropy oraz rozciggnigtego w czasie, przygoto-
wujqcego jajniki do owulacji, oddziatywania gonadotropin,

Aby przekonaé sig czy w procesie hamowania uwalniania LHRH u zab, podobnie jak u ssa-
kew [:16], uczestniczy dopaminergiczny uktad neurotransmisyjny, podawano preowulacyjnym sa-
micom agoniste receptoréw D-2, bromokryptyne. Preparat ten podawano bezpogednio przed za-
koficzeniem hibernacji. Doswiadczenie przeprowadzono w dwu seriach. | seria badap miata miej-
sce w okresie poprzedzajqcym czas naturalnych wyjsé zab z zimowisk /1l dekada marca/, Il -

okoto miesiqca pézniej /Ill dekada kwietnia/,

Tabela8
Wptyw bromokryptyny na wystepowanie owulacji u posthibernacyjnych zab R.temporaria

Seria, grupa Srednia masa ciata Liczba samic owu- Stan rozrodczy samic
(Iiczbc samic) (g+SD) lujgeych

l. 13 marzec

D
(4) 73,0 +4,5 0 pre
le 1-pre
K 2-1 f
(5) 54,6 +1,4 4 1-i1 f
- 1-111 f
Il.25 kwiecien 2-11 f
D 1 -post
(5) 33,6 +2,8 5 2-po zlozeniu
- skrzeku
1. .
K 1-1 f
(5) 32,4 +0,5 5 4=post

Samicom do$wiadczalnym podawano bromokryptyne /Ciba/ 20 pg/g masy ciata dwukrotnie -
24 h przedituz przed zakorczeniem hibernacji; samice kontrolne otrzymywaly takq samq obje-
tos¢ /ok, 0,7 ml/nosnika Jzakwaszony roztwér 0,65% NaCl+alkohol/.

pre - samice preowulacyjne,

post - samice postuwulacyjne,

L f, 1 £, Il f - fazy owulacji.
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Podanis bromokryptyny samicom | serii catkowicie zahamowato owulacje /tab. 8/, podczas
gdy 4 sposréd 5 zab kontrolnych owulowaty, Przy powtérzeniu natomiast identycznego dos-
wiadczenia w pszniejszym terminie /Il seria/ bromokryptyna nie zahamowata owulacji. Owulo-
waty wszystkie samice zar6wno doéwiadczalne, jak i kontrolne. Wyniki powyzsze wydajq sie
wskazywaé na zmniejszanie sig, w miare przedtuzania hibernacji, hamujgcego dziatania bromo-
kryptyny na owulacje. Przyczyny tego zjawiska nalezy byé moze doszukiwaé sie w zmianie wraz-
liwosci neuronéw LHRH i/lub gonadotropéw na dopaming, np. poprzez zmiany w jej ukladzie
receptorowym, ,

Poszukujqc poparcia dla ktérejs z powyzszych hipotez oraz dla przegledzenia laséw neurc-
hormonu LHRH podczas owulacji, okreslono jego zawartosé u samic traktowanych bromokryptyng

/| seria/, jok réwniez u niczym nie traktowanych kontrolnych, w okresie posthibernacyjnej owu-

lacji. Zawartosé neurohormonu zo0znaczano radicimmunologicznie, lqcznie w brzusznym i przed-

P
wzrokowym obszarze podwzgérza /rys. 12/, A g, 0'001V
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Rys. 12, Zawarto§¢ neurohormonu LHRH w podwzgérzu zab R,.temporaria przed i w trakcie oraz
po owulacji: BR - samice traktowane bromokryptynq, K - samice kontrolne

U samic preowulacyjnych i bgdgcych w trakcie owulacji poziom LHRH w badanych obszarach
podwzgérza jest podobny i wyraznie nizszy /p ! 0,001/ niz u postowulacyjnych i po zlozeniu
skrzeku, By¢ moze fakt ten stanowi odbicie procesu intensywnego uwalniania neurohormonu przed
i podczas, a zahamowania jego uwalniania po zakoficzeniu owulacji. Mimo, ze podanie bromo-

kryptyny samicom spowodowalo zahamowanie owulacji, preparat ten nie wptynqt na zmiane za-

wartosci LHRH w podwzgérzu. Stqd wydaje sig, ze bromokryptyna nie wplyngta hamujgco na
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Ryse 3-6. Obraz neuronéw immunoreaktywnych LHRH w mézgu R. temporaria, Barwienie immu-

nohistochemiczne surowicq a-LHRH /rozc. 1:800/. Kontrolne samice preowulacyjne bezposred-
nio po zakorczeniu hibernacji

Rys. 3. Przekrsj horyzontalny. Obszar przegrody mézgu. Bruzda mézgu po stronie lewej, Il

komora po stronie prawej. Skupisko ir-perikarionéw, ktérych wypustki dqzq ku przodomézgowiu

oraz tworzq szlaki przebiegajqce przez obszar przedwzrokowy ku tytowi, Widoczny ir- materiat
w poblizu naczyd /n/

Ryse. 3a, Fragment rys. 3. Material immunoreaktywny w poblizu naczynia

Ryse 4. Przekréj strzatkowy, Obszar przedwzrokowy tuz przed zachytkiem przedwzrokowym /por/
III komory. Widoczne ir-perikariony oraz wiékna biegngce pod zachytkiem ku tytowi. Materiat
immunoreaktywny w poblizu naczyd /n/

Ryse 5. Przekréj strzatkowy, Fragment szlaku wi6kien immunoreaktywnych biegnqgcego z obszaru
przegrody przez obszar przedwzrokowy w kierunku brzuszno-tylnym, Wééd wiskien widoczne
ir-perikariony

Rys. 5a. Kolejny skrawek pochodzqcy od tego samego zwierzecia /rys. 5/. Widoczne ir-wisk-
na przebiegajgce w réinych kierunkach i intensywnie wybarwiony perikarion

Ryse 64 Przekréj strzatkowy mézgu, Szlak wiskien immunoreaktywnych LHRH przebiegajgcy brzu-
sznie w obszarze przedwzrokowym, Wt6kna w sqsiedztwie naczys /n/

Ryse 7. Przekréj strzatkowy mézgu, Catkowita deaferentacja tylnej czeséci obszaru infundibular-

nego podwzgérza, Samica w czasie owulacji /tab, 4/, 2Posodku ciemno zabarwiony skrzep,

Wyniostosé poérodkowa /me/ zupelnie pozbawiona materiatu immunoreaktywnego: i - infundibu-
lum, ir - recessus infundibularis

Rys. 8. Fragment rys. 7. Wyniostosé posodkowa catkowicie pozbawiona materiatu immunoreak-
tywnego
Ryse 9o Przekréj strzatkowy mézgu, Fragment infundibulum i wyniostosci posrodkowejy preowula-

cyjnej samicy kontrolnej /obszar analogiczny do przedstawionego na rys. 7/. Widoczne ir-LHRH
wiékna w infundibulum i bardzo intensywnie wybarwiona wyniostosé posodkowa

Ryse 10, Fragment wyniostosci posodkowej innej samicy kontrolnej, Widoczny material immuno-
reaktywny w sgsiedztwie naczyn

Ryse 11. Przekréj strzatkowy mézgu. Brzuszny obszar infundibulum przed miejscem uszkodzonym

przez wstawienie stalowej przegrodyizolujgcej przysadke od podwzgérza, Samica w czasie owu-

lacji /tab. 4/ Materiat immunoreaktywny w poblizu bardzo rozwinigtej sieci naczyn w okolicy
p. tuberalis

Ryse 13-17. Obraz komérek gonadotropowych w pars distalis przysadki mézgowej R.temporaria,
Przekroje okotostrzatkowe. Tylny obszar p.distalis. Barwienie immunohistoechmiczne surowicq

anty-oLH /rozc. 1:160/
Rys. 13. Samica preowulacyjna z grupy kontrolnej N+nsk, Widoczne komérki wypetnione ir-gra-
nulami wydzielniczymi

Rys. 14, Samica w |l fazie owulacji z grupy N+nsk. Niewielka liczba komérek wypetnionych ir-
-granulami, Liczne komérki zdegranulowane /strzatki/. W naczyniu krwionosnym /n/ wyraznie
widoczny material immunoreaktywny

Rys. 15. Samica w Il /koAcowej/ fazie owulacji. Reakcja immunohistochemiczna w komérkach
staba /strzatki/. Material ir-LH obecny w naczyniach /n/
Rys. 16, Samica preowulacyjna, operowana z grupy L+nsk. Niewielka liczba komérek zawiera

ir-granule wydzielnicze /strzatki/. Intensywna reakcja w $wietle naczyh krwionoénych /n/

Rys. 17, Samica preowulacyjna, nie operowana z grupy N+a-LHRH. Zwracaiq. uwage mate roz-
miary komérek oraz ich stabe, rozmyte, nieréwnomierne zabarwienie /strzatki/
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uwalnianie tego neurohormonu, a swoje dziatanie hamujgce wywarla na poziomie przysadki., Wy-
niki popierajgce takq interpretacje uzyskano ostatnio przy badaniu ryb. Bromokryptyna, podawa-
na lgcznie z wysoce aktywnym analogiem LHRH, wptywata obnizajgco na stymulowany przezer
poziom gonadotropin we krwi Carassius auratus [5]. Réwniez z badaf poswigconych regulacji
uwalniania gonadotropin i owulacji u ryb [4, 5_] wynika, ze zdolno$é obnizania poziomu gona-
dotropin we krwi przez substancje agonistyczne wzgledem dopaminy /bromokryptyna, apomorfina/
jest wigksza we wczesnych stadiach rozwoju jajnikéw niz gdy rozwéj ten jest juz zaawansowany,

Niniejsze badania dostarczyly danych wskazujgcych ze moze tak byé i u ptazéw,

WPLYW LEZJI OBSZARU INFUNDIBULARNEGO PODWZGORZA
ORAZ SUROWICY a-LHRH NA OBRAZ HISTOCHEMICZNY P.DISTALIS
PRZYSADKI MOZGOWEJ

Poszukujgc potwierdzenia dla tezy o dwojakiej roli podwzgérza w regulacji procesu owula-
cii podjeto prébe okreslenia wptywu lezji obszaru infundibularnego oraz surowicy a-LHRH na stan
funkcjonalny komérek wydzielniczych przysadki, W tym celu gruczoly samic uzytych w poprzed-
nio opisanym doswiadczeniu a pochodzqcych z grup: N+4nsk, N+a-LHRH, L#nsk, oraz L+a-LHRH,
poddano badaniom histochemicznym, Aby zmiany stanu funkcjonalnego komérek wydzielniczych
p.distalis okresli¢ ilosciowo, na zabarwionych metodq PAS strzatkowych przekrojach gruczotu o-
znaczano stereologicznie [43] wzgledng objgtosé (volume density ) naczyh oraz komérek PAS-uje-
mnych i PAS-dodat)nich, a w&éd tych ostatnich wyrézniono dwie ich kategorie: komérki barwig-
ce sie intensywnie i komérki zdegranulowane, barwigce sig bardzo stabo, Wykonano réwniez ore-
paraty immunohistochemiczne p.distalis, przy uzyciu kréliczej anty-surowicy przeciwko owczemu
hormonowi LH uzyskanej dzigki uprzejmosci dr E. Woliaskiej-Witort,

Mimo iz obie zastosowane metody barwienia /zaréwno PAS, jak i barwienie immunohistoche -
miczne przy uzyciu surowicy anty-LH/ nie pozwalajq na odréznienie gonadotropéw od tyreotro-
péw, jednakze odpowiedni dobér obszaru przysadki do prowadzenia pomiaréw wydaje sie elimino-
waé mozliwy blqd, Tyreotropy bowiem u plazéw sq bardzo mato liczne i posiadajq $cisle okres-
long lokalizacje, ograniczong do obszaru érodkowo-brzusznego p.distalis N12].

W tabeli 9 zawarto dane dotyczqce wptywu lezji i surowicy a-LHRH na proces degranulacji
komérek PAS-dodatniche U kontrolnych /Nnsk/ samic preowulacyin&ch objetosé komérek stabo
zabarwionych, zdegranulowanych, jest nieznaczna, roénie natomiast wyraznie w miare postgpowa-
nia procesu owulacji. Wyniki te potwierdza analiza preparatéw zabarwionych immunohistochemicz-
nie przy uzyciu surowicy a-LH. U samic preowulacyjnych, kontrolnych, komérki silnie wypetnio-

ne ir-granulami sq liczne /rys. 13/, W trakcie owulacji ich liczba spada i znacznie czgiciej
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obserwuje si¢ obecnos¢ materiatu immunoreaktywnego w naczyniach krwionosnych /rys. 14 i 15/,

Tabela 9

Wptyw lezji obszaru infundibularnego podwzgérza i podawania surowicy anty-LHRH na wzgledng
objgtos¢ komérek PAS-dodatnich intensywnie i stabo zabarwionych w pars distalis przysadki

mézgowe| R.temporaria

Li Objetos¢ komérek PAS + Stosunek obje-
du ICZI?O tosci komérek
Crupd Faza rozro " samic  PAS+ intensyw- PAS+ stabo za- ) )
nie zabarwione barwione ) .abo/ mterjsyw-

nie zabarwio-
nych
N-+nsk pre 2 26,5 8,3 0,3
ow IIf 2 11,6 30,9 2,7
ow IHIf 1 4,7 43,2 9,2
post 4 11,6 H4,1 34,5 +3,2 1,7-4,7
L+ask pre 2 2:0 28,8 3,0
post 1 0,9 54,3 60,3
N-+a-LHRH pre 3 25,5%19 9,3 +6,3 0,2-0,7
ow |f 1 20,4 19,4 1,0
L+a-LHRH pre 1 24,5 16,6 0,7
ow IlIf 2 7,2 30,9 4,7
post 1 6,9 30,8 4,5

Na zabarwionych metodq PAS kolejnych przekrojach przysadki oddalonych od siebie o ok.
40 um wybierano losowo dwa pola widzenia: z obszaru przedniego i tylnego i na nich morfome-
trycznie {43) oznaczano objetosé /volume density/ naczyi oraz komérek PAS+ i PAS-; liczono

ok, 3500 punktéw testowych/gruczol} przy tej liczbie punktéw blqd pomiaru objetosci nie prze-

kracza 5% .

Lezje obszaru infundibularnego podwzgérza wyraznie wplywajq na wzrost objetosci stabo bar-
wigcych sig komérek PAS-dodatnich, U operowanych samic preowulacyjnych /Linsk/ stosunek
objetosci komérek zdegranulowanych do intensywnie zabarwionych jest dziesigciokrotnie wigkszy
niz u nieoperowanych /N+nsk/, Réwniez oznaki uwalniania materiatu ir-LH u samic preowula-
cyjnych sq znacznie wyrazniejsze u samic operowanych niz u kontrolnych /rys. 16/.

Podawanie surowicy a-LHRH, majgce na celu immunoneutralizacje endogennego neurohormonuy,
zahamowato degranulacje komérek PAS-dodatnich, a barwienie surowicq a-LH wykazalo, ze w
obrazie p.distalis wystepujq pewne zmiany degeneracyjne. Komérki ir-LH sq mate, obkurczone,
ich zabarwienie jest rozmyte i zawierajq niewiele ir-materiatu /rys. 17/. Obraz ten sugeruje,

ze LHRH wptywa nie tylko na uwalnianie gonadotropin, lecz réwniez najprawdopodobniej stymu-
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luje ich syntezg. Tego rodzaju wptyw neurohormonu LHRH u ssakéw postulowano juz dawno \:3_1,
a ostatnio zostal on udowodniony /Jutisz, informacja ustna/,

Opisane ingerencje doswiadczalne powodujq wigc zmiang tempa degranulacji komérek PAS-do-
datnich, LH-immunoreaktywnych, Lezjs przyspieszajg ten proces i pojawienie si¢ jego oznak juz
v samic preowulacyjnych, a podawanie surowicy a-LHRH wptywa nai hamujgco. Przedstawione
wyniki badan é$wiadczq wigc o dwojakiej roli podwzgérza w kontroli uwalniania gonadotropin, a
poprzez nie - w regulacji owulacji v zab,

Reasumujqc, badania niniejsze doprowadzily do:

- okreslenia rozmieszczenia neuronéw ir-LHRH i ich aksonéw w mézgu zaby, Rana temporarig

- wykazania, ze neurohormon LHRH moze byé prawdopodobnie uwalniany do ogélnego krqze-
nia mézgowego;

- wykrycia hamujjcej owulacje funkcji podwzgérza. Przedstawiono przestanki, ktére pozwala-
iq sqdzig&, ze oérodek hamujgcy jest zlokalizowany w okolicy przedwzrokowej /ale nie w obsza-
rze przegrody mézgu/. Drogi aksonalne z tego osrodka prowadzilyby przez obszar infundibularny;

- wysuniecia /i weryfikacji/ hipotezy gloszqcej, ze proces owulacji jest u R.temporaria pod
podwéjng kontrolg podwzgérzowq, hamujgcq i pobudzajqcg;

- wstepnego ustalenia, ze za przejiciowe hamowanie owulacji moze byé odpowiedzialny uktad
dopaminergiczny, Pozostaje do ustalenia czy hamujgce dziatanie tego uktadu ma miejsce na po-
ziomie podwzgérzowych neuronéw LHRH, czy tez na poziomie przysadki. Podjgto dalsze badania
majgce na celu poszukiwanie podwzgérzowego czynnika specyficznie hamujgcego uwalnianie go-

nadotropin i w efekcie proces owulacji,

Sktadam serdeczne podzigkowania za zyczliwosé i pomoc w czasie wykonywania tej pracy
Prof, dr E. Domarskiemu, a takze dr hab. J. Polkowskiej, doc. dr F. Przekopowi, doc.dr K.

Kochmanowi oraz dr E, Wolisskiej-Witort i dr A, Zioteckiemu z I1.F.Z.Z. PAN w Jabtonnie

koto Warszawy,
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J. Sotowska-Brochocka

HYPOTHALAMIC CONTROL OF OVULATION IN RANA TEMPORARIA L,

Summary

Investigations carried out on the hypothalamic control of ovulation in Rana temporaria L,
led to the following resultss

1, Showed existence of an inhibitory action of hypothalamus on the onset of ovulation during
hibernation; this inhibitory action originates probably in the preoptic region;

2. Put forward the thesis about dual - stimulatory and inhibitory - role of hypothalamus in
the control of ovulation; LHRH exerted a stimulatory, while the nature of inhibiting role as yet
was not ascertained;

3. The experiments on the induction of ovulation with LHRH during hibernation as well as
on the inhibition of ovulation during post hibernation with a dopamine agonist /bromocriptine/
showed that the inhibitory action of ovulation in hibernating animals was being displayed also
on the pituitary level;

4. The ovulatory process was associated with low level of hypothalamic LHRH /post ovulato-
ry content of LHRH in hypothalamus was markedly higher/; on the other hand it was associated
with the degranulation of the pituitary gonadotrops;

5. Immunohistochemical studies demonstrated the presence ir-LHRH within neuronal perikarya
located in the median septal nucleus and in preoptic area rostrally to the preoptic recess and

in their axons which project to the median eminence. Protrusions of ir-cells in contact with
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blood vessels were observed not only in median eminence but also in the other brain regions

containing these cells,
E. CoToBcka-Bpoxouka

POJIb TVIIOTAJAMYCA B PETYJALMM OBYJSIMM ¥ JATYIKY,
RANA TEMPORARIA L,

PeswpowMme

lccnenosauy posb rUNOTANaMyca B DeTyJALME OBYJALMA ¥ R.temporaria.

llosy4eHHHEe pe3yJabTaTH MOKA3HBAKRT, YTO:

I. y cavok sArymek rumcTajJaMyCc TOPMO3HMT IpolecC OByJIAImMM. Ha oc-
HOBaHMM ONEPAIMOHHHX ONHTOB YCTAHOBJIEHO, 4YTO TOPMO3Amad (QYHKIMA HpO-
UCXOIMT U3 NEepelHeil YacTH THNOTaJaMyca;

2. QYHKIMA THENOTaJaMyca B DETyJALMMA OBYJAAIME y JATYMEK IBofiHad -
Bo3C0y&nawmas u TOpMo3Amas. HeBporopmoH LHRH CTHMyJHpyeT OByJIAIMb. Ha-
Typa TOpMO3Amero akTopa HEeHW3BECTHA;

3. UCCIENOBaHMA CBEIETENHCTBYOT O TOM, 4TO TODMO3fAmasd (QYHKIMA Cy-
MECTBYET He TOJBKO Ha ypOBHe THNOTalaMyca, HO TakXe W Ha ypoBHe TI'HIO-
duzay

4. BO BpeMA OBYJALMH KaneHTpaunﬂ HeBporopMoHa LHRH (ompenesen-
Haf DanuOMMMyHOJOTMYECKAM METONOM) B THNOTaJlaMyCe HM3Kad — pacTeT IOC-
Jié OBYJALMM; BO BPEMA OBYJALMM HMeeT MECTO TaKXe JerpaHyJdlLms T'OHONO-
TPOINIOB rmnojdu3a; |

S. PE3yNbTaTH UMMYHOTHCTOXMMIUYECKHX HCCJENOBaHE] NOKA3HBADT, YTO
nepEKapnoHd LHRH HaxonsTcs B nucleus medianus septli p p pafioge nucleus
preopticus KX aKCOHH GeryT K MeIMaJBHOMY BO3BHIICHND. HepBHHE BOJIOKHA
LHRL paxomaTcA He TONBKO B MeIMATHHOM BO3BHIECHHM BOIW3M KDOBEHOCHHX CO-

CyHOB, HO TakK¥e. B IPYyrmX pailoHax IHNOTaIaMyca.



