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1. Bevezetés

1.1. Az emlé6sok szaporodasanak neuroendokrin szabalyozasa

Az ¢él6 szervezetek alapveté tulajdonsaga a reprodukciora vald képesség. A
szaporodas soran az ¢€l6lények a genetikai informacié tovabbadasaval dnmagukhoz
hasonl6 utddot hoznak 1étre, biztositva ezzel a faj fennmaradésat.

Az emldsok szaporodasanak szabalyozasat a reproduktiv tengely végzi, melynek
hierarchikusan egymasra ¢€piil0 hdrom szintje a hipotalamusz, a hipofizis, valamint a
gonadok. A szintek kozott bonyolult és pontosan szabalyozott, kémiai jelatvitelen
alapuld kolcsonhatas zajlik. A hipotalamo-hipofizeo-gonadalis (HHG) tengely
kulcsszereppel bird egysége a gonadotropin-releasing hormont (GnRH) termeld
idegsejtek rendszere. A kozponti és perifériarol érkezé hatasok fiiggvényében kialakulo
GnRH szekréciés mintazat képezi a hipotalamusz végsé kimeneti jelét a hipofizis felé.
A GnRH neuronok hormontartalmukat szabalyos — 30-90 percenként jelentkezd —
pulzusok forméjaban iiritik a hipofizis portalis kapillarisainak perikapillaris térségébe
(Carmel ¢és mtsai.,, 1976; Knobil, 1980; Clarke ¢s Cummins, 1982; Krsmanovic és
mtsai., 1996; Terasawa, 1998; Moenter és mtsai., 2003; Krsmanovic és mtsai., 2010). A
GnRH az adenohipofizis szintjén a luteinizaldé hormon (LH), valamint a follikulus
stimulalé hormon (FSH) elvalasztasat serkenti. Ez a két gonadotrop hormon felelds az
ivarmirigyekben torténé nemi szteroidok — a herékben a tesztoszteron, a petefészkekben
az Osztrogének és a progeszteron — termelddéséért, valamint az ivarsejtképzddés
zavartalan mikodéséeért.

A HHG-tengely szintjei kozti kapcsolat nem egyirany: a gonadokban termel6do
nemi hormonok specifikus receptoraik kozvetitésével a reproduktiv tengely felsébb
szintjeire hatva, ,,feedback” mechanizmusok révén befolyasoljak azok miikodését
(Karsch ¢és Foster, 1975; Knobil, 1980; Herbison, 1998) (1. abra). Masrészt, a nemi
hormonok a receptoraikat kifejezd szervek, szervrendszerek miikodésére is hatést
gyakorolnak. A GnRH neuronok topografiajarol, a pulzatilis hormonszekréciot
befolyasold tényezokrol (kiilonds tekintettel az Osztrogének szerepére), valamint a
GnRH neuronok afferens szabdlyozasaban résztvevd ¢€s az 0Osztrogénhatas
kozvetitésében kulcsfontossagu szerepet jatszo interneuronokrél a kdvetkezd

fejezetekben lesz sz0.
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1. abra: A reproduktiv tengely szintjei kozotti kapcsolat. A
hipotalamikus GnRH neuronokbdl felszabadulé neurohormon (GnRH)
serkenti az adenohipofizisben a gonadotrop hormonok (LH, FSH)

szteroid hormonok (tesztoszteron, 0Osztrogén, progeszteron)
felszabaduldasdhoz vezet. A nemi hormonok a tengely felsGbb
szintjeire visszacsatolva befolyasoljak azok mikodését.



1.2. A GnRH neuronok

1.2.1. A GnRH neuronok fejlédése, migracioja €s projekcioi

A GnRH neuronok az egyedfejlédés soran az orrplakodbol fejlddnek, és még
sziiletés el6tt a szagloideg mentén az eldagyba vandorolnak (Schwanzel-Fukuda és
Pfaff, 1989; Wray, 2001). A GnRH neuronok migracidja a reprodukcié szempontjabol
kritikus. A folyamat zavara — a fejlédé szaglorendszerrel alkotott szoros kapcsolat
miatt — a jellemzG6en anozmiaval sulyosbitott, elmaradd pubertassal jaré hipogonadotrop
hipogonadizmushoz vezethet (Kallmann-szindroma) (Schwanzel-Fukuda és mitsai.,
1989). A GnRH neuronok végsé megoszlasa a vandorlas befejeztével fajonként eltér.
Mig ragcséalokban a perikarionok nagy része a szeptalis-preoptikus régidban talalhato
(Sétalo és mtsai., 1976; Merchenthaler és mtsai., 1980), addig mas fajoknal — pl.
birkakban (Lehman és mtsai., 1986) vagy majmokban (King és Anthony, 1984) — a
preoptikus régiotol kaudalisabban elhelyezkedd mediobazalis hipotalamusz/nucleus
arcuatus (ARC) teriiletén is megfigyelhetéek diszkrét GnRH sejtcsoportok. Emberben
immunreaktiv (IR) sejttestek talalhatok a nervus terminalis mentén, az olfaktorikus
teriileteken, a szeptalis régioban, a Broca-féle diagonalis koteg teriiletén, a preoptikus
régioban, a periventrikularis hipotalamikus magokban és a mediobazalis hipotalamusz
infundibularis régiojaban (nucleus infundibularis, Inf; infundibulum = infundibular
stalk, InfS) (Barry, 1976; 1977; Paulin és mtsai., 1977; Silverman és mtsai., 1979;
Anthony és mtsai., 1984; King és Anthony, 1984; King és mtsai., 1985; Song és mtsai.,
1987; Abe és mtsai., 1990; Najimi és mtsai., 1990; Stopa és mtsai., 1991; Bloch és
mtsai., 1992; Rance és mtsai., 1994; Dudas és mtsai., 2000; Dudas és Merchenthaler,
2006). A hipofizeotrof GnRH axonok tobbsége a  posztinfundibularis
eminentia/eminentia mediana (EM) teriiletén végzddik; ez az erekkel siriin atszott
teriilet tartalmazza a hipofizis portalis ereibe torkolld, feszini és mély kapillarisok
halézatat. Itt torténik mindazon releasing — igy a GnRH —, illetve release-inhibiting
hormonok szekrécioja, melyek végiil — a portalis keringési rendszeren keresztiil — elérik
az adenohipofizist (Duvernoy és mtsai., 1971).

Ahogy az immunreaktiv perikarionok megoszldsa fajonként mas €s mas, a
hipofizeotrof GNRH axonterminalisok anatoémiai vetiiletei is eltérnek. Példaul, mig

patkanyokban a nyulvanyok zome az organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)



¢és az EM kiils6 zonajanak vér-agy gat mentes ovezetében végzodik (Merchenthaler és

crer

keresztiil eléri a neurohipofizist is (Anthony és mtsai., 1984; King és Anthony, 1984).

1.2.2. A GnRH ,,pulzusgenerator”

A GnRH neuronok anatomiai és funkcionalis halozatot alkotva szinaptikus
(Witkin ¢és Silverman, 1985) ¢és parakrin (Lehman és Silverman, 1988) modon
kommunikalnak egymassal, illetve szamos mas idegsejttél fogadnak afferens
informaciokat (Herbison, 1998); ez a kapcsolatrendszer ,pulzusgenerator’-ként
mitkodve felel az epizodikus GnRH szekrécio kialakitasaért (Knobil, 1990). A pulzatilis
hormonszekrécid altalanos jelenség, és elengedhetetleniil fontos a hormon-specifikus
receptorok  deszenzitizacidjanak  megakadalyozasaban, és gy, a célsejtek
hormonérzékenységének fenntartdsaban. A GnRH pulzusok frekvencidja és amplitudoja
kodolja a két hipofizis gonadotrop hormon szekrécids mintazatat.

A néi nemi ciklus korai, follikularis fazisara az FSH uriilését serkentd
alacsonyabb frekvencidji GnRH szekrécid jellemzd, az ovulaciot kdzvetleniil megel6zo
eredményezi (Wildt és mtsai., 1981; Dalkin és mtsai., 1989; Marshall és Griffin, 1993;
Burger és mtsai., 2002; Counis és mtsai., 2005). Bar az immortalizalt GT1-7 GnRH
sejtvonalon végzett vizsgalatok eredményei azt mutatjadk, hogy a GnRH sejt maga is
rendelkezik a pulzatilis hormoniirités képességével (Krsmanovic és mtsai., 1992; Wetsel
¢és mtsai., 1992; Vazquez-Martinez és mtsai., 2001), az epizodikus szekrécié in vivo
szabalyozasa joval bonyolultabb, tobbszereplds folyamat. Mig in vitro a pulzatilis
hormonszekrécié hatterében az egyedi GnRH neuronok Ca?*-tranziensének idében
Osszehangolt megjelenése all (Terasawa, 1998), in vivo, a GnRH idegsejtek 2 percig
tarto 10 Hz-es tiizelése sziikséges egy LH szekrécios pulzus kivaltasahoz. Meglep6
moédon, a GNRH neuronok szinkronizalt ,,burst” aktivitasa nem eredményez pulzatilis
LH iriilést (Campos és Herbison, 2014). A GnRH szekrécié végsé mintazatat a keringd
nemi hormonok szintje (Herbison, 1998; Petersen és mtsai., 2003), tovabba cirkadian
(Christian és mtsai., 2005), szezonalis (Revel és mtsai., 2009), metabolikus (Sullivan és

mtsai., 2003) és egyéb szignalok alakitjak Ki.



A GnRH dekapeptid maga is befolyasolja sajat expresszidjat, feltechetéen egy
gatlo visszacsatolas révén (Wetsel és mtsai., 1992; Vella és mtsai., 2001). Erdekes
modon, a biologiailag aktiv, a dekapeptidbdl proteolitikus hasitassal 1étrejové GnRH(1-
5) pentapeptid viszont serkenti a GnRH kifejez6dését GT1-7 sejtekben (Wu és mtsai.,
2005), valamint — a pulzusok amplitdddjanak novelésével — az epizodikus
hormonszekréciot mind GT1-7 sejtekben, mind patkany hipotalamusz explantatumaban,

illetve enzimatikus emésztést kovetden szétoszlatott sejtjeiben (Larco és mtsai., 2014).

1.2.3. Az 6sztrogének hatasa a GnRH pulzusgenerator mitkodésére

A gonadokban termel6dé nemi hormonok a hipotalamusz szintjén 1évé GnRH
neuronokra hatva befolyasoljak a reproduktiv tengely milkodését. Az Osztrogének
hatasanak kozvetitéséért ligandum-fiiggd transzkripcios faktorként miik6do Osztrogén
receptor (ER) tipusok — ER-a és ER-f — felelnek. Ezek a receptorok a prométer régio
Osztrogén-valasz eleméhez (estrogen response element, ERE) kétddve befolyasoljak az
Osztrogén-érzékeny gének kifejez6dését (Marks és mtsai.,, 1993; Petersen és mtsai.,
1995; Pak és mitsai.,, 2006; Varji és mtsai.,, 2009); ez az Osztrogének klasszikus,
genomialis hatasa, mely a GnRH szintézisét, riilését, neuropeptid- ¢és
neurotranszmitter-termelését befolyasolja. Emellett 1étezik egy nem-genomialis,
masodlagos hirvivd molekulakon keresztiil kiilonb6zd jelatviteli utvonalakat aktivalo,
gyors 6sztrogénszabalyozas is (Genazzani és mtsai., 2005), mely tobbek kozott a GnRH
neuronok elektromos aktivitasara van hatassal.

A feedback mechanizmusok révén torténd szabalyozas a nemek kozott eltér.
Himekben a perinatalis kor egy kritikus periddusaban bekovetkezd tesztoszteroncstcs
ugyanis  megvaltoztatja a  szabalyoz6  neuronhalozat  kapcsolatrendszerét
(maszkulinizacié/defeminizacié) (Barraclough, 1961; Barraclough és Gorski, 1961;
Gogan és mtsai., 1980). Ez a tesztoszteron, illetve az abbdl aromatizacidval keletkez6
17B-0sztradiol (E2) epigenetikus valtozasok révén érvényesiilé organizacios hatdsa. Az
igy kialakulo, (csak) himekre jellemzé idegsejtkapcsolatok — miikddésének
kovetkezményeként a tesztoszteron és az E2 folyamatosan gatolja a GnRH neuronok
miikddését. Az E2 organizacids hatdsa a szexualis magatartdsban is megnyilvanul,
kialakitva a himekre, illetve ndstényekre jellemzd, parosodas alkalmaval megjelend

viselkedésformat.
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Nostényekben a petefészkek altal termelt dsztrogének szintje az ovarialis ciklus
soran valtozik. A ciklus nagy része alatt — az 6sztrusz, metdsztrusz és didsztrusz fazisok
idején — az Osztrogének Kis mennyiségben vannak jelen. Ez az alacsony E2-szint gatolja
a GnRH pulzusgenerator miikodését (negativ feedback). A ciklus kdzepén, prodsztrusz
fazisban az E2 szintje jelent6sen megnd. A kialakuld pozitiv 6sztrogén visszacsatolasra
a GnRH neuronok megnovekedett frekvencidju és amplituddji hormonszekrécioval
valaszolnak (Sarkar és mtsai., 1976; Moenter és mtsai., 1990; Pau és mtsai., 1993). Ez a
,GnRH-surge”. Mik6zben a hipofizealis gonadotrop sejtek GnRH érzékenysége is
fokozodik (Aiyer és mtsai., 1974; Adams és mtsai., 1981), a GnRH-surge kivaltja az
petefészekben az érett tiiszd megreped, ¢€s bekovetkezik az ovulacio.

Nokben a nemi miikodés havi periodicitasa 50 éves kor kornyékére megsziinik
(menopauza); ekkorra a petefészkek mar nem tartalmaznak érésre alkalmas tiiszot, a
hormontermelés leall. Posztmenopauzas nékben az 0sztrogén hianya egy sor élettani
valtozassal jar, az Osztrogén célszerveinek — igy a kozponti idegrendszernek — a
milkodésében is zavarok jelentkezhetnek (Morrison és mtsai., 2006). Az életkor
elérehaladtdval ndstény ragcsalokban is megfigyelhetd a reproduktiv funkciok
hanyatldsa, azonban ennek hatterében nem a tiiszdk eltiinése — és az emiatt bekovetkezo

alacsony 0sztrogénszint —, hanem valdsziniileg az E2-szintek valtozékonysaga all.

1.3. A GnRH idegsejtek miikodését befolyasolé interneuronok

A reproduktiv neuroendokrinologia egyik kulcskérdése a GnRH neuronokra
gyakorolt pozitiv és negativ 0sztrogén visszacsatolds mechanizmusanak megértése.
Shivers és munkatarsai 1983-ban kimutattdk, hogy a GnRH neuronok nem képesek
kozvetleniil fogadni az 6sztrogén szignalt (Shivers és mtsai., 1983), mivel — ahogy
az kés6bb bizonyitast nyert — nem expresszaljak az ER-a receptort (Herbison és
Theodosis, 1992; Watson ¢és mtsai., 1992; Lehman ¢és Karsch, 1993).
Kovetkezésképpen, az Osztrogén hatasa a GnRH neuronokra 6sztrogén-érzékeny
interneuronok kozvetitésével valosulhat meg. A késObbiekben az Gsztrogén receptor
B izoformajanak (ER-P) felfedezése (Kuiper és mtsai., 1996), és GnRH neuronokban
torténd detektalasa (Hrabovszky és mtsai., 2000; Hrabovszky és mtsai., 2001; Kallo
és mtsai., 2001; Skinner és Dufourny, 2005; Hrabovszky és mtsai., 2007) ismét
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felvetette annak lehetdségét, hogy az E2 kozvetlentil is képes befolyasolni a GnRH
sejtek mitkodését; mivel azonban a GnRH-specifikus ER-B-mutans egerek zavartalan
Osztrusz ciklust mutatnak és a receptor hianya az 6sztrogén negativ feedback hatasat
sem befolyasolja, a GnRH neuronban 1évé ER-B valoszinlileg nem kulcsfontossag
az Osztrogénhatas kozvetitésében (Cheong és mtsai., 2014). Masrészrél azonban, az
ER-a-génkiiitott him és ndstény egér egyarant szaporodasképtelen (Korach és mtsai.,
1996; Wintermantel és mtsai., 2006). Vitathatatlan tehat, hogy az E2 hatasanak
GnRH idegsejtek felé torténd tovabbitasaban az ER-a-t kifejezd interneuronok
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak.

Az 0Osztrogén-szenzitiv interneuronok kozos jellemzdje, hogy rendelkeznek
ER-a receptorral, neuronalis kapcsolatot Iétesitenek a GnRH neuronokkal és
specifikus receptorokon keresztiill kommunikalnak (Herbison, 1998; Petersen és
mtsai., 2003) klasszikus neurotranszmitterek [GABA (Christian és mtsai., 2005),
glutamat (Christian és mtsai., 2009)], neuromodulatorok [pl. hisztamin (Sawyer,
1955; Noris és mtsai., 1995; Fekete és mtsai., 1999)] vagy neuropeptidek [pl. NPY
(Bauer-Dantoin és mtsai., 1992; Kalra és Crowley, 1992; Campbell és mtsai., 2001)]
segitségével. A GnRH neuronmiikodés afferens szabalyozasaban résztvevo
neuropeptidek koziil a dolgozat kozponti témajat ado Kisspeptinnel (KP) a kovetkezo

fejezetben részletesen foglalkozunk.
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1.4. A Kisspeptin

A szaporodas agyi szabalyozasaban fontos szerepet jatszo neuropeptidek egyik
legjelentdsebbike a — csupan az elmult évtizedben felfedezett — KP. A KP
neuropeptidet a KISS1 gén kodolja. Emberben a gén elsédleges terméke a 145
aminosav hosszusagu prepro-KP, mely kiilonb6z6 érési fazisokon megy keresztiil.
Az érett, 54 aminosavbol all6 KP (KP-54, mas néven metastin), valamint rovidebb,
de biologiailag szintén aktiv C-terminalis fragmentumai (KP-14, -13 és -10) a
KISS1R gén (régebben GPR54) altal kodolt G-fehérjéhez kapcsolt KP receptorhoz
kotédnek, aktivalva azt (Kotani és mtsai., 2001; Muir és mtsai., 2001; Ohtaki és
mtsai., 2001). A KP jelatviteli utvonal reprodukcidban betoltott kétségtelentil
nélkiilozhetetlen szerepére utal, hogy a KISS1 (Topaloglu és mtsai., 2012), illetve a
KISS1R (de Roux és mtsai., 2003; Seminara és mtsai., 2003) génekben bekovetkezd
inaktivdld6 mutaciok emberben a részleges vagy elmaradd pubertdssal jaro
hipogonadotrop hipogonadizmust, mig az aktivaldo mutacidk korai serdiilést
(pubertas praecox) okoznak (Teles és mtsai., 2008; Silveira és mtsai., 2010). A
KP/KISSIR szignalizacid evolucidsan erdsen konzervalt folyamat. Ezt bizonyitja,
hogy Kissl (d'Anglemont de Tassigny és mtsai., 2007; Lapatto és mtsai., 2007),
illetve Kisslr (Funes és mtsai., 2003; Seminara és mtsai., 2003) génkiiitott egerek
reproduktiv fenotipusaban az emberi hipogonadotrop hipogonadizmushoz hasonlo
deficit jelentkezik.

F6 hatasként, a KP erdteljesen serkeni a hipofizisben az LH, valamint az FSH
elvalasztasat (Navarro és mtsai., 2005a; Navarro és mtsai., 2005b); ez a stimulalo
hatas teljes mértékben kivédhet6 GnRH receptor antagonista alkalmazéasaval
(Gottsch és mtsai., 2004; Shahab és mtsai., 2005). A KP-t termel6 idegsejtek GnRH
neuronokra gyakorolt hatasanak kozvetlen jellegét szamos megfigyelés tamasztja
ald. Egyrészrél, a KP-IR axonok kontaktust képeznek a GnRH neuronokkal
(Kinoshita és mtsai., 2005; Clarkson és Herbison, 2006; Ramaswamy és mtsai.,
2008; Smith és mtsai., 2008), mely utobbiak Kifejezik a Kisslr génjét (lrwig és
mtsai., 2004; Han és mtsai., 2005; Messager és mtsai., 2005). Masrészrol, KP
hatasara a GnRH neuronok sejtmagi c-Fos expresszioval (Irwig és mtsai., 2004;
Matsui és mtsai., 2004), valamint depolarizacidoval (Han és mtsai., 2005; Dumalska
és mtsai., 2008; Pielecka-Fortuna és mtsai., 2008) valaszolnak. Egerekben mind a

GnRH-specifikus (Novaira és mtsai., 2014), mind a globalis Kisslr génkiiités
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terméketlenséget okoz (Kirilov és mtsai., 2013). A GnRH neuronokon beliili Kisslr
meghataroz6 szerepére dontd bizonyiték, hogy globalis Kisslr-génkiiitott allatokban
a fertilitds helyrehozhaté a receptor GnRH neuronokban torténd szelektiv
kifejeztetésével (Kirilov és mtsai., 2013).

A legtobb emlds fajban a KP-t termel6 neuronoknak két f6 alcsoportja 1étezik.
Az egyik KP idegsejt-populacié a hipotalamusz preoptikus teriiletén helyezkedik el,
ahol diszkrét sejtcsoportokat lehet megfigyelni a nucleus periventricularis
anteroventralis (AVPV), valamint a nucleus preopticus periventricularis (PVpo)
teriiletén, melyeket egyiittesen a III. agykamra rosztralis periventrikularis
teriiletének (,,RP3V”) neveziink. A masik KP idegsejtcsoport a mediobazalis
hipotalamusz teriiletén, a nucleus arcuatusban (ARC) talalhat6 (Lehman és mtsai.,
2010b). Mindkét neuronpopulacié emberben is 1étezik, de a KP-t termel6 neuronok
legnagyobb sejtszdmmal jellemezhetd csoportja a mediobazélis hipotalamusz
infundibularis teriiletén (Inf) helyezkedik el (Rometo és mtsai., 2007; Hrabovszky,
2013), és funkcionalis szempontbol valosziniileg analdég populaciét alkot az ARC
sejtjeivel.

Bar ¢ neuronok névadé neuropeptidje a KP, mind az RP3V, mind az ARC/Inf
teriiletén talalhatod sejtpopulacié egyéb neurotranszmittereket, neuromodulatorokat
és  neuropeptideket is  kifejez. A  kiilonb6zé  emldsfajok  két  KP
neuronpopulécidjanak, valamint emberben az Inf teriiletén talalhato KP
sejtcsoportnak a neurokémiai jellemzésére az 1.5., illetve az 1.6. fejezetben

keril sor.
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1.5. A Kisspeptin neuronok szerepe és neurokémiai tulajdonsagai laboratoriumi
allatokban

1.5.1. A kisspeptin neuronok ko-transzmitterei a preoptikus teriileten

Az RP3V teriiletén elhelyezkedd KP neuronok feleldsek valoszinlileg az
Osztrogén pozitiv hatasanak GnRH neuronokra torténd kozvetitéséért (Herbison, 2008).
Ezt a neuronpopulaciot ugyanis Osztrogén-érzékeny, ER-o-t tartalmazo6 idegsejtek
alkotjak (Franceschini és mtsai., 2006), melyek KP termelése E2 hatasara n6 (Oakley és
mtsai., 2009). Az RP3V KP neuronpopulaciot nemi dimorfizmus jellemzi: ragesaloknal
a néstény egyedekben, ahol az ovulaciot a pozitiv 6sztrogén visszacsatolas altal kivaltott
GnRH/LH-csucs ¢lézi meg, a KP-IR sejtek szama jelent6sen meghaladja a himekben
kimutathatdé neuronokét (Clarkson és Herbison, 2006; Adachi és mtsai., 2007;
Kauffman és mtsai., 2007). A preoptikus teriileten talalhat6 KP neuronok kozvetleniil a
GnRH/LH-csucs kialakulasa el6tt aktivalodnak, ragesalokban (Adachi és mtsai., 2007;
Clarkson és mtsai., 2008; Robertson és mtsai., 2009), birkaban (Smith és mtsai., 2009;
Hoffman és mtsai., 2011; Merkley és mtsai., 2012) és kecskében (Matsuda és mitsai.,
2014) egyarant. A kovetkezd fejezetek rovid attekintést nyujtanak a preoptikus KP

idegsejtekben kifejezett neuropeptidekrdl és neurotranszmitterekrol.

1.5.1.1. Met-enkefalin

A TII. agykamra mentén, rosztro-kaudalis iranyban haladva a met-enkefalint
(mENK) szintetizalo neuronok a KP-IR sejtekéhez hasonld megoszlast mutatnak.
Porteous és munkatarsai kettds immunhisztokémiai festést alkalmazva bemutattak,
hogy felndtt ndstény egerekben a preoptikus teriilet AVPV régidjaban 1évé KP
neuronok 29%-a, mig a PVpo teriiletén talalhatok 38%-a egyidejiileg mENK-t is
kifejez. A  mENK-IR sejtek tobb, mint fele — régiotol fliggetleniil — KP-
immunpozitivitast is mutat (58% az AVPV-ben és 68% PVpo teriiletén). A kettdsen

jelolédd axonok a preoptikus teriileten kiviil az eliilsd hipotalamusz, valamint az

s
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1.5.1.2. Galanin

Pubertas idején a patkany GnRH-t termelé idegsejtjei galanint kezdenek
expresszalni. Ez a folyamat valoszinlileg fontos a reprodukcios tengely éréséhez
(Rossmanith és mtsai., 1996). In situ hibridizacios és immunhisztokémiai kisérletek
eredményei azt bizonyitjak, hogy — hasonléan a mENK-hoz —, a preoptikus teriileten
talalhato, tovabbi galanint kifejez6 sejtek egy csoportjanak megoszlasa részben atfed
e régio KP-IR neuronjaival (Porteous és mtsai., 2011; Kallo és mtsai., 2012). Kallo
¢s munkatéarsai szerint a petefészekirtott, de folyamatos Osztrogénpotlast kapo
egerek RP3V KP sejtjeinek 87%-a tartalmaz galanin immunjelet, és a sejtek 38%-
aban a galanin mRNS-e is detektalhaté (Kalld6 és mtsai., 2012). Porteous és
munkatarsai a fentieknél alacsonyabb kolokalizacios aranyt figyeltek meg: a KP
sejtek mindossze 7%-a, mig a galanint expresszald neuronok 21%-a fejezte Ki
mely teriileten (AVPV vagy PVpo) helyezkedtek el a sejtek (Porteous és
mtsai., 2011).

1.5.1.3. Tirozin-hidroxilaz

A katekolamin szintézis sebességmeghatarozo kulcsenzime a tirozin-hidroxilaz
(TH). Ragcsalokban a TH-t kifejez6 neuronok a preoptikus KP sejtekéhez hasonld
szexualis dimorfizmust mutatnak (Kauffman és mtsai., 2007; Clarkson és Herbison,
2011). Kolokalizacios tanulmanyok eredményei szerint, ndstény patkanyokban az
RP3V KP neuronjainak 20-50%-a fejezi ki a TH mRNS-ét, a hormonalis allapot
fliggvényében (Kauffman és mtsai., 2007). Noéstény egerekben ez az arany
megkozelitdleg 50%, és hasonld a KP-t is tartalmaz6 TH-IR idegsejtek ardnya is —
fliggetleniil attol, hogy az egyedek az o0sztrusz ciklus mely fazisaban vannak.
Valodsziniileg ezek a TH-t is tartalmazo KP rostok jelentik a dopamin 6 forrasat is a
GnRH neuronok dopamin altali szinaptikus szabalyozasaban (Clarkson ¢és
Herbison, 2011).
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1.5.1.4. GABA és glutamat

Kettds in situ hibridizaciés tanulméanyok eredményei szerint az AVPV
transzportert (vGluT2) mint a glutamaterg fenotipus altalanosan elfogadott markerét.
A sejtek 75%-a viszont GABAerg fenotipust mutat, és a glutaminsav derkarboxilazt
(GAD-67) expresszalja (Cravo és mtsai., 2011). Tehat az AVPV teriiletén talalhato,
KP-t szintetizalo idegsejtek — a neuropeptidek és a dopamin mellett — aminosav-

transzmitterek segitségével is kommunikélnak.

1.5.2. A kisspeptin idegsejtek ko-transzmitterei a nucleus arcuatus teriiletén: a ,,KNDy
neuronok™

A hipotalamusz preoptikus teriiletén elhelyezkedé KP neuronokhoz hasonléan
az ARC KP-t termel$ idegsejtjei is kifejezik az ER-a-t (Franceschini és mitsai.,
2006), viszont az E2 — a preoptikus KP neuronokra gyakorolt hatasaval ellentétben —
ezekben az idegsejtekben gatolja a KP expresszidjat (Oakley és mtsai., 2009).
Szamos emlésfajban az ARC-beli KP neuronok egyidejiileg két masik neuropeptidet,
neurokinin B-t (NKB) és dinorfint (Dyn) is kifejeznek (Burke és mtsai., 2006;
Foradori ¢és mtsai., 2006; Goodman és mtsai., 2007; Navarro és mtsai., 2011b;
Bartzen-Sprauer és mtsai., 2014). E harom neuropeptid (KP, NKB, Dyn) egyiittes
jelenléte alapjan ezeket az idegsejteket ,,KNDy” neuronoknak nevezziik (Lehman és
mtsai., 2010a). Ez a terminolédgia széles korben hasznalatos, annak ellenére, hogy
mara mar vilagossa valt, hogy az emlitett neuropeptideket termeld idegsejtek nem
alkotnak neurokémiailag homogén populéciot, és a KNDy peptidek egy neuronban
vald egy idében torténd kifejezdésének aranya csak részleges (Cheng és mitsai.,
2010; Hrabovszky és mtsai., 2010; Hrabovszky és mtsai., 2011; Hrabovszky és
mtsai., 2012; Overgaard és mtsai., 2014); a kolokalizacidé mértéke nemtdl, fajtol,
valamint hormonadlis allapottol erdsen fligghet. Vitathatatlan azonban, hogy a KNDy
neuronok funkciondlis kapcsolatban allnak egymadssal: a KNDy sejtek egymassal
folytatott intenziv kommunikacidjat morfologiai €s elektrofiziologiai bizonyitékok is

alatamasztjak (Burke és mtsai., 2006; Foradori és mtsai., 2006; Goodman és mtsai.,
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2007; Navarro és mtsai., 2011a; Navarro ¢és mtsai., 2011b; de Croft és mtsai., 2013;
Ruka és mtsai., 2013).

A fent emlitett sejtek kozotti kommunikacio, valamint az egyedi KNDy
neuronok autoregulacidja valoszinlileg az NKB/neurokinin-3 receptor (NK3R),
valamint a Dyn/k-opioid receptor (KOR) jelatviteli itvonalakon keresztiil zajlik. Az
NKB serkent6 és a Dyn gatldo hatasanak eredményeképpen alakul ki a KNDy
neuronok altal a GnRH idegsejtek felé kozvetitett végsd kimeneti informéci6. A
GnRH neuronok aktivacioja a KP/Kisslr jelatviteli uton keresztiil valdszintileg
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az epizodikus hormonszekrécioban, azaz a
GnRH/LH pulzusok kialakitasaban (Navarro és mtsai., 2009; Ohkura és mtsai.,
2009; Wakabayashi és mtsai., 2010). (2. abra)

A pulzusgeneralas mellett a KNDy sejtek felelosek valoszinileg a nemi
hormonok negativ hatdsanak GnRH neuronok felé¢ torténd kozvetitéséért. NOstény
patkanyokban ugyanis a petefészek-eltavolitast kovetd LH-szint emelkedése
kivédhetd6 a KNDy neuronok kiirtasaval (Mittelman-Smith és mtsai., 2012).
Birkdban ¢és féemldsokben azonban az ARC teriilete lehet a szinhelye a pozitiv
Osztrogén feedbacknek is: petefészekirtott birkdkban a KNDy sejtek Osztradiol
hatasara c-Fos expresszioval valaszolnak (Smith és mtsai.,, 2009), mig néstény
rhesusmajmokban a mediobazalis hipotalamusz rosztralisabb teriiletektdl vald
elvalasztasa esetén is fennmarad az Osztrogén pozitiv feedback hatasanak
kovetkeztében kialakuld6 LH- és FSH-cstics (Krey és mitsai.,, 1975; Plant és
mtsai., 1979).

A preoptikus régioban elhelyezkedd KP neuronokhoz hasonléan az ARC
teriiletének KP-t termel6 idegsejtjei a KNDy peptideken kiviil mas neuropeptideket,
neuropeptid-receptorokat és neurotranszmittereket is kifejeznek. Az alabbiakban

ezeket foglaljuk 6ssze.
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2. abra: A KNDy neuronok szerepe a GnRH pulzusok kialakitasaban. A KNDy sejtek k&zotti
kommunikacid, valamint az egyedi KNDy neuronok autoregulaciéja valdszinlileg az NKB/NK3R és a
Dyn/KOR jelatviteli Utvonalakon keresztil zajlik. Az NKB serkenté és a Dyn gatlé hatdsanak
eredményeképpen alakul ki a KNDy neuronok altal a GnRH idegsejtek felé ko&zvetitett végsé
kimeneti informacid, mely valdszinlleg fontos szerepet jatszik a pulzatilis GnRH szekrécid
szabalyozasaban. Az abrat Navarro és munkatarsai (Navarro és mtsai., 2009) nyoman a szerz6
modositotta.
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1.5.2.1. A neurokinin B és receptora

Az NKB reprodukcidban betoltott nélkiilozhetetlen szerepére a peptidet,
valamint annak receptorat (NK3R) kodold génekben (TAC3, illetve TAC3R)
bekovetkezett mutaciok hatasanak vizsgalata deritett fényt (Lasaga és Debeljuk,
2011): emberben mind a TAC3, mind a TAC3R génekben bekovetkez6 defektus — a
KP/KISSIR jelatvitel hianyakor fellépé fenotipushoz hasonlé — hipogonadotrop
hipogonadizmust okoz (Guran és mtsai., 2009; Topaloglu és mtsai., 2009). A
legtobb laboratoriumi emldsfajban az ARC/Inf teriiletén talalhaté KP sejtek jelentds
része NKB-t és NK3R-t is kifejez, bar a kolokalizacio mértéke erdsen fiigg az adott
fajtol, annak nemétdl és koratol (Burke és mtsai., 2006; Goodman és mtsai., 2007;
Navarro és mtsai.,, 2009; Amstalden ¢és mtsai., 2010; Cheng és mtsai., 2010;
Ramaswamy ¢és mtsai., 2010; Wakabayashi és mtsai., 2010; Hrabovszky és mtsai.,
2011; Navarro és mtsai., 2011b; Hrabovszky és mtsai., 2012; Overgaard és mtsai.,
2014). Petefészekirtott egerekben példaul a KP neuronok 90%-a fejezi Ki
egyidejileg az NKB mRNS-ét (Tac2), és megkozelitdleg az dsszes KP sejt az NK3R
(Tac3r) génjét is expresszalja. Osztradiolpotlas hatdsara azonban a két neuropeptidet
ko-szintetizald neuronok aranya 53%-ra csokken, valamint az Tac3r KP sejtekben
vald kifejez6dése is er6teljesen gatlodik (Navarro és mtsai., 2009). Himekben a
Tac2 mRNS-t expresszalo sejtek csupan fele fejezi ki a Kiss1 mRNS-t is — hereirtott,
illetve tesztoszteronpodtlast kapd egyedekben egyarant (Navarro és mtsai., 2011b). A
valtozo kolokalizacios aranyok hatterében az 6sztradiol (Navarro és mtsai., 2009) és a
tesztoszteron Tac2, illetve Tac3r gének expresszidjara gyakorolt negativ hatasa allhat
(Navarro és mtsai., 2011b). A nemi hormonok altal gatolt génexpresszid csokkent
mérteklit NKB/NK3R jelatvitelhez vezet, melynek kovetkeztében az ARC teriiletén
talalhato KNDy sejtek aktivitasa is lecsokken. Az egerekhez hasonldan, a hereirtott
patkanyokban is igen jelentds csoportot alkotnak az ARC kaudalis teriiletén
elhelyezked6, csak NKB-t kifejez6 idegsejtek (Overgaard és mtsai., 2014). Bar az
EM teriiletén egyszeresen jelolt NKB-IR axonok megfigyelhetk ndstény
patkanyokban is (True és mtsai., 2011), a kizar6lag NKB immunjelet tartalmazo
idegsejt-populacio petefészekirtott egyedekben nem detektalhato (Overgaard és
mtsai., 2014).

A ragcsalokban leirt kolokalizacios tanulméanyok eredményeivel ellentétben,

Ujsziilott korban hereirtason atesett, felnétt him majmokban az ARC teriiletén
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talalhatdo KP neuronok csupan 40-60%-a tartalmaz NKB immunjelet is, és csak NKB
neuropeptidet kifejezd, egyes-jelolt idegsejtek nem figyelheték meg (Ramaswamy és
mtsai., 2010).

Bar morfolégiai vizsgalatok eredményei szerint a KNDy neuronokon csupan
két tachykinin receptor, az NK1R ¢és az NK3R van jelen (Navarro és mtsai., 2014),
him egereken végzett elektrofiziologiai vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy az NKB az
ARC-beli KP sejtekre gyakorolt serkentd hatasat mindharom tachykinin receptor
(NK1R, NK2R, NK3R) egyiittes aktivalasan keresztiil fejti ki (de Croft és mtsai.,
2013). Ezzel szemben, petefészekirtott kecskékben az NKB hatasanak kozvetitéséért
valoszintlileg egyediil az NK3R felelés (Yamamura és mtsai., 2014).

1.5.2.2. A dinorfin és receptora

A dinorfin — a harmadik KNDy peptid — a Pdyn gén terméke. Eléfordulasat az
ARC teriiletén elhelyezkedd, KP-t és NKB-t szintetizal6 neuronokban elsdként
birkdkban irtdk le: petefészekirtott, majd Osztrogénpodtldsban részesitett
néstényekben a Dyn-t expresszalo sejtek 95%-a KP-t is kifejez (Goodman és mtsai.,
2007). A KP ¢és Dyn neuropeptidek kozotti kolokalizacio aranya — hormonalis
allapottol fiiggetleniil — ndstény egerekben is 90% folotti (Navarro és mtsai., 2009).
In situ hibridizacios kisérletek eredményei pedig azt mutatjak, hogy a KP neuronok
egy kisebb csoportja a Dyn receptorat, a KOR-t is kifejezi, him ¢és ndstény
egerekben egyarant (Navarro és mtsai., 2009).

1.5.2.3. Galanin

crcr

2011; Kall6 és mtsai., 2012), hanem a ARC teriiletén is expresszaljak a galanint:
petefészekirtott ndstényekben a KP idegsejtek 42,5%-aban volt detektdlhatd a
galanin mRNS-e, mikdzben a neuronok 12,5%-a immunhisztokémiai vizsgalatokban

galanin-immunpozitivitast is mutatott (Kallo és mtsai., 2012).
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1.5.2.4. GABA és glutamat

Hasonléan a preoptikus régidoban elhelyezkedd KP-t termeld idegsejtekhez, az
ARC KP neuronjai is hasznalnak aminosav Ko-transzmittercket egymassal, illetve
mas idegsejtekkel folytatott kommunikacidjukhoz. In situ hibridizaciés vizsgalatok
eredményei azt mutatjak, hogy ezen sejtek alcsoportjaiban mind vGIluT2, mind
GAD-67 mRNS el6fordul (Cravo és mtsai., 2011). Azonban — az AVPV teriiletén
elhelyezkedd, foleg GABAerg KP idegsejtekkel ellentétben —, a KNDy neuronok
tobbsége glutamaterg fenotipust mutat (Cravo és mtsai., 2011). A vGIuT2 jelenlétét
NKB/Dyn neuronokban immunhisztokémiai modszerekkel is kimutattak, him és

néstény patkanyokban egyarant (Ciofi és mtsai., 2006).
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1.6. Az emberi kisspeptin neuronok neurokémiai tulajdonsagai

Ahogy az mar az 1.4. fejezetben emlitésre keriilt, emberben is létezik a
laboratoriumi allatokban megfigyelt, KP-t szintetizdl6 mindkét neuronpopulécio, bar a
preoptikus teriileten elhelyezkedé KP idegsejtek neurokémiai jellemzdirdl nincsenek
adataink. Az emberi reprodukcid szabalyozasaban valdszinilileg meghatarozo szereppel
bir6d, infundibulédris régioban talalhato KP sejtpopuldcid neurokémiai karakterét
ugyanakkor — laboratoriumunk immunhisztokémiai vizsgalatainak koszonhetéen —
részben mar ismerjiik. Az Inf teriiletén elhelyezkedd human KP idegsejtek neuropeptid-

fenotipusat az alabbiakban foglaljuk dssze.

1.6.1. Neurokinin B ko-expresszio

crer

human KP neuronok is szintetizalnak NKB-t (Hrabovszky és mtsai., 2010) — és
forditva. Az immunhisztokémidval kimutathato sejtek eléforduldsi gyakorisaga,
illetve a neuropeptid ko-expresszio mértéke azonban nagymértékben fiigg az
egyedek nemétél (Hrabovszky ¢és mtsai.,, 2011) (3. abra, A ésB), valamint
¢letkoratél (Molnar és mtsai., 2012). Mig az NKB-t is expresszalo KP neuronok
eléfordulasi gyakorisaga hasonléan magas a kiilonb6z6 nemil és kort egyedek
esetében (71-78%), a KP-t is kifejez6 NKB-IR idegsejtek aranya posztmenopauzas
nékben magas (84%) (3. abra, A), id6s — 50 év feletti — férfiakban valamivel
alacsonyabb (68%) (3. abra, B), és fiatal férfiakban mindossze 36% (Hrabovszky,
2013). Az eltéré mértékli kolokalizacio valdszinii oka a KP-szintézis erdteljes
fliggése a nemi hormonok jelenlététdl/hianyatol. Fiatal férfiakban a magas
tesztoszteronszint jelenléte és annak KP-szintézisre gyakorolt negativ hatasa miatt a
KP kifejez0dése jelentds gatlas alatt allhat. Ezzel szemben, idésebb korban a
folyamatosan gyengiil6 negativ visszacsatolas (cs6kkend tesztoszteronszint) miatt az
NKB neuronok KP-expressziojanak mértéke megnéhet. Ezzel a magyarazattal
Osszhangban all, hogy posztmenopauzas ndk esetében — ahol az 6sztrogén hianya
miatt annak gatld hatdsa teljesen megsziinik — figyelhetd meg az NKB idegsejtekben
a legmagasabb KP-expresszid. Erdemes megjegyezni azonban, hogy az Inf teriiletén

talalhaté rostok legnagyobb része mindhdrom modellben egyszeresen jel616dé KP-,
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vagy NKB-IR axon, és a GnRH neuronokkal kontaktust képezd, neuropeptid
kolokalizaciot mutatdé rostok aranya is igen alacsony: fiatal férfiaknal 8-10%, de
posztmenopauzas néi mintakban is csupan 25-30% (Hrabovszky és mtsai., 2011;

Molnar és mtsai., 2012).

1.6.2. Dinorfin ko-expresszio

In situ hibridizacios kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy — hasonloéan a
KP-t és NKB-t szintetizal6 neuronokhoz — menopauza utdn az Inf teriiletén 1évo
Dyn-t expresszaldo sejtek hipertrofizalnak (Rometo ¢és Rance, 2008), azaz
posztmenopauzas nékben a sejtek, illetve sejtmagok mérete névekszik. Noha a Dyn
sejtek, valamint a KP és NKB neuronok menopauza soran bekovetkezé morfologiai
atalakulasa kozti hasonldsag szembetiind, tovabba a laboratoriumi allatokon végzett
vizsgalatok eredményeit alapul véve a harom neuropeptid kolokalizacioja
feltételezhet6, emberben e neuronok mégsem alkotnak egyetlen egységes
sejtpopulaciot. Laboratoriumunk korabbi vizsgalataibol ugy tiinik, hogy Dyn jel nem
mutathat6 ki a human KP, illetve NKB neuronok perikarionjaiban, és a KP-IR axon
varikozitasokban is csak elvétve detektalhatdo (Hrabovszky ¢és mitsai.,, 2012)
(3. abra, C). Az emberi szovetmintakon tett megfigyelések tehat éles ellentétben
allnak a laboratoriumi allatok esetében tapasztaltakkal, rairdnyitva a figyelmet a
lehetséges faji kiillonbségekre is. Igy a ,,KNDy neuron” terminolégia emberi KP és

NKB neuronok jeldlésére csak bizonyos fenntartassal hasznalhato.

1.6.3. Subtance P ko-expresszio

Az NKB mellett egy masik, a tachykininek csaladjaba tartozo, a TAC1 gén
altal kodolt peptid, a subtance P (SP), mely foként az NK1R tachykinin receptoron
keresztiil fejti ki hatasat. EQy Rance és munkatarsai altal végzett in situ hibridizacios
tanulmany szerint a TAC1 és a TAC3 expresszidja menopauza utan jelentdsen
megnd, ¢és a két mRNS infundibuléris teriileten valdé megoszldsa részben atfed
(Rance és Young, 1991). A SP ¢s NKB, illetve a KP sejtek Inf régioban valo hasonlo

megoszlasat laboratoriumunkban végzett immunhisztokémiai vizsgalatok peptid
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szinten is megerdsitették (Hrabovszky és mtsai., 2013). Raadasul posztmenopauzas
nékben a SP neuronok szama és immunfestddésiik intenzitdsa — a KP sejtekéhez
hasonléan — meghaladta az id6s férfiakban megfigyelteket (Hrabovszky és mtsai.,
2013). A harmas immunfluoreszcens vizsgalatok eredményeinek tantisdga szerint a
KP és NKB neuronok jelentds része SP neuropeptidet is kifejez (3. abra, D) —
hasonlé neuropeptid-fenotipust laboratoriumi allatokban eddig még nem figyeltek
meg. Az emberi KP sejtek 31%-a és NKB neuronok 25%-a tartalmazott SP jelet,
mig az észlelt neuronok 16,5%-a egyidejliileg mindhdrom neuropeptidet expresszalta
(Hrabovszky és mtsai., 2013). A kettés és harmas immunpozitivitast mutatdé axonok
teriiletén is detektalhatoak voltak, felvetve annak lehetéségét, hogy a harom
neuropeptid egyiittesen {iiriil a hipofizis portalis keringési rendszerébe. Ezek az
anatomiai megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a SP — valodszinlileg

autokrin ¢és/vagy parakrin moédon — képes szabalyozni a KP, illetve az NKB

s
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neuropeptid-fenotipusa. Emberben, vélhetéen az Osztrogén negativ hatdsdnak megsz(inése miatt
posztmenopauzas nékben a legmagasabb a KP-t és NKB-t termel6 neuronok szama az infundibularis
régioban (A). Id6s férfiakban, mivel a tesztoszteron termelédése az életkor el6rehaladtaval csak
gyengil, de nem szlinik meg (igy a negativ visszacsatolas megmarad), alacsonyabb KP és NKB sejtszam
tapasztalhaté (B). A két neuropeptid egy neuronban vald egyiittes el6forduldsanak (nyilhegyek) aranya
is magasabb nékben, mint férfiakban (v6. A és B). A laboratériumi allatokkal ellentétben, emberben a
KP neuronok legnagyobb része nem expresszalja a harmadik KNDy peptidet, a dinorfint (C); a
kolokalizacio tobbnyire csak az axonok szintjén, elvétve detektdlhaté (nyilak a kinagyitott képkockan).
Posztmenopauzas nékben a KP-t és NKB-t termel6 idegsejtek viszont gyakran SP-t is kifejeznek -
hasonlo fenotipust laboratériumi allatokban eddig még nem irtak le. A D képen a nyilhegyekkel megjelolt
sejttestek mindharom neuropeptidet kifejezik. Lépték: A-D: 40 um, C kinagyitott képkocka: 10 pm
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2. Célkitiizés

1. F6 célkitlizésiink az emberi hipotalamusz KP-t és NKB-t kifejez6 neuronjainak
tovabbi neurokémiai karakterizalasa és ko-transzmitter-fenotipusuk meghatarozasa
volt. Kisérleteinket post mortem emberi hipotalamusz szdvetmintakon végeztiik,
immunhisztokémiai modszerek segitségével. Munkank soran kiemelt figyelmet
forditottunk az ember ¢és a laboratoriumi allatok kozott megfigyelt faji
kiilonbségekre, hiszen — a szaporodas finomszabalyozasanak eltéré volta miatt — a
laboratoriumi allatokon végzett kisérletek eredményeibdl szarmazo ismereteink
csak részben vonatkoztathatok emberre, és haszndlhatok fel a human
szaporodasbiologiai kérdések megoldasara. Reményeink szerint a KP-t és NKB-t
kifejezd idegsejtek neuropeptid-tartalmarol nyert informéciok kozelebb vihetnek az

emberi szaporodas agyi szabalyozasanak megértéséhez.

2. Tovabbi célunk a KP-t és NKB-t kifejez6 neuronok kapcsolatrendszerének feltarasa
volt, kiilonds tekintettel a hipotalamikus jeleket integrald6 GnRH neuronokon

képzett axo-szomatikus és axo-dendritikus bemenetekre.
3. Ugyancsak anatomiai megkozelitést hasznalva, végiil felvetettiik a KP-t, NKB-t és

SP-t tartalmaz6 idegsejtek lehetséges axo-axonalis kapcsolatait GnRH neuronokkal,

az utdbbiak hipofizeotrof axonvetiiletei mentén.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Human szovetmintak

A human hipotalamusz mintak igazsagiigyi boncolasokbol szarmaztak. A mintak
gyljtését a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézet munkatarsai végezték. A
személyes adatok anonimek voltak, a neurologiai és endokrin kortorténet egyik személy
esetében sem volt ismert. Minden esetben jellemzd volt azonban a hirtelen bekovetkez6
halal és a kevesebb, mint 48 6ra post mortem 1do.

Az emberi szovetmintdkon végzett kisérletek a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrum Tudomanyos Bizottsdganak Regiondlis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaganak engedélye (DEOEC RKEB/IKEB: 3183-2010) alapjan,
valamint a hatalyban 1évé magyar torvény (1997 CLIV és 18/1998/XI1.27. EU'M

rendelet) szerint folytak.

3.2. Szovettani metszetek

A kimetszett hipotalamikus szovetblokkokat boncolast kdvetden az Igazsagiigyi
Orvostani Intézetben dolgozd kollaboratoraink csapvizzel ledblitették, majd 4%-0s
formaldehid oldatban (0,1 M PBS oldatban, pH=7,4) 7-14 napig taroltak 4 °C-on. A
szovetek tovabbi feldolgozdsa az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetének
laboratériumaban tortént. A fixalt mintdk méretét tovabb csokkentettiik a kovetkezd
segédmetszésekkel: frontdlis siki metszések a chiasma opticumtol rosztralisan és a
corpus mamillarétol kaudalisan, horizontalis metszés a commissura anteriortol
dorzalisan (Hrabovszky és mtsai,, 2007). Ezt kovetéen mindkét oldalon a
medianszagittalis siktol 2 cm-re szagittalis metszéseket ejtettiink, majd az igy kapott
blokkokat a kézépvonalban félbe vagtuk és 20%-0S szachardz oldattal itattuk at 5 napig
4 °C-on.

A féloldali hipotalamusz blokkot ,Jung” szovetfagyaszté médiummal (1:1
aranyban 0,9%-0s NaCl oldattal; Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Németorszag) korbevettiik, majd poritott szarazjégen lefagyasztottuk. Ezt kdvetden

Leica SM 2000R tipust fagyaszté mikrotommal (Leica Microsystems Nussloch GmbH)
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30 um vastag koronalis metszeteket készitettiink. A metszeteket ezutan fagyalld
oldatban (30% etilén-glikol, 20% glicerin és 0,05 M, pH=7,4 foszfat puffer oldata)
taroltuk -20 °C-on.

Az immunhisztokémiai kisérletek soran az egyes emberek jobb oldali
hipotalamuszmintaibol az infundibularis mag hats6é régidjabol szdrmazd metszetek
kertiltek feldolgozasra, mivel a KP sejttestek szama itt a legmagasabb (Hrabovszky,
2013) (4. abra). Az immunhisztokémai jel6lés elott a metszeteket a krioprotektiv
oldatbol kivéve 2x5 percig PBS-ben Oblitettiik, és 20 percig 0,2% Triton X-100-at és
0,5% hidrogén-peroxidot (H,O,) tartalmazé PBS-oldatban szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Az antigének jobb feltarasanak érdekében ezutan a szeleteket 3x5 perces
PBS-ben torténd mosast kovetdéen 0,1 M citrat pufferben (pH=6,0) 80 °C-on 30 percig
inkubaltuk. Azért, hogy a nem-specifikus antitestkotodést elkeriiljiik, a mintakat 2%
normal l6szérumban (NHS, normal horse serum) 20 percig inkubaltuk

szobahémérsékleten.

NKB KP/NKB

az ugyanerrol a régiorol készitett reprezentativ fluoreszcens rétegfelvétel. Roviditések: 3V: III.
agykamra; DMH: nucleus dorsomedialis hypothalamicus; VMH: nucleus ventromedialis hypothalamicus;
LHA: area hypothalamica lateralis; Ltu: nucleus tuberalis lateralis; Fx: fornix; Opt: tractus opticus; Inf:
nucleus infundibularis; InfS: ,infundibular stalk”, infundibulum. Lépték: 300 um

29



3.3. Fénymikroszkopos immunhisztokémia

A kisérleteink soran az ellenanyagokat 2% NHS-t és 0,2% natrium-azidot
tartalmazé egyszeres PBS-oldatban, a tablazatban (5. abra) talalhato higitasnak
megfeleléen alkalmaztuk.

A fluoreszcens immunhisztokémiai jelolésnél a mintédkat az elsédleges (primer)
ellenanyago(ka)t tartalmazo6 oldatban 4 °C-on 48 6raig inkubaltuk. Ezt 3x5 percig tartd
PBS-ben torténd mosas kovette, majd a metszeteket mdsodlagos (szekunder)
antitesteket tartalmazo oldatba helyeztiik, ahol 5 6ran keresztiil szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Az immunjel6lés utan az Gsztatott mintakat 0,1 M Tris-HCI pufferoldatbol
(pH=7,6) targylemezre htiztuk fel ecsettel, majd Mowiollal lefedtiik.

A peroxidaz-Kimutatason alapulé immunhisztokémiai jeldlésnél a szeleteket 4 °C-
on 48 oraig inkubaltuk a primer ellenanyagot tartalmazo6 oldatban, majd a 3x5 perces
PBS-ben valo oblitést kovetden azokat az elsddleges ellenanyag gyartasara hasznalt faj
ellen termeltetett, biotinnal konjugalt masodlagos ellenanyaggal reagaltattuk.
Szobahdmérsékleten 1 oran at végzett inkubalas utan a metszeteket 3x5 percig PBS-ben
oblitettiik, majd avidin-biotin-peroxidaz komplexet (ABC, avidin-biotin-peroxidase
complex; Vector, Burlingame, Kalifornia, USA) tartalmaz6 0,1 M Tris-HCI oldatban
inkubaltuk (1:1000 higitasban, szobahémérsékleten, 1 6ran keresztiil). Ezt kovetéen a
metszeteket 3x5 percig mostuk PBS-ben. A peroxidaz jelet 0,005% H,0, jelenlétében
0,2 mg/ml diaminobenzidint (DAB), vagy a 0,5 mg/ml DAB és 0,005% H,0, mellett
0,15% nikkel-ammonium-szulfatot is tartalmazé 0,1 M Tris-HCI1 oldat (,,Ni-DAB”)
segitségével tettiik lathatova. A metszeteket ezutan PBS-ben, illetve a nikkel-
ammonium-szulfat tartalmu oldat hasznalata esetén — mivel a nikkel jel PBS oldatban
nem stabil — Tris-HCI pufferoldatban oblitettilk. Immunhisztokémiai kettés jelolés
alkalmazasa esetén a Ni-DAB festést a jelet erdsité6 ¢és stabilizald eziist/arany
intenzifikacio kovette (,,eziistozés”). Ehhez a metszeteket 4x5 percig 2% natrium-acetat
oldatban Oblitettiik, majd az 5% natrium-karbonatot €s formalinos Gallyas-féle
eléhivoszert egyenld aranyban tartalmazo, elézéleg -20 °C-ra hiitott oldatba helyeztiik.
A reakciot 50-120 masodpercet kovetéen 0,5% ecetsavval allitottuk le, majd a
metszeteket 2x5 percig 2% natrium-acetat oldatban mostuk. A 2x5 percig tartd 0,05%
arany-klorid oldatban torténd inkubdlast kdvetden a mintakat Gjra 2% natrium-acetat
oldatban oblitettiik. Ezt 2x5 perc 3% natrium-tioszulfat oldatban valo inkubalas kovette,

mely utdn megismételtiik az el6bbi mosasi 1épést.
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3.4. Ellenanyagok

Az immunhisztokémiai kisérletek soran altalunk hasznalt elsddleges ¢és
masodlagos ellenanyagokat, az immunizalt &llatfajt, valamint a forrést, illetve
referenciakat tablazatban foglaltuk ssze (5. abra).

Az éltalunk hasznalt Gsszes masodlagos antitestet szamarban termeltették
(Jackson Immuno Research Laboratories, West Grove, Pennsylvania, USA). A
tobbszords immunjeldlést alkalmazo kisérleteinkben a masodlagos ellenanyagok
egymassal valo keresztreagalasanak lehetoségét valamelyik primer ellenanyag
hasznalatanak elhagyéasaval zartuk ki. A hasznalt elsédleges ellenanyagok
specificitdsanak megerdsitésére, vagyis annak kizarasara, hogy a latott fluoreszcens jel

mitermék, kontroll kisérleteket végeztiink.
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Higitds

Ellenanyag Termeltetve fluoreszcens  peroxidaz alapi Forras/referencia
kimutatashoz  kimutatashoz

anti-AGRP tengerimalac 1:1000 GP-029-50; Biosensis Pty. Ltd.
anti-aMSH birka 1:5000 J. Tatro (Elias és mtsai., 1998b)
anti-CART nyul 1:1000 M.J. Kuhar (Koylu és mtsai., 1997)
anti-CART egér 1:1000 JT. Clausen (Vrang és mtsai., 1999)
anti-CCK nyul 1:30 000 1S-15/8 (Ciofi és mtsai., 1990)
anti-sertés/human Dyn A nyul 1:1000 T-4268; Peninsula Laboratories
anti-Dyn B nyul 1:1000 IS-35 (Ciofi és mtsai., 2006)
anti-GAL kecske 1:1000 EB09679; Everest Biotech Ltd.
anti-GnRH tengerimalac 1:5000 1:50 000 #1018 (Hrabovszky és mtsai., 2011)
anti-human KP birka 1:1000 1:150 000 GQ2 (Dhillo és mtsai., 2005)

[72]

% anti-human preproKpP nyul 1:1000 AAS26420C; Antibody Verify

‘é anti-human preproKP nyul 1:1000 AAS27420C; Antibody Verify

o
530 Magoul st 1003,
anti-human NKB egér 1:3000 1:50 000 M-871-100; Biosensis Pty. Ltd.
anti-human proNKB nyil 1:1000 1:100 000 (Hrab OJE;E\?%é;slfn-tsiazi,, 2010)
anti-NPY birka 1:10 000 FiL ”(f",vll,ftﬁsn r':";r;z‘ég?a;gg';)t"é”
anti-NT patkany 1:1000 IS-RNT (Porteous és mtsai., 2011)
anti-pENK kecske 1:1000 EB08195; Everest Biotech Ltd.
anti-SP patkany 1:3000 1:30 000 8450-0505; AbD Serotec
anti-sP nydl 1:1000 1:150 000 ((S:gitDiaé Spritt;‘flz ';égtgzr)
anti-SS tengerimalac 1:1000 1S 7/51 (Ciofi és mtsai., 2006)
anti-TH csirke 1:1000 TYH; Aves Laboratories
AMCA-konjugalt anti-x szamar 1:50 Jackson Immuno Research Lab.

" biotin-konjugalt anti-x szamar 1:500 Jackson Immuno Research Lab.

§ Cy3-konjugdlt anti-x szamar 1:1000 Jackson Immuno Research Lab.

g Cy5-konjugalt anti-x szamar 1:500 Jackson Immuno Research Lab.

= FITC-konjugalt anti-x szamar 1:250 Jackson Immuno Research Lab.
peroxidaz-konjugalt anti-x szamar 1:250 Jackson Immuno Research Lab.

5. abra: Az immunhisztokémiai kisérletek soran alkalmazott ellenanyagok. A tablazat oszlopai
(sorrendben) az ellenanyagok nevét, az immunizalt allatfajt, az immunhisztokémiai kisérletek soran
alkalmazott higitast, valamint a forrast/referenciat tartalmazza.
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3.5. Ellenanyag-specificitasi kontrollok

Az anti-KP elsédleges ellenanyagunkat a KP-54 peptid ellen termeltetették
birkdban. Olyan poliklonalis antiszérum (GQ2), mely felismeri a teljes hossziisagu KP-
54 fehérjét, valamint a biologiailag szintén aktiv hasitasi termékeket, a KP-14 és a KP-
10-et. Az ellenanyag radioimmunassay-el tesztelve nem mutat keresztreakciot (<0,01%)
mas RF-amid peptiddel (pl. prolaktin-releasing peptid, neuropeptid FF, neuropeptid AF
¢és RF-amid related peptidek: RFRP1, RFRP2, RFRP3) (Dhillo és mtsai., 2005). A GQ2
antiszérumot mdas immunhisztokémiai tanulmanyokban is sikeresen hasznéltdk a KP
detektalasara rhesusmajomban (Ramaswamy és mtsai., 2008; Ramaswamy és mitsai.,
2010) és emberben (Hrabovszky és mtsai.,, 2010; Hrabovszky és mtsai., 2011;
Hrabovszky és mtsai., 2012; Molnar és mtsai., 2012; Hrabovszky és mtsai., 2013)
egyarant.

A GQ2 ellenanyag specifikussagat tovabbi két, nyulban termeltetett ellenanyag
segitségével is igazoltuk. Az AAS26420C ellenanyag a 138 aminosavbdl all6 human
pro-KP fehérje 21-81, mig az AAS27420C ellenanyag 47-107 aminosav-szekvenciajat
ismeri fel. Ezek a szakaszok nem tartalmazzak a KP fehérje RF-amid motivumat,
kizarva annak a lehetdségét, hogy keresztreakciot mutasson az RF-amid peptidcsalad
mas tagjaival. A kétféle ellenanyaggal (GQ2 és AAS26420C vagy AAS27420C)
elvégzett immunhisztokémiai vizsgélatok sordn ugyanazt a festddési mintazatot lattuk
(6. abra, A-F).

Az NKB ¢és SP ellenanyagok specifikussaganak megallapitasahoz, pozitiv
kontrollként két kiilonbozo fajban termeltetett ellenanyagot hasznaltunk. A nytlban
termeltetett poliklonalis antiszérum a human pro-NKB (1S-681; 1S-682) (Hrabovszky és
mtsai., 2010) a C-terminus utols6 28 aminosavat ismeri fel, mig az egérben termeltetett
monoklonalis ellenanyagot a human NKB ellen tervezték (M-871-100; Biosensis Pty.
Ltd.). A Dr. Petrusz Péter altal rendelkezésiinkre bocsatott, nyulban termeltetett SP
ellenanyag (505D3) a SP karboxil-terminusat ismeri fel, és kevesebb, mint 0,05%-ban
mutat keresztreakciot a neurokinin A-val vagy B-vel (Conti és mtsai., 1992). A
monoklonalis SP ellenanyagot patkanyban termeltették (8450-0505; AbD Serotec). A
kétféle ellenanyaggal kivitelezett immunfluoreszcens vizsgalatok eredményei mindkét
esetben ugyanolyan festédési mintazatot mutattak (6. abra, G-I, illetve J-L).

Az egérben termeltetett monoklonalis CART ellenanyagunk (Vrang és mtsai.,

1999) — amit Dr. Jes Thorn Clausen bocsatott rendelkezésiinkre — specifikussagat a
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preabszorpcids (kimeritéses) kisérlet eredménye is megerésitette. Ehhez a 10* M
human CART 54-102 peptidet az altalunk hasznalt, egérben termeltetett CART
antitesttel egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk. A posztmenopauzds ndéi mintakbol
szarmazo tesztmetszeteken a CART-peptid/anti-CART komplexet tartalmazo oldatban
valo inkubalés utan immunfluoreszcens festést végeztiink. Mivel a CART ellenanyag a
CART-peptidhez valo kotdédése utan a szoveti antigénekkel mar nem volt képes tovabbi
kotések kialakitdsara, a kimerités elott elvégzett immunfestés eredményével
(6. abra, N) cllentétben a mintdkban nem lattunk CART immunreaktivitast
(6. abra, O). Pozitiv kontrollként tovabbi immunhisztokémiai jelolést végeztiink: a KP-
IR rostok egy része a mar karakterizalt (Koylu és mtsai., 1997), nyalban termeltetett
poliklonalis CART antitesttel valdé festést kovetéen is mutatott CART-
immunpozitivitast (6. abra, M). Az ellenanyagot Dr. Michael J. Kuhar bocsatotta
rendelkezésiinkre.

A harmas, illetve négyes immunjeldlés alkalmazisanal az ellenanyag-
karakterizalas ¢€s specificitasi tesztek elvégzése mellett az ellenanyagok kozotti
keresztreakcidk lehetdségének kizarasahoz tovabbi kontrollnak tekintheték a mintdkban
kétszeresen és hdromszorosan jelolodd sejttestek €és axonok mellett az egyértelmiien

detektalhatd, egyszeres immunreaktivitast mutaté idegelemek.
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6. abra: Pozitiv kontroll kisérletek eredményei az immunhisztokémiai vizsgalatok soran
hasznalt ellenanyagok specifikussaganak megallapitasara. Az ellenanyag-specificitas
ellen6rzésének egyik altalanosan elfogadott mddja, ha két, kilénb6z6 fajban termeltetett antiszérum a
kettés fluoreszcens immunjel6lés soran ugyanazt a fest6édési mintdzatot mutatja. Kontroll
kisérleteinkben az ,a-KP birka” (GQ2, birkaban termeltetett KP ellenanyag; A és D), az ,a-NKB nyul”
(IS-682; G) és az ,a-SP nyul” (505D3; J) ellenanyagok mellett ezért ,a-KP nyal” (AAS26420C; B és
AAS27420C; E), ,a-NKB egér” (M-871-100; H) és ,a-SP patkany” (8450-0505; K) antiszérumot
alkalmaztunk. A sejttestek és rostok legnagyobb része mind a négy esetben kettés (FITC és Cy3)
fest0dést mutatott, igy sarga szinben tilnt el (C, F, I, L, fehér nyilfejek és nyilak). A kisérletekben
hasznalt ,a-CART egér” ellenanyaghoz hasonléan - melynek specifikussagat kimeritéses kisérlettel is
igazoltuk (N és O) -, a nyulban termeltetett CART ellenanyag is jel6lt KP-tartalml rostokat (M, fehér
nyilak). Az erek z6ld autofluoreszcenciat mutatnak (D, F). ,a”=anti; Iépték: A-L: 35 ym; M-O: 10 pym.
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3.6. Képalkotas

Az immunfluoreszcens vizsgalatok soran négy kiilonbozé fluorokromot
hasznaltunk. Ezek nevét, a gerjeszté fény hulliamhosszat, valamint a dikroikus tikrok
altal reflektalhatd fény maximalis hullamhosszat és az emittalt fénynek az emisszios

filterek altal atengedett hullamhossz-tartomanyat a 7. abra foglalja 6ssze.

Fluorokrém A gerjeszt6 fény A dikroikus tiikrok/emissziés sz(irék altal
hulldmhossza reflektalhaté/4tengedett fény hullimhossz-értékei
AMCA 405 nm 500 nm/420-480 nm
FITC 488 nm 560 nm/500-540 nm
Cy3 543 nm 650 nm/560-610 nm
Cy5 637 nm 660-nm-long pass filter

7. abra: Az immunfluoreszcens kisérleteinkben alkalmazott fluorokromok

A fluoreszcensen jeldlt szovetmintakbol Radiance 2100 konfokalis mikroszkdppal
(Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, Egyesiilt Kiralysag) készitettiink ~2 pm
vastag reprezentativ rétegfelvételeket. Az elemzésre hasznalt kis nagyitasu ,,attekintd”,
valamint a neuronok kapcsolatrendszerét vizualizdld6 nagy nagyitasu képek az Inf
tertiletérdl késziiltek.

A konfokalis képek készitésénél a szkennelés alatt egyszerre mindig csak egy
lézer és emisszios detektor mitkodott (lambda strobing funkcid), elkeriilve ezaltal a
bleed-through jelenségét, azaz a gerjesztés soran a fluorofor molekulak kozotti
»athallast”. A bleed-through lehetdségének teljes kizarasa érdekében minden kisérletben
egyszeresen jelolt negativ kontrollokat is alkalmaztunk. A zdld, vords €s tavoli-vords
csatorndkon készitett képeket Image] program segitségével egyesitettiik, majd Adobe
Photoshop (PSD) fajlként RGB modban kezeltiik. A négyes immunjelolésnél a
negyedik flurofort (AMCA) a PSD f4jlban vagy fekete-fehér képkeént kiilon illusztraltuk
(SP), vagy ugyanazon a képen barna szinnel (pseudocolor) jelenitettiik meg (GnRH).

A peroxidaz alapt kimutatds utdn a metszetekrél Zeiss Axiolmager M1
mikroszkoép (Carl Zeiss, Gottingen, Németorszag) AxioCam MRc 5 digitalis

kamerajanak segitségével készitettlink reprezentativ felvételeket.
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3.7. Kvantitativ anatémiai vizsgalatok

3.7.1. Neuropeptid ko-expresszio vizsgalata sejttestekben

A CART neuropeptid KP-IR és NKB-IR sejttestekben vald jelenlétének
kvantitativ vizsgalatat 6t posztmenopauzds ndéi mintdn végeztiik. Emberenként 1-3
reprezentativ rétegfelvételt készitettiink, ahol a KP és NKB sejttesteket megszamoztuk,
peptidtartalmukat pedig dokumentéltuk. Az 6t mintdbol szarmazé eredményeinket
Microsoft Excel 2010 program segitségével %+SEM (standard error of mean, a
kozépérték kozepes hibaja) értékben fejeztiik ki, ¢és grafikusan abrazoltuk. A
kordiagramon az Osszes észlelt KP-IR és/vagy NKB-IR neuront vettilk 100%-nak
(N=515 az 6t egyedbdl). Az egyszeresen jelolt CART sejttesteket — melyek egy része
valésziniileg azonos az Inf mas teriiletén talalhatd AGRP/NPY sejtekkel (Menyhért és
mtsai., 2007) — nem abrazoltuk a diagramon, mivel ezek a neuronok a KP és NKB
sejtcsoportokra fokuszald mintavétel mellett alulreprezentaltak voltak az Inf ezen
vagy NKB), kettdé (KP/NKB, CART/KP, illetve CART/NKB) vagy mindharom
(CART/KP/NKB) neuropeptidet kifejezd KP-IR ¢és NKB-IR sejttestek relativ
gyakorisagat abrazoljak.

A pENK relativ gyakorisaganak meghatarozasat KP és NKB sejtekben harom
posztmenopauzas ndi (69, 74, 88 évesek) és harom 1dds férfi (51, 64, 78 évesek) mintan
végeztiik. Az Inf teriiletén a férfi metszetekrdl késziilt adott rétegfelvételen detektalhato
Osszes KP (N=142) ¢és NKB (N=182) sejttest peptidtartalmat dokumentaltuk,
eredményeinket pedig %+SEM értékben fejeztiik ki.

A t6bbi, altalunk vizsgalt neuropeptid (a-MSH, AGRP, CCK, galanin, NPY, NT,
SS), illetve neurotranszmitter (TH) KP ¢és NKB sejtekben vald eléfordulasahoz a
posztmenopauzas ndi vagy idds férfi egyedekbdl szarmazd metszetek egy adott sikjarol
késziilt felvételen megtalalhatd perikarionok koziil a véletlenszerlien kivélasztott 100

KP, illetve NKB neuron peptidtartalmat hataroztuk meg.
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3.7.2. Neuropeptid ko-expresszio kvantitativ elemzése axonokban

A CART peptid KP-IR, illetve NKB-IR rostokban val6 relativ gyakorisaganak
meghatarozasahoz a sejttestekben 1évo kolokalizaciés aranyok kvantifikaldsahoz késziilt
felvételeket hasznaltuk. Az analizalt teriilet mérete az egyedek esetében 720000-
810000 umz volt. A 2 um vastag rétegfelvételekre elséként egy 20 um X 20 um-es
négyzetekbd allo racsot helyeztiink. Azokat a varikozitdsokat, amelyek a racsvonalakra
estek vagy érintették azokat, neuropeptid-tartalmuknak megfeleléen kategorizaltuk és
dokumentaltuk. A racsvonalakra esd, de sejttesteket, ereket, metszetszakadasokat és
egyéb artifaktokat tartalmazo teriiletek nem kertiltek elemzésre. A harom neuropeptid
axon varikozitdsokban vald relativ el6forduldsat az 6t mintabol atlagolva %+SEM
értékben fejeztiik ki, és grafikusan dbrazoltuk. A kordiagramon az 0sszes észlelt KP-IR
és/vagy NKB-IR varikozitast vettiik 100%-nak (az 6t egyedbdl dsszesen N=11270). Az
egyszeresen jelolt CART-IR varikozitasokat a fentebb emlitett megfontolasnak
megfeleléen itt sem abrazoltuk. Az egy, kettd vagy mindhdrom neuropeptid axon
varikozitasokban val¢ relativ eléfordulasat oszlopdiagramokon illusztraltuk, ahol 100%-
nak az Osszes észlelt KP-IR, illetve NKB-IR axon varikozitas feleltetheté meg.

Annak eldontésére, hogy az Inf teriiletén talalhato CART peptidet is kifejezd KP-
IR ¢és NKB-IR idegsejtek azonosak-e a mar korabban leirt CART/AGRP
neuronpopulacioval, CART/NKB/AGRP  immunfluoreszcens harmas  jeldlést
alkalmaztunk. A CART peptid NKB-IR, illetve AGRP-IR axon varikozitasokban valo
jelenlétének kvantitativ vizsgalatat harom posztmenopauzas néi mintan végeztik az
ismertetett metodika szerint. Az elemzett teriilet nagysaga minden ember esetében
240000 pm? volt.

A fenti metodikat alkalmazva a pENK KP-IR, illetve NKB-IR rostokban vald
relativ gyakorisagat is meghataroztuk. A perikarionokban tapasztalhatd kolokalizacios
aranyok meghatarozasahoz hasznalt felvételeken 6sszesen 266 KP-IR, illetve 532 NKB-
IR axon varikozitas peptidtartalmat dokumentaltuk. A harom idds férfibol szarmazo
adatokat %+SEM értékben fejeztiik ki.

A sejttestek szintjén is vizsgalt tovabbi neuropeptidek KP-IR ¢és NKB-IR
rostokban valo eléfordulasat a véletlenszeriien kivalasztott racsvonalak mentén detektalt
elsé 100 KP-t, illetve els6 100 NKB-t tartalmazo axon varikozitas peptidtartalmanak

dokumentélasaval hataroztuk meg.
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4. Eredmények

4.1. Az emberi kisspeptin sejtek immunhisztokémiai profilja

Az emberi KP-t kifejez6 idegsejtek minél szélesebb korti neurokémiai
karakterizalasa, illetve azok neuropeptid-tartalmanak megismerése érdekében atfogd
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Kisérleteinket posztmenopauzéds néi —
ahol a KP-expresszidé (Rometo és mtsai., 2007), illetve -immunreaktivitas (Hrabovszky
és mtsai.,, 2010) mértéke a legnagyobb —, és idés férfi mintakon végeztik; igy
informéciot nyerhettiink a nemi hormonok hidnya/jelenléte altal okozott esetleges
neurokémiai valtozasokrél. Vizsgalataink kozéppontjdban olyan neuropeptidek és
neuroncsoportok kifejeznek (AGRP, a-MSH, CART, CCK, NPY, NT, SS), illetve a

ragesalokon  végzett kolokalizdcidos  vizsgalatok  eredményeit alapul véve

kolokalizaciojuk KP-nel és NKB-vel valoszinisithetd volt (TH, pENK, galanin).

4.1.1. Cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) megjelenése KP-IR és
NKB-IR neuronokban

A KP, NKB ¢és CART jelenlétét detektald, harmas immunfluoreszcens jelolést
alkalmazo vizsgalataink eredményei azt mutattdk, hogy a KP-t és NKB-t szintetizalo
idegsejtek egy populéacidja az infundibuléris régidban a CART neuropeptidet is kifejezi.
A konfokalis mikroszkdoppal készitett képek tanusaga szerint a CART jel a KP-t és
NKB-t kifejez0 neuronok sejttestjeiben €s rostjaiban egyarant detektalhaté (8. abra, A-
E). Az infundibularis nyél (InfS) teriiletén talalhaté axonok egy része szintén kifejezte

egyidejiileg mindharom neuropeptidet (8. abra, F-J).
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8. abra: A cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) lokalizaciéja az emberi
hipotalamusz infundibularis régiéjaban elhelyezkedo, kisspeptint (KP) és neurokinin B-t
(NKB) szintetizalé neuronokban. A harmas fluoreszcens immunjelolés eredménye szerint
posztmenopauzas n6kben a KP (piros) és NKB (kék) neuronok jelentds része CART (z6ld) neuropeptidet
is kifejez az infundibularis mag (Inf; A-E), illetve nyél (InfS; F-3) terlletén. A kis (A, F) és nagy
nagyitast (B-E, G-J) konfokalis felvételeken a medfelel6 szinl nyilhegyek (szinkddot Id. a kép alatt)
egyes-, kettds-, illetve harmas-jel6lt sejttesteket jeleznek (A-E), mig a fehér nyilak harmas-jel6lt axon
varikozitasokra mutatnak az Inf (B, D), illetve InfS (F-J) terlletén. A CART a neuroszekrétoros
axonterminalisokon hatva autokrin vagy parakrin modon szabalyozhatja a reprodukcidt, illetve a portalis
keringési rendszerbe jutva az adenohipofizis mlikodésére lehet hatdssal. Lépték: A: 50 um; F: 60 um;
B-E, G-J: 20 pm.
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4.1.1.1. A CART-immunreaktivitas mennyiségi jellemzése a KP-IR és NKB-IR
perikarionokban

A KP-t és NKB-t kifejez6 sejtekben eléforduldé CART jel relativ gyakorisdganak
meghatdrozasdhoz 0t posztmenopauzas ndéi mintdbol Osszesen 515 sejttestet
kategorizaltunk neuropeptid-tartalmuknak megfelelden. A kvantitativ elemzést
kovetden a kiilonbozo peptidtartalommal rendelkezé neuronok infundibuléris régidoban
vald el6fordulasi gyakorisaga — a KP-t és/vagy NKB-t kifejez6 neuronokat 100%-nak
véve — az aldbbiak szerint alakult: a KP-t és NKB-t egyarant kifejezd sejttestek
32,4+4,5%-ban, az egyszeresen jelolt NKB perikarionok 26,9+4,4%-ban fordultak el6,
mig 24,0+4,1% volt azoknak a sejttesteknek az aranya, amelyek a CART, KP és NKB
peptidet egyidejiileg kifejezték. 10% alatt volt a CART/KP, az egyszeresen jelolt KP,
illetve a CART/NKB perikarionok aranya (sorrendben: 9,942,2%; 5,4+2,6%; illetve
1,5+0,8%) (9. abra, A).

Az Osszes, altalunk detektalt KP-IR sejttest 78,4+2,9%-a tartalmazott NKB-t,
47,9+6,6% fejezett ki CART-ot, valamint 33,3+4,9%-a mindharom neuropeptidet
egyidejlileg expresszalta (9. abra, C). Masrészrél, az 0Osszes NKB-IR sejttest
66,5+5,1%-a mutatott KP-immunpozitivitast, 30,0+4,9% tartalmazott CART-ot, és
28,2+4,6%-a volt harmas-jeldlt (9. abra, D).

4.1.1.2. Uj kvantitativ megkozelités axondlis neuropeptid kolokalizdcio elemzésére

Mig egy adott agyi régidban tapasztalt idegrostsiirliség kiilonb6zd szoftverek
segitségével egyszerien meghatdrozhatd, az axonokban egyidejlileg jelenlévd
neuropeptidek relativ gyakorisagdnak meghatarozasara eddig kevesen vallalkoztak.
Mivel altaldban az axonok hordozzék az idegsejtek végsé kimeneti jelét, azok
peptidtartalmardl kapott informaciok kozelebb vihetnek bizonyos funkciondlis kérdések
megoldasahoz. Az egyiitt lokalizalédo strukturdk/anyagok meghatarozasara léteznek
ugyan szoftverek, am ezek esetiinkben — a vizsgalt agyteriiletet stirtin behal6z6 axonok
miatt — nem alkalmazhatok, a rétegfelvételek vastagsagabol adoddéan ugyanis
elkeriilhetetlen a kiilonb6zé neuropeptideket tartalmazo, de egymadsra vetiild rostok
kolokalizacioként valo értékelése. Eppen ezért sziikségét éreztiik egy olyan egyszertien

alkalmazhato, csak valdos kolokalizaciés adatokat dokumentaldé  modszer
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kidolgozasanak, melynek segitségével az axonokban kettd vagy tobb egylitt el6forduld
neuropeptid mintan beliili ardnya meghatarozhato.

Mivel a szovetmintakrol késziilt rétegfelvételek vastagsdga (2 um), illetve az
axonok peptiderg volta miatt az egyedi rostok lefutdsat nem tudtuk pontosan nyomon
kovetni, a viszonylag egyszerlien szamolhatd egyedi varikozitdsok peptidtartalmat
hataroztuk meg. Ehhez feltételeztilk, hogy a varikozitdsokban 1évé neuropeptidek
megoszlasa megegyezik az egyedi rostokban 1éviokkel. Reprezentativ mintavételhez, a
rétegfelvételekre egy 20 um X 20 um négyzetekbdl allo, és a kiilonbozo kisérletekben
mintanként 240000-810000 umz metszetfeliiletet boritd racsot helyeztiink, és azokat a
varikozitasokat, amelyek a racsvonalakra estek vagy érintették azokat, neuropeptid-
tartalmuknak megfelelden kategorizaltuk és dokumentaltuk. Munkank soran tigyeltiink
arra, hogy a racspontokra es6 varikozitasok peptidtartalma csak egyszer szerepeljen az
adatok kozott. A racsvonalakra esd, de sejttesteket, ereket, metszetszakaddsokat és

egy¢eb artifaktokat tartalmazd teriiletek nem keriiltek elemzésre.

4.1.1.3. A CART-immunreaktiv KP és NKB axonok relativ eléfordulasi gyakorisaga a
nucleus infundibularisban

Korabbi megfigyeléseinket, melyek szerint a neuropeptidek kolokalizacidjanak
mértéke az axonokban nem olyan gyakori, mint a sejttestekben, jelen tanulmanyban is
megerdsithetjiik. Az altalunk kidolgozott kvantifikdcidos moddszert alkalmazva, 11270
varikozitast kategorizaltunk és dokumentaltunk neuropeptid-tartalmuknak megfelelden.
Az 6t posztmenopauzas ndi minta elemzését kovetden — az dsszes KP-IR és/vagy NKB-
IR varikozitast 100%-nak véve — azt tapasztaltuk, hogy a leggyakrabban eldfordulod
rosttipus csak NKB-t tartalmazott (66,6+9,5%). A KP-t és NKB-t egyarant kifejezd
rostok relativ gyakorisaga 14,0£5,1% volt, mig az egyszeresen jelolt KP-IR rostok
13,4£3,1%-ban fordultak eld az Inf teriiletén. A CART, KP ¢és NKB neuropeptidet
egyarant tartalmaz6, valamint a CART/KP és CART/NKB kettdsen jelolt rostok relativ
gyakorisaga — a sejttestekben tapasztalhato kolokalizacios aranyokhoz képest — alacsony
volt (sorrendben: 4,8+1,4%; 0,9+0,3%; illetve 0,3+0,1%) (9. abra, B).

Az 0Osszes, altalunk detektalt KP-IR varikozitas 54,9+5,4%-a tartalmazott NKB
jelet, 17,0£2,3%-a volt CART-pozitiv, és 14,3+£1,8%-a fejezte ki egyszerre mindharom
neuropeptidet (9. abra, E). Az NKB-IR axon varikozitasok 23,1+£9,0%-a expresszalt
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KP-t, 6,2+2,0%-a tartalmazott CART jelet, ¢és 5,9£2,0%-a volt harmas-jelolt
(9. abra, F).

A (KP- és/vagy NKB)-IR sejttestek (100%) B (KP- és/vagy NKB)-IR axon varikozitasok (100%)
0,340,1%
24,0+4,1% 5,4+2,6% 0,9+0,3% \ 4,8+1,4%

0y
26,9+4,4% 14,0+5,1% 13,413, 1%

1,5+0,8%
9,9+2,2%
32,4+4,5% 66,6+9,5%
KP-IR sejttestek (100%) NKB-IR sejttestek (100%) KP-IR varikozitasok (100%) NKB-IR varikozitasok (100%)
1,840,9% 2,740,5% 0,35+0,09% e oaoie
5,9+2. 0% 212,
14,643,6% o N } 17,0£2,3% .
} e 28,244.6% } 30,0+4,9% 14,3+1,8% } 23,1+9,0%
} 54,915,4%
33,34,9% 66,5%5,1%
} 78,4+2,9%
76,5+9,0%
31,745,0%
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9. abra: A KP-, NKB- és CART-IR perikarionok és axon varikozitasok relativ el6fordulasi
gyakorisaga az infundibularis régioban. A kérdiagramokon a kilonb6zé neuropeptid-fenotipusok
(egyszeres, kett6s vagy harmas jel6lédés) relativ el6forduldsi gyakorisagat abrazoltuk. Az értékeket
atlag=SEM%-ban fejeztiik ki, ahol az altalunk detektalt 6sszes (KP- és/vagy NKB)-IR sejttestet (A,
N=515), illetve varikozitast (B, N=11270) vettik 100%-nak. A kvantitativ elemzést 6t posztmenopauzas
néi mintabdl készitettiik. Erdemes megjegyezni, hogy mig perikarionok esetében a hdrom leggyakrabban
el6forduld neuropeptid-fenotipus — sorrendben - a KP/NKB (32,4%+4,5%), egyszeres NKB (26,9+4,4%),
illetve CART/KP/NKB (24,0%+4,1%), addig rostoknal az egyszeres NKB (66,6+9,5%), KP/NKB
(14,0£5,1%), illetve egyszeres KP (13,4+3,1%) peptidfenotipusok dominaltak. Altaldnosségban
elmondhatd, hogy a neuropeptidek ko-expresszidjanak mértéke sejttestekben nagyobb, mint rostokban
(v6. A és B). Az oszlopdiagramok a KP-IR (C, E), illetve NKB-IR (D, F) neurondlis elemek (sejttestek: C,
D; axon varikozitasok: E, F) altal kifejezett neuropeptidek relativ el6forduldsi gyakorisagat, illetve a
kolokalizacié aranyat abrazoljak. A KP-IR sejttestek 78,4+2,9%-a tartalmaz NKB jelet, 47,9+6,6%-a
expresszal CART-ot és 33,3+4,9%-a fejezi ki mindharom neuropeptidet (C). Az NKB-IR perikarionok
66,5+5,1%-a tartalmaz KP-t is, 30,0+4,9%-a CART-ot és 28,2+4,6%-a harmas-jeldlt (D). A KP-IR axon
varikozitasok 54,9+5,4%-a expresszal NKB-t, 17,0+2,3%-a tartalmaz CART-ot és 14,3+1,8%-a
mindharom neuropeptidet kifejezi (E). Az NKB-IR varikozitasok 23,1+£9,0%-a KP-tartalmu, 6,2+2,0%-a
expresszal CART-ot és csupan 5,9+2,0%-a CART/KP/NKB harmas-jel6lt (F).

43



4.1.1.4. Atfedés hianya a CART peptidet termelé NKB és agouti-related protein (AGRP)
sejtpopulaciok kozott

Ragcsalokkal ellentétben, emberben a CART nem az anorexigén — azaz
taplalékfelvételt csokkentd — szereppel bird, a-melanocita stimulald hormont (a-MSH)
szintetizald6 proopiomelanocortin (POMC) neuronokban fejezddik ki, hanem az
ellentétes hatasu, orexigén — azaz a taplalékfelvételt serkent6 — AGRP/NPY sejtekben
(kozel egyharmadukban) expresszalodik (Menyhért ¢és mtsai,, 2007). Jelen
tanulmanyban megerdsitettilk ezt a megfigyelést: a harom posztmenopauzds ndi
mintabol szarmazé 1171 AGRP-IR varikozitas 5,9+1,1%-a tartalmazott CART-
immunpozitivitast is. A kvantitativ elemzés soran megvizsgalt 2417 CART-IR
varikozitas 6,2+1,6%-a expresszalt NKB-t, mig 2,9+0,7%-a AGRP neuropeptidet; a
CART/AGRP, illetve a CART/NKB rostpopulacié kozott azonban atfedést nem
tapasztaltunk. Eredeményeink azt mutatjak, hogy az NKB-t kifejez6 CART neuronok,
illetve az AGRP-t expresszalo CART sejtek kiilon populaciot alkotnak az Inf tertiletén.
(10. abra, A).

4.1.1.5. Atfedés a SP-termeld és CART-termelé KP és NKB neuronok kizott

Mivel a KP és NKB neuronok egy része az infundibularis régio teriiletén SP-t is
kifejez (Hrabovszky és mtsai., 2013), kivancsiak voltunk arra, hogy a SP/KP/NKB
sejtek azonosak-e a CART/KP/NKB neuronokkal. Négyes immunfluoreszcens
jeloléssel sikeriilt CART/SP/KP/NKB-IR rostokat kimutatni az Inf régidban.
Megfigyelésiink arra utal, hogy a CART-tartalm, illetve a SP-t kifejezd KP és NKB
neuronok populacidja — legalabb részben — atfed (10. abra, B-C).
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10. abra: A CART-IR KP és NKB neuronok tovabbi karakterizalasa. A CART, NKB, AGRP harmas
immunjelolés eredménye szerint a CART-tartalmu NKB rostok (A, sarga nyilak) nem azonosak azokkal a
CART-IR rostokkal, amelyek az orexigén hatasu AGRP neuropeptidet is expresszaljak (A, tirkiz nyilak).
A szinkddnak (Id. a kép alatt) megfelel6 szinli nyilhegyek a jel6lt sejttestekre mutatnak (A). A CART, KP,
NKB és SP négyes immunfluoreszcens festést kovet6éen megallapitottuk, hogy a SP-t kifejezé
(Hrabovszky és mtsai., 2013), illetve a CART-ot expresszalé KP és NKB neuronok részben atfednek: a B
képen |évé fehér nyilak olyan CART/KP/NKB-tartalmi axon varikozitdasokra mutatnak, melyek
egyidejlileg SP-t is kifejeznek (lila nyilak a C képen). A szinkoddot Id. a kép alatt. Lépték: A: 60 um; B, C:
20 um
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4.1.1.6. B6 axo-szomatikus és axo-dendritikus kapcsolatok a nucleus infundibularis
CART peptidet kifejezé KP, NKB és SP neuronjai kézott

Az immunfluoreszcens vizsgélatok eredményeit alapul véve elmondhatjuk, hogy a
CART-tartalmu KP, NKB és SP idegsejtek egymassal appozicidt, axo-szomatikus és
axo-dendritikus kapcsolatot Iétesitettek az infundibularis mag teriiletén. A kiilonb6zo
peptidek sokféle kombinacioban fordultak el6 a kontaktust képez6 axon
varikozitasokban. A altalunk latott és dokumentalt kapcsolatok sokféleségét a 11. abran
demonstraljuk. Az A képén egy CART-IR rost axo-szomatikus kapcsolatot 1étesit egy
CART/KP/NKB neuron perikarionjan, a B képen 1évé CART/KP sejttestet egy
KP/NKB axon idegez be, mig az C képen KP- és KP/SP-tartalmt rostok képeznek
appoziciot egy CART/SP neuron perikarionjan és dendritjén.
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11. abra: A CART-IR KP, NKB és SP neuronok kozotti kapcsolatok morfolégiai vizsgalata az
infundibularis régidoban. Az CART-IR KP és/vagy NKB és/vagy SP neuronok (szinkddot Id. a képek
alatt) egymassal kontaktust képeznek az Inf terliletén: egyszeres-, kettés-, valamint harmas-jelolt
axonok kapcsolatot Iétesitenek mas peptiderg, gyakran CART-ot is kifejez6 idegsejttel. Az A képen egy
CART-tartalmu rost képez axo-szomatikus kontaktust egy CART/KP/NKB sejttesten (zold nyil), mig a B
képen egy KP/NKB-IR axon idegez be egy CART/KP neuront (lila nyilak). A C képen lathatd CART/SP
idegsejt perikarionjan KP-tartalmu (piros nyil), valamint KP/SP-IR (lila nyil) rostok képeznek appozicidt.
A D képen egy CART/KP/NKB rost axo-dendritikus kapcsolatot létesit a barna szinnel (pseudocolor)
megjelenitett GnRH neuronnal (fehér nyil; Id. 4.2.1. fejezet). Lépték: A, B: 20 um (nagyitas: 10 ym); C:
12 ym; D: 10 pm
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4.1.2. Proenkefalin (pENK) férfi hipotalamusz mintak KP és NKB neuronjaiban

Az id6s férfi mintakrol (n=3; 51, 68 és 78 évesek), KP, NKB ¢és pENK harmas
immunfluoreszcens jelolést kovetden késziilt konfokalis rétegfelvételek értékelése
alapjan megallapitottuk, hogy a pENK kifejezddik a KP és NKB idegsejtek egy kis
részében, sejttestekben (12. abra, A) és rostokban (12. abra, B-C) egyarant. Erdekes
modon, hasonld kolokalizaciot posztmenopauzas néi mintakban (n=3) nem
tapasztaltunk. Az elemzés adatai szerint a KP neuronok 1,9+1,0%-a, mig az NKB
idegsejtek 12,5+5,1%-a kifejezte a pENK-t. A ko-expresszié a rostok szintjén is
megfigyelhet6 volt: a KP-IR axon varikozitasok 4,9+1,8%-aban, mig az NKB-IR rostok
5,7£2,5%-aban detektaltunk pENK jelet.

4.1.3. Az emberi KP és NKB neuronok altal nem termelt neuropeptidek és
neurotranszmitterek

Az emberi KP ¢és NKB sejtek tovabbi neurokémiai karakterizalasdhoz
posztmenopauzas ndi és idos férfi mintakon harmas immunfluoreszcens festéseket
végeztiink. Vizsgalataink targyat olyan, infundibularis régidban (is) kifejez6dd
neuropeptidek €s neurotranszmitterek képezték, melyek KP sejtekben vald jelenlétét
vagy mar vizsgaltdk kiilonboz6 laboratoriumi allatokban, vagy amelyekrdl
feltételezhetd, hogy a KP sejtekben expresszalodnak (13. abra). A kolokalizacios
kisérletek eredményei szerint az emberi KP és NKB sejtek nem tartalmaznak agouti-
related proteint, o-melanocita stimuldld hormont, kolecisztokinint, galanint
(12. abra, D), neuropeptid Y-t, neurotenzint, szomatosztatint, valamint tirozin-

hidroxilazt.

A humén KP-t és NKB-t kifejezd idegsejtek neurokémiai karakterizalasara
iranyuld kolokalizacids tanulmanyaink eredményeit, valamint ezek Osszevetését
laboratoriumi allatokban megfigyelt ko-expresszios vizsgalatok eredményeivel a 13.

abra mutatja be.
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12. abra: Az emberi KP és NKB neuronok ko-transzmitter-fenotipusanak meghatarozasara
irAnyulo kolokalizacios kisérletek eredményei. A posztmenopauzas néi és idos férfi mintadkon
harmas immunfluoreszcens jel6lés segitségével végzett kolokalizacios tanulmanyok eredményei szerint
férfiakban a KP és NKB neuronok egy része pENK-t is expresszal. Az A képen a fehér nyilhegy egy
KP/NKB/pENK sejttestre mutat, mig a B és C képeken lévé fehér nyilak a harom neuropeptid axon
varikozitasokban val6 egylttes jelenlétét jelolik. A kolokalizacio jelenségét két kulonb6zé ellenanyag
alkalmazasaval is aldatdmasztottuk (B: EB08195, C: 1S-30; Id. 5. abra). Hasonld ko-expressziot nok
esetében nem tapasztaltunk. A tobbi, altalunk vizsgalt neuropeptid, illetve neurotranszmitter (AGRP, a-
MSH, CCK, galanin, NPY, NT, SS, TH) szintén nem expresszaldédott az emberi KP és NKB idegsejtekben,
sem noOkben, sem férfiakban. A kolokalizacié hianyat a galanin példajan keresztlil szemléltettik (D).
Lépték: A, D: 40 um; B, C: 12 um
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A KP neuronok ko-
transzmitterei

KNDy peptidek

Dyn

NKB

Laboratériumi allatokban

Az emberi Inf régidban

Kolokalizacié az ARC KP neuronokban birkaban
(Goodman és mtsai., 2007), egérben (Navarro és mtsai.,
2009, 2011b), patkdnyban (Overgaard és mtsai., 2014),
hércségben (Bartzen-Sprauer és mtsai., 2014) és

kecskében (Wakabayashi és mtsai., 2010)

Kolokalizacié az ARC KP neuronokban birkdban
(Goodman és mtsai., 2007), egérben (Navarro és mtsai.,
2009, 2011b), patkdnyban (Overgaard és mtsai., 2014),

hércségben (Bartzen-Sprauer és mtsai., 2014), kecskében

(Wakabayashi és mtsai., 2010) és majomban
(Ramaswamy és mtsai., 2010)

KP-IR rostokban nagyon ritka kolokalizacio
fiatal férfiaknal (Hrabovszky és mtsai., 2012)

Kolokalizacié a KP neuronok jelent8s
hanyadéban, sejttestekben és
rostokban egyarant (Hrabovszky, 2013;
Hrabovszky és mtsai., 2010, 2011;
Molnar és mtsai., 2012)

Egyéb neuropeptidek

Nincs kolokalizacié az ARC KP neuronokban

AGRP birkaban (Goodman és mtsai., 2007) Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronokban
a-MSH. v-MSH Nincs kolokalizacié az ARC KP neuronokban
(POFI\)I’C) egérben (Cravo és mtsai., 2011) és Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronokban
birkdaban (Goodman és mtsai., 2007)
Kolokalizacié a KP és NKB neuronok jelentés
CART Nem vizsgaltak hédnyadaban, sejttestekben és rostokban
egyarant (Skrapits és mtsai., 2014)
Nincs kolokalizacié az RP3V KP neuronokban . AP .
CCK egérben (Porteaus és mtsai, 2011) Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronokban
Kolokalizacié az RP3V és az ARC KP neuronokban
GAL egérben (Porteous és mtsai., 2011; Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronokban
Kallé és mtsai., 2012)
mMENK, pENK Kolokalizacio az RP3V KP neuronokban Kolokalizécié a KP neuronok kis hanyadaban,
' P egérben (Porteous és mtsai., 2011) sejttestekben és rostokban egyarant
Nincs kolokalizacié az ARC KP neuronokban - S .
NPY egérben (Cravo és mtsai., 2011) Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronaokban
NT Nincs kc}lokalizacio az RP.SV kP r?euronokban Nincs kolokalizacié a KP és NKB neuronokban
egérben (Porteous és mtsai., 2011)
Kolokalizdcié a KP és NKB neuronok jelentés
SP Nem vizsgaltak hdnyadaban, sejttestekben és rostokban
egyarant (Hrabovszky és mtsai., 2013)
ss Nem vizsgaltak Nincs kolokalizaci6 a KP és NKB neuronaokban

Neurotranszmitterek

Kolokalizacié az RP3V KP neuronokban

TH egérben (Clarkson and Herbison, 2011) és Nincs kolokalizacid a KP és NKB neuronokban
patkanyban (Kauffman és mtsai., 2007)
Kolokalizacié az AVPV és ARC KP neuronokban L
GAD-67 egérben (ISH) (Cravo és mtsai., 2011) Nem vizsgaltuk
Kolokalizécio az AVPV és az ARC KP neuronokban
vGluT2 egérben (ISH) (Cravo és mtsai., 2011), és az ARC KP Nem vizsgdltuk

neuronokban patkanyban (Ciofi és mtsai., 2006)

13. abra: A KP neuronok ko-transzmitterei laboratoriumi allatokban és emberben
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4.2. Uj aspektusok a GnRH neuronok afferens szabalyozasaban

4.2.1. CART/KP/NKB ko-expresszio a GnRH idegsejtek axo-dendritikus bemeneteiben

Laboratoriumunk korabban tette azt a megfigyelést, mely szerint a KP és/vagy
NKB neuropeptidet kifejez6 idegsejtek egy része axo-szomatikus és axo-dendritikus
kapcsolatot 1étesit GnRH neuronokkal (Hrabovszky és mtsai., 2010; Hrabovszky és
mtsai., 2011; Molnar ¢és mtsai., 2012; Hrabovszky és Liposits, 2013). A
CART/KP/NKB/GnRH négyes immunfluoreszcens vizsgalatok elvégzését ¢és a
metszetek elemzését kovetden megallapitottuk, hogy a GnRH neuronokon észlelt
KP/NKB-tartalmu axonalis appoziciok egy része a CART neuropeptidet is expresszalja.
Az 11.abraD képén egy CART/KP/NKB rost altal beidegzett GnRH neuront
lathatunk.

4.2.2. AKP, NKB és SP neuronok axo-axonalis kapcsolatai GNRH idegsejtekkel

A szélesebb korben tanulmanyozott axo-dendritikus és axo-Sszomatikus
beidegzések mellett jelen tanulmanyban kiilonds hangsulyt fektettink a GnRH
neuronok axo-axonalis kapcsolatrendszerének morfologiai vizsgalatara. Munkéank soran
immunhisztokémiai kettés jelolést alkalmaztunk a hipofizeotrof GnRH axonok, illetve a
KP-, NKB-, valamint SP-tartalmu rostok vizualizasara.

A GnRH neuronok hipofizis felé vetiiloé axonjai legnagyobb slirliségben a felszini
¢s mély hipofizealis portalis kapillarisokkal jellemzett posztinfundibularis eminentia
(14. abra, A-l) teriilletén voltak megtalalhatok, de jelentds populaciot alkottak a
neurohipofizis felé¢ vetlil6 infundibularis nyél teriiletén, ¢és elérték magat a
neurohipofizist is (14. abra, J-R). A hipofizealis GnRH axonokat ugyanezeken a
teriileteken KP-, NKB-, illetve SP-IR rostok vették koriil (14. abra, A, D, G, illetve J,
M, P), és egy résziikk — a nagy nagyitast fénymikroszkopos képek tantisaga szerint —
axo-axonalis kapcsolatot 1étesitett a hipofizeotrof GnRH axonokkal (14. abra, B, C, E,
F, H, 1, illetve K, L, N, O, Q, R). A metszetek épségétol fliggden néhany esetben
nyomon kovethettiik, hogy a parhuzamos lefutast, ,leszall6” rostokat tartalmazo

infundibularis nyél (15. abra, A) teriiletén a KP, NKB, illetve SP rostok kotegekbe
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rendezédve egymas, valamint szamos esetben — foként a ny¢l eliilsé szakaszdban —
immunreaktiv sejttestek mellett futnak (15. abra, C-E), és helyenként axo-axonalis
kapcsolatot 1étesitenck a GnRH neuronokkal (15. abra, B, F). A SP/KP/NKB harmas
immunfluoreszcens jelolést bemutatd konfokalis képek alapjan elmondhatjuk, hogy a
harom neuropeptid az infundibularis ny¢l (14. abra, S) és a neurohipofizis (14. abra, T)
teriiletén részlegesen kolokalizal az axonokban. Mivel ilyen kolokalizacié az Inf
sejttestjeiben fordul eld, valosziniisithetd, hogy a fentebb emlitett, GnRH neuronokkal
axo-axonalis kapcsolatot Iétesitd, leszallo KP, NKB, illetve SP rostok — legalabb

részben — az Inf teriiletérdl szarmaznak.
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14. abra: A GnRH-IR, KP-IR, NKB-IR és SP-IR axonok megoszlasa a posztinfundibularis
eminentia, az infundibularis nyél, valamint a neurohipofizis teriiletén. Posztmenopauzas nékben
a DAB kromogénnel jeldlt barna hipofizeotréf GnRH axonokhoz hasonléan az immunhisztokémiai festés
sliri KP-IR (A-C), NKB-IR (D-F) és SP-IR (G-I) rostozatot jel6l (fekete szinl ezlst6zott Ni-DAB jel) az
eminentia posztinfundibularis részén a portalis kapillarisok koéril (A-I), illetve a neurohipofizis teriletén
(3-R). A leszallé, neurohipofizist elérd rostok parhuzamos koétegeket is alkothatnak (3, M). A nagy
nagyitasu képeken lathato fehér nyilak a KP-IR (B, C, K, L), NKB-IR (E, F, N, O) vagy SP-IR (H, I, Q,
R) axonok és a GnRH-IR rostok kozotti kontaktusokat jel6lik. A harmas immunfluoreszcens festés
eredménye szerint a GnRH-IR axonokkal feltételezhetéen kapcsolatot létesitd KP-IR (piros), NKB-IR
(kék) és SP-IR (zold) rostok részben azonosak (fehér szin az S, illetve fehér nyilak a T képen), és
valészinlileg az infundibuldris magbdl erednek, ahol e harom neuropeptid gyakran kolokalizal
(Hrabovszky és mtsai., 2013). Lépték: A, D, G, J, M, P: 60 um; B, C, E, F, H, I, K, L, N, O, Q, R; 10 um;
S: 30 ym; T: 6 ym.

53



SP GnRH

15. abra: Az infundibularis nyélben leszall6 SP-IR és GnRH-IR rostok immunhisztokémiai
megjelenitése. Egy posztmenopauzas né jobb oldali hipotalamuszanak koronalis metszetén, melyen
hosszan kovethet6 az infundibularis nyél, kettés immunhisztokémiai jelolést végeztink. A SP-IR
idegelemek fekete (Ni-DAB festést koOvet6 ezlst/arany intenzifikacid), a GnRH neuronok és
rostrendszertik barna (DAB kromogén) szinben latszanak. A parhuzamos, hosszanti lefutasi SP-IR és
GnRH-IR axonok kétegekbe rendezédnek, és mélyen az infundibularis nyélben futnak; szamos kézuluk
eléri a neurohipofizist is (A). A nagy nagyitasu képeken jol latszik, hogy a SP-IR axonok sUr(in
korilveszik az immunreaktiv sejttesteket (C, D, E), és gyakran kontaktusokat képeznek a GnRH
neuronok rostjaival (fehér nyilak, B, F), megteremtve ezzel egy parakrin kommunikacio lehet6ségét.
Lépték: A: 420 pm; B-F: 10 um.
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5. Az eredmények megvitatasa

5.1. Fajok kozotti neurokémiai kiilonbségek: az emberi KP neuronok altal
kifejezett neuropeptidek lehetséges szerepe a reprodukcié szabalyozasaban

A mediobazalis hipotalamusz teriiletén 1évé KP neuronok ko-transzmitter-
fenotipusa a fajok kozott sok esetben eltér. A tachykininek csalddjaba tartozo NKB
peptid KP idegsejtekben vald kifejez6dése azonban altalanosnak mondhato
laboratoriumi allatokban és emberben egyarant. Emberben az NKB szaporodasban
bet6ltott nélkiilozhetetlen szerepét igazolja, hogy a TAC3, illetve TAC3R génekben
bekovetkezd funkcidvesztéses mutaciok hipogonadotrop hipogonadizmust okoznak,
mely stlyos reproduktiv deficittel jar (Topaloglu és mtsai., 2009). Klinikai tanulmanyok
arra utalnak, hogy az NKB/NK3R jelatvitel ujsziilott korban, a szexualis fejlédés korai
szakaszaban igen kritikus fontossagu, idovel azonban a reproduktiv tengely miikodésére
gyakorolt hatasanak jelentdsége csokken (Gianetti és mtsai., 2010). Lehetséges, hogy
egy masik tachykinin peptid, a SP (Hrabovszky és mtsai., 2013), illetve mas neurokinin
receptorok (NKI1R, NK2R) human KP sejtekben vald kifejezodése éppen az
NKB/NK3R szignalizacio csokkend hatasat kompenzalja.

A KP és NKB mellett a harmadik, igen intenziven tanulméanyozott neuropeptid az
endogén opioidok csaladjaba tartozé dinorfin. Laboratoriumi allatokban a KP neuronok
legnagyobb része az NKB mellett a Dyn-t is expresszalja; e harom, az idegsejtekben
egyidejiileg kifejez6d6 neuropeptid képezi a ,,KNDy terminologia” (Lehman és mtsai.,
2010a) és a GnRH pulzusgenerator ,,single-neuron” modelljének (Navarro és mtsai.,
2009; Ohkura és mtsai., 2009; Wakabayashi és mtsai., 2010) alapjat. Igy tehat meglepé,
hogy emberben a KP neuronok csak igen kis hanyada fejezi ki a Dyn-t fiatal férfiakban
(Hrabovszky és mtsai., 2012) és posztmenopauzas nokben egyarant — némiképp
szabalyozasaban. Nem kizarhaté azonban, hogy emberben a KP ¢és NKB sejtek egy
részében detektalt — szintén az opioid peptidek csaladjaba tartoz6 — PpENK
helyettesitheti a laboratériumi allatokban kifejez6dé Dyn (egyes) funkcidit.

A CART peptidet a human KP és NKB neuronok egy jelentds része expresszalja.
Hasonld ko-expresszios fenotipus laboratoriumi allatokban nem figyelheté meg (True és

mtsai., 2013). A CART human KP és NKB sejtekben valé jelenléte tehat — a mar
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emlitett neuropeptid-fenotipus-beli eltérések mellett — egy ujabb fajok kozotti
neurokémiai kiilonbségre utal.

A CART szédmos neuroendokrin szabdlyozads alatt 4ll6 folyamat miikodését
befolyasolja (Rogge és mtsai., 2008); példaul a termoregulacidban betoltott szerepe
mellett, a taplalékfelvétel és a testsulyszabalyozasban is fontos szerepet jatszik — bar ez
a szerep az irodalmi adatok szerint igen ellentmondésos. Patkanyokban és emberben a
CART a lateralis hipotalamuszban az orexigén (Ludwig ¢és mtsai., 1998) hatasu
melanin-koncentrald6 hormont termeld idegsejtekben expresszalodik (Elias és mitsai.,
2001; Menyhért és mtsai., 2007). Ugyanakkor ragcsalokban az ARC teriiletén 1évé
anorexigén hatast a-MSH-t termelé POMC neuronokban is kifejezédik (Elias és mtsai.,
1998a), ahol a taplalékmegvonast kovetden a CART mRNS-szintje lecsokken (True és
mtsai., 2013). Erdekes azonban, hogy majmokban a ragcsil6 POMC neuronokkal
analog sejtcsoport nem tartalmaz CART peptidet (Grayson és mtsai., 2006); sot
emberben a CART az orexigén szereppel bir6 AGRP/NPY rendszer idegsejtjeiben
termelddik (Menyhért és mtsai., 2007). Ezt a megfigyelést jelen tanulmanyban is
megerdsitettiink, és azt is, hogy az altalunk detektalt CART/NKB neuronok nem
azonosak az emlitett CART/AGRP idegsejtekkel. Tovabbi ellentmondasos adat, hogy a
CART intrahipotalamikus — az ARC, illetve a ventromedialis magba valé — beadasa
serkenti (Abbott és mtsai., 2001; Kong és mtsai., 2003), mig az agykamraba juttatott
CART peptid csokkenti a taplalékfelvételt (Kristensen és mtsai., 1998; Lambert és
mtsai., 1998; Abbott és mtsai., 2001).

A CART a metabolikus folyamatok szabdlyozasa mellett a reproduktiv tengely
miikédésére is hatast gyakorol: energiaszegény koriilmények (éhezés, szoptatds) kozott
ugyanis valosziniileg hozzajarul a szaporodas gatlasahoz (True és mtsai., 2013). Ennek
morfologiai bizonyitéka lehet, hogy patkanyokban és horcsogokben a CART-IR rostok
— melyek nagy része a-MSH immunreaktivitast is mutat (True és mtsai., 2013), tehat
valdsziniileg ARC-eredetii (Elias és mtsai.,, 1998a) — kontaktust képeznek a GnRH
neuronokkal (Leslie és mtsai., 2001; Rondini és mtsai., 2004; True és mtsai., 2013).
Elektrofiziologiai kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a CART egerekben a GnRH
neuronok 15%-at (Roa és Herbison, 2012), mig patkanyokban azok 75%-at (True és
mtsai., 2013) képes serkenteni. Kaloriamegvonas hatasara csokken a CART expresszios
szintje, valamint a CART-IR neuronok szama is az AVPV és az ARC teriiletén (True és
mtsai., 2013; Kristensen és mtsai., 1998), mely valosziniileg az emlitett régiok feldl a

GnRH idegsejtekre érkezd serkenté CART bemenetek szamédnak csokkenésével jar.
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A CART sejtek — a kozvetlen szabalyozas mellett — a GnRH neuronok miik6dését
indirekt modon is befolyasolhatjak. Patkanyokban a CART-IR rostok ugyanis
kontaktust képeznek az ARC teriiletén 1évé KP idegsejtekkel (True és mtsai., 2013),
petefészekirtott egerekben pedig serkenté hatast gyakorolnak azok miikodésére (True és
mtsai., 2013). Fontos azonban hangstlyozni, hogy a CART GnRH ¢és KP neuronok
mikddésére gyakorolt excitatorikus hatdsat csak ragesalokban vizsgaltak, a kisérletek
eredményeibdl féemlésokre vonatkozo kovetkeztetéseket levonni csak kortiltekintéssel
érdemes. A KP-hez, NKB-hoz, valamint a SP-hez hasonléan a CART autoreceptorokon,
illetve posztszinaptikus peptidreceptorokon keresztiil hatva is befolyasolhatja a GnRH
¢és/vagy KP, illetve NKB neuronok miikodését. A CART efferens kommunikacioban
betdltott szerepe még nem ismert, a jelatvitel azonban feltehetéen egy G-fehérjéhez
kapcsolt receptor kozvetitésén keresztiil valosul meg (Rogge és mtsai., 2008).

Maga a neuropeptid dense-core vezikulumokba lokalizalodik (Smith és mtsai.,
1997); annak eldontéséhez azonban, hogy az altalunk detektalt CART/KP/NKB/SP-
immunpozitivitast mutatd axon varikozitasokban a neuropeptidek ugyanazokban, vagy
esetleg mas vezikulumokban talalhatok-e, nagy felbontdsi morfoldgiai vizsgalatokat
kell végezni. Valoszinli azonban, hogy az ugyanazon axonban taldlhaté neuropeptidek
tiriilése — a varikozitason beliili lokalizaciojuktol fliggetleniil — egyszerre torténik meg,
az egylitt szekretdlodd neuropeptidek abszolut és relativ aranya pedig igen fontos
informaciot hordozhat a beidegzett sejtek miikodésének szabalyozasahoz. A neuronok
peptidtartalménak, illetve a peptidszekrécid6 mechanizmusanak ismerete ezért alapvetd
fontossagu nem csak a sejttestek, hanem az axon varikozitdsok és a terminalisok
szintjén is.

A human KP és NKB neuronokban kifejez6d6 — ugyanakkor a laboratoriumi
allatok KP sejtjeiben nem detektalhatd — SP és CART jelenléte arra utal, hogy az emberi
KP sejtek az 0Osztrogénhatds GnRH neuronok felé torténd kozvetitéséhez mas
neuropeptid jelatviteli rendszereket hasznalnak, igy emberben a GnRH pulzusgeneralas
finomszabalyozasa a laboratoriumi allatokétol nagymértékben eltérhet. Ennek tiikrében
a human mintdkon végzett morfoldgiai vizsgalatok jelentdsége megnd, az emberi KP
neuronok neurokémiai tulajdonsagainak megismerése pedig kozelebb vihet a
reprodukcido  szempontjabdl  kulcsfontossdgii  szerepet  jatszo  Osztrogénhatas
kozvetitésének, valamint az epizodikus GnRH/LH szekrécido szabélyozasanak

megértéséhez.
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5.2. Az egyiitt kifejez6d6 neuropeptidek sejten beliili megoszlasa: kolokalizacios
aranyok a perikarionok és az axonok szintjén

A Korabbi kvantitativ kolokalizaciés tanulmanyok foként a ko-transzmitterek
perikarionalis szinten vald kifejezédésére fokuszaltak, a — szekrécid szempontjabol
valoszinlileg nagyobb jelentdségii — axon varikozitasokban, illetve axonterminalisokban
tapasztalhaté ko-expresszié mértékének megbecsiilésére eddig kevesen vallalkoztak.
Ezért egy ) modszert dolgoztunk ki a varikozitdsokban detektalhatd kolokalizacios
jelenségek szamszertsitéséhez. A KP-IR és NKB-IR perikarionokban, illetve rostokban
1évé CART-immunpozitivitds aranyanak meghatarozasara iranyuld kvantitativ elemzés
eredményei azt mutatjak, hogy a CART jel — sejttestekben vald eléfordulasahoz képest
— axon varikozitadsokban kevésbé gyakori. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a CART
peptidet szintetizal6 KP és NKB neuronokbdl a CART egy része valosziniileg nem
szallitodik ki axonokba; ez lehet az oka az AGRP-IR rostokban detektalhatd CART
sejttestekben kimutathatd CART-hoz képest (Menyhért és mtsai., 2007) alacsony
kolokalizacios aranyanak is. Az, hogy az axonokban valo CART ko-expresszié mértéke
eltéréd hormonalis viszonyok kozott valtozik-e, és ha igen, miképp fligg a reproduktiv
allapottol, tovabbi vizsgalati iranyt jelenthet.

A KP-IR és NKB-IR axonokban tapasztalhatd, a sejttestekhez képest alacsony
szinti CART expresszio nem egyediilallo jelenség. Az emberi hipotalamusz KP-IR és
NKB-IR neuronjainak egy része SP-t is kifejez — a legnagyobb aranya ko-expresszios
mintazat a posztmenopauzas ndi mintakban detektalhat6, ahol a KP-IR sejtek 31%-a,
mig az NKB-IR neuronok 25%-a szintetizalja a SP-t (Hrabovszky és mtsai., 2013). A
kolokalizacid az axonok szintjén is tetten érhetd: mind az Inf, mind az InfS teriiletén az
egyszeresen immunpozitiv varikozitdsok mellett egyértelmiilen megtalalhatoak a
kettdsen jel6lddd, valamint a harom neuropeptidet egyiittesen kifejezd rostok is —
azonban a sejttestekhez képest sokkal alacsonyabb aranyban. Valdszintisithetd tehat,
hogy posztmenopauzéas nékben a KP/NKB/SP neuronokbdl eredd rostok nagy része mar
csak egy vagy kettd neuropeptidet tartalmaz, felvetve annak a lehetdségét, hogy az
egylitt szintetizal6dd neuropeptidek axonalis transzportja €s a neurotranszmisszoban
vald részvétele a neuronok funkcionalis allapotatol fligghet. A jov6 fontos feladata lesz
meghatarozni, hogy adott reproduktiv allapothoz a — tobbek kozott a GnRH axonokkal
valdsziniileg autokrin vagy parakrin médon kommunikaldé — rostokhoz milyen

neuropeptid-ko-expresszids mintazat tartozik.
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A KP ¢és NKB kozotti kolokalizacid mértéke is magasabb sejttestekben, mint
axonokban. A rostokban detektalt viszonylag alacsony KP/NKB Kko-expresszio
Osszhangban all korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint az Inf teriiletén tobbnyire
egyszeresen jelolodé KP-IR és NKB-IR axonok detektalhatok (Hrabovszky és mtsai.,
2010; Hrabovszky és mtsai., 2011). Hasonlo jelenséget tapasztaltak True és munkatarsai
Is: egerekben az ARC régioban 1évé KP és NKB perikarionok csaknem teljes atfedése
mellett az EM teriiletén talalhato KP-IR rostok csupan 39%-a, mig az NKB-IR axonok
csupan 43%-a fejezte ki egyidejilleg a masik neuropeptidet is (True és mtsai., 2011).
Emberben a GnRH neuronokkal appozicidt képezé KP ¢s NKB rostok nagy része is
csak az egyik neuropeptidet expresszalja; a GnRH sejtekkel kontaktust képezd
kolokalizal6 KP/NKB varikozitdsok aranya azonban a két nemben eltér: mig
posztmenopauzas ndkben a beidegzd axonok 25-30%-a mindkét neuropeptidet kifejezi,
addig id6s férfiakban ez az arany csak 8-10% (Hrabovszky és mtsai., 2011).

Az axonokban tapasztalt, a sejttestekhez képest alacsony neuropeptid-ko-
expresszionak (illetve sok egyszeresen jel6l6do rost detektalasanak) szamos oka lehet.
Egyrészt, az immunreaktiv axonok egy része olyan hipotalamikus vagy
extrahipotalamikus régiokbol is vetiilhet az Inf teriiletére, ahol a neuropeptidek nem
szintetizaloédnak egylitt. Masrészrél, ha a neuropeptidek ugyan egyiitt is
tiriilésének paraméterei kiilonbozhetnek, adott koriilmények kozott valtozhatnak, és az
aktualis allapotot jellemezhetik. A pillanatnyi hormonalis allapotot  tiikrozo
kolokalizacids mintazat fontos informaciéul szolgélhat a beidegzett sejtek miikodeésének

szabalyozasahoz.
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5.3. Az axo-axonalis kapcsolatok jelentosége a GnRH neuronok miikodésének
szabalyozasaban

Osszehasonlitd morfolégiai vizsgalatok eredményeinek tanusiga szerint a
hipofizeotr6f GnRH axonok a kiillonb6zé emldsfajokban kissé eltérd anatémiai
vetiileteket képezhetnek. Mig ezek a rostok patkdnyokban az EM kiils6 zdénajaban
végzddnek, majomban ¢és emberben a hipofizisnyélen keresztiil a vetlletek a
neurohipofizist is elérik (King és Anthony, 1984); majmokban raadasul a KP axonokkal
kotegeket képezve egyiitt vetiilnek a hatso hipofizis teriiletére (Ramaswamy ¢és mtsai.,
2009). Jelen tanulmanyban bemutattuk, hogy posztmenopauzas nékben a hipofizeotrof
GnRH axonokkal kotegeket alkotva a KP-IR rostok mellett NKB-IR és SP-IR axonok is
futnak, és szamos esetben axo-axondlis kontaktusokat képeznek a GnRH rostokkal a
posztinfundibuléris eminentia, a nyél €s a neurohipofizis teriiletén is. A leszall6 KP-IR,
NKB-IR és SP-IR rostok egy része raadasul azonos, mely egyértelmtien utal Inf-beli
eredetiikre, ahol ezek a neuropeptidek részben kolokalizalnak (Hrabovszky és
mtsai., 2013).

A szoros anatomiai kapcsolat lehetévé teszi a peptiderg axonok kozotti,
valdsziniileg igen jelentdés parakrin kommunikaciot. Mivel ezek az egymadssal
kommunikélé rostok kotegeket formalva egészen a neurohipofizis teriiletéig futnak,
lehetséges, hogy az axonokbol iiriild neuropeptidek a rovid portalis vénakon keresztiil
az adenohipofizisbe keriillve annak gonadotrop milkddésére vannak hatéssal.
Ugyanakkor a szekretalt peptidek a posztinfundibuldris eminentia portélis kapillarisain,
illetve az infundibularis nyél tuberdlis véndin keresztiil a szisztémas keringésbe is
bejuthatnak (Duvernoy és mtsai., 1971). Birkakban az EM Kkiils6 zonajaba vetiil6 (pl.
galanin, NPY, SP) idegsejtek neuropeptid-tartalma nem iiriil sziikségszertien a hipofizis
portalis ercibe (Clarke és mtsai., 1993), és ugyanez lehet a helyzet a féemldsok
esetében is.

Az EM/posztinfundibularis eminentia teriiletén az axonok kozott zajlo feltehetéen
parakrin kommunikécio igen fontos szerepet jatszik a neuroendokrin szabdlyozasban
(Fuxe ¢és mtsai.,, 1986); funkcionalis jelentésége azonban pusztan morfologiai
vizsgélatokkal nehezen alatdmaszthato, ultrastrukturalis szinten ugyanis jol karakterizalt
szinapszis axo-axonalis kapcsolat esetében nem detektalhatdo (Kawakami és mitsai.,
1998b; Ciofi és mtsai., 2006; Matsuyama és mtsai., 2011). Bar a GnRH

axonterminalisokon jelenlévd specifikus receptorok immunhisztokémiai modszerekkel
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torténd kimutatasa nagyban hozzédjarulna a parakrin  kommunikacié meglétének
igazolasdhoz, a szabdalyozas sokszor indirekt volta miatt a bizonyitékot tobbnyire
funkcionalis vizsgalatok eredményei szolgaltatjdk. Patkanyokban a mediobazalis
hipotalamusz teriiletén nem talalhatok meg a GnRH neuronok perikarionjai, viszont a
hipofizeotr6f GNRH axonok igen (Sétalo és mtsai., 1976); az ¢ régiobol szarmazo in
vitro explantatumok az axonalis szintii GnRH szekréciot befolyasolo hatasokat vizsgalod
farmakologiai tanulményokhoz kivaléan alkalmazhatok. Példdul, az EM teriiletén
talalhato GnRH terminalisok juxtapoziciot képeznek glutamaterg axonokkal (Kawakami
és mtsai., 1998b; Lin és mtsai., 2003) és kifejezik a KA2, illetve az NR1 ionotrop
glutamat receptor alegységeket (Kawakami ¢s mitsai.,, 1998b); in vitro kisérletek
eredményei pedig azt mutatjdk, hogy glutamaterg drogok serkentik a Ca®'-fiiggd
GnRH-iiriilést az EM-bol (Kawakami és mtsai., 1998a). Erdemes megjegyzni, hogy
ebben a kapcsolatban a glutamat forrasdul — legalabbis részben — maga a GnRH neuron
szolgalhat, ugyanis feln6tt him patkanyoknal a GnRH sejtek glutamaterg fenotipust
mutatnak ¢és vGluT2-t fejeznek ki (Hrabovszky és mtsai., 2004). Az NPY - a
patkanyokban és emberben is kivaloan detektalhatd axo-szomatikus és axo-dendritikus
kontaktusok mellett (Tsuruo és mtsai., 1990; Dudas és mtsai., 2000) — ugy tiinik, hogy
szintén képes kifejteni hatdsat a GnRH axonteminalisok szintjén. Patkanyokban az EM
teriiletén az NPY-IR és GnRH-IR idegsejtek kozott direkt kontaktusok figyelhetok meg
(Li és mtsai., 1999), a GnRH axonterminalisok kifejezik az Y1 receptort (Li és mtsai.,
1999) és NPY receptor agonista hatdsara GnRH {iriil az EM fragmentumokbol (Kalra és
mtsai., 1992).

A KISSIR jelenlétét a GnRH axontermindlisokon immunhisztokémiai
modszerekkel ugyan még nem sikeriilt kimutatni, viszont szamos indirekt bizonyiték
utal arra, hogy a KP a GnRH termindlisokon hatva befolyasolhatja a pulzatilis GnRH
szekréciot. Egyrészrél a KP-IR axonok szoros kapcsolatban allnak az EM teriiletén
1évé GnRH rostokkal kecskében (Matsuyama és mtsai., 2011), majomban (Ramaswamy
¢és mtsai., 2008) és emberben (Hrabovszky és mtsai., 2010) egyarant. Masrészrél vad
tipusu egerekben a KP serkenti az EM fragmentumokbdl a GnRH f{iriilését, a Kiss1R-
mutans allatokban viszont a szekrécidé elmarad (d’Anglemont de Tassigny és mitsai.,
2008). Ez az in vitro tapasztalt KP hatas fliggetlen az akcids potencial generalasatol,
éppen ezért tetrodotoxin jelenlétében is fenntarthaté (d'’Anglemont de Tassigny és
mtsai., 2008).
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Szamos kisérlet eredménye utal arra, hogy az axo-axonalis kommunikaci6 lehet az
els6dleges mechanizmus, melyen keresztil a KNDy neuronok a pulzatilis GnRH
szekréciot befolyasoljak. Egyrészrél, majmokndl a KP EM-ba torténd iiriilése
mtsai., 2008). Masrészrél, egerckben a KP periférialis beaddsa nem indukal c-Fos
expressziot a GnRH neuronokban a preoptikus régioban (Mikkelsen és mtsai., 2009),
viszont gyors LH szekréciot eredményez (Matsui és mtsai., 2004; Navarro és mitsai.,
2005a; Shahab ¢és mtsai., 2005; Mikkelsen és mtsai., 2009), mely azonban GnRH
antagonista hatasara felfiiggeszthet6 (Mikkelsen és mtsai., 2009). Mindezeket
figyelembe véve tehat feltételezhetd, hogy a KP a vér-agy gaton kiviil, valésziniileg az
EM teriiletén hatva befolyasolja a GnRH szekréciot. Meg kell azonban emliteni, hogy a
KP mas, vér-agy gat mentes teriileteken (cirkumventrikularis szervek) is kifejtheti
GnRH nyulvanyok kiterjedt halozata figyelheté meg; a kozvetleniil ezeket a
nyulvanyokat ér6 KP a GnRH neuronok elektromos aktivalodasahoz, valamint c-Fos
expressziohoz vezet (Herde és mtsai., 2011). Erdemes azonban megjegyezni, hogy a
huméan OVLT régi6 GnRH-IR idegrostok altali innervacioja nem olyan kifejezett, mint
ragesalokban (King és Anthony, 1984), ezért emberben a KP szisztémas beadasat
kovetd LH szekrécio (Dhillo és mtsai., 2005; Dhillo és mtsai., 2007) valdszintileg a KP
hipofizeotr6f GnRH axonokra gyakorolt serkentd hatasa révén valosul meg.

A KP-IR axonokhoz hasonléan az NKB-IR idegrostok is kontaktust képeznek a
GnRH-IR axonokkal a posztinfundibularis eminentia, a nyél és a neurohipofizis
teriiletén. Hasonld appoziciokat mar leirtak patkanyok esetében is az EM-ban
(Krajewski és mtsai., 2005; Ciofi és mtsai., 2006), ahol a GnRH-IR axonok az NKB
receptorat (NK3R) is kifejezték (Krajewski és mtsai., 2005). A GnRH pulzusgenerator
széles korben elfogadott modellje szerint a feltételezett pacemaker KNDy neuronok
GnRH sejtek felé kozvetitett végsé kimeneti jelét a KP szolgaltatja (Navarro és mtsai.,
2009; Wakabayashi és mtsai., 2010), és az NKB GnRH neuronokra gyakorolt kdzvetlen
hatasa kérdéses. Mivel az NK3 receptort a KNDy idegsejtek kifejezik, egerekben NK3R
agonista (senktide) hatdsara a KP neuronok aktivalodnak, hasonld aktivacid azonban
GnRH sejtek esetében nem tapasztalhato (Navarro és mtsai., 2011b). Mindezek alapjan
tehat valoszintsithetd, hogy az NKB/NKS3R jelatviteli ttvonal féleg a KNDy neuronok
egymds kozotti kommunikacidjaban jatszik fontos szerepet, de lehetséges, hogy az

NKB szabdlyozza az EM teriiletén 1évé6 NKB axonterminalisokat is. Egy egereken
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végzett kisérlet viszont azt mutatta, hogy a senktide kozvetleniil — tehat a KP
szignalizacio nélkiil — is képes kivaltani GnRH iiriilését az EM-bol (Gaskins és mitsai.,
2013). Erdemes azonban ebben az esetben is alapos figyelmet forditani a fajok kozotti
kiilonbségekre, rhesusmajmokban ugyanis az NKB hatasara torténéd GnRH szekrécio a
KISS1R deszenzitizalasaval erételjesen gyengitheté (Ramaswamy és mtsai., 2011). A
SP a feltételezett pulzusgenerator mikodésére hatd neurondlis rendszerek egy
valoszintisithetd tagja lehet; nem ismert azonban, hogy a pulzatilis GnRH szekréciora
gyakorolt hatdsa kozvetleniil a GnRH terminalisokon érvényesiil-e, vagy kozvetett
modon, autokrin/parakrin szabalyozds révén, mas neuropeptidek axonokbol torténd
tiriilését eldsegitve valdsul-e meg.

Az axo-axonalis kommunikacidé mechanizmusanak jobb megértéséhez
elengedhetetlen az emlitett neuropeptid (KP, NKB, SP)-receptorok (KISS1R, NK3R,

NK1R) sejten beliili lokalizacijanak megismerése.
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6. Osszefoglalas

A mediobazalis hipotalamuszban elhelyezked6, KP-t szintetizalé neuronok fontos
szerepet jatszanak a reprodukcido kozponti szabalyozasaban. Laboratoriumunkban
végzett immunhisztokémiai kisérletek eredményei szerint a human KP neuronok ko-
transzmitter-fenotipusa szamos esetben eltér a laboratoriumi allatokban megfigyeltektol.
Mig mas fajokban az ARC KP neuronok legnagyobb része NKB-t és Dyn-t is Kifejez
(,KNDy terminolégia”), addig emberben a KP sejtek jelentés hanyada NKB-t ugyan
expresszal, de a Dyn-nal vald kolokalizacié aranya csak igen kis mértékl. Ezzel
szemben a human KP és NKB sejtek nagy része SP-t is szintetizal, mikdzben hasonld
ko-expresszios fenotipus laboratoriumi allatoknal nem figyelheté meg.

Tekintettel a fajok kozott fenndllo eddig megismert kiilonbségekre, atfogd
immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztink a human KP és NKB neuronok ko-
transzmitter-fenotipusanak meghatarozasara. Megfigyeléseink szerint, posztmenopauzas
nékben a KP és NKB sejtek gyakran CART-ot is kifejeznek: a KP-IR perikarionok
~48%-a, az NKB-IR sejttestek 30%-a tartalmaz CART jelet, az altalunk detektalt sszes
sejttest 24%-a pedig mindharom neuropeptidet expresszalja. A kolokalizacidt rostok
szintjén is megfigyeltik: a KP-IR axonok 17%-a, az NKB-IR varikozitasok ~6%-a
expresszal CART-ot, CART/KP/NKB-immunpozitivitast pedig a rostok ~5%-a mutat.
Bemutattuk, hogy a CART-tartalmu KP és NKB rostok i) egy része SP-t is kifejez; ii)
kontaktust képeznek mas, az Inf teriiletén talalhatd peptiderg neuronokkal (beleértve a
GnRH idegsejteket is); iii) kiillonboznek a CART-tartalmu AGRP-IR rostoktol; iv) és az
InfS felé vetiilnek.

Idés férfiakban a KP és NKB neuronok egy kis hanyada — az egér RP3V
az NKB sejttestek 12,5%-a, valamint a KP-IR axonok ~5%-a és az NKB-IR
varikozitasok ~6%-a tartalmaz pENK jelet.

Az emberi KP és NKB sejtek tovabbi karakterizalasa soran kideriilt, hogy azok
nem tartalmaznak SS-t és — a laboratoriumi allatokhoz hasonldéan — AGRP-t, a-MSH-t,
CCK-t, NPY-t és NT-t; viszont — ragcsalokkal ellentétben — nem expresszalnak galanint
és TH-t sem.

Kisérleteinkben a KP neuronok kapcsolatrendszerét is vizsgaltuk, kiemelt

figyelmet forditva a GnRH szekrécié szabalyozasaban valosziniileg igen fontos szerepet
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jatsz6 axo-axonalis — feltehetden parakrin — kommunikécié morfoldgiai bizonyitékaira.
Megfigyeléseink szerint, a hipofizeotr6f GnRH axonokat a posztinfundibularis régidban
és a neurohipofizis teriiletén KP-, NKB-, illetve SP-IR — feltételezhetden részben

azonos populaciot alkotd — rostok veszik koriil, melyek szdmos esetben axo-axonalis

kapcsolatot 1étesitenek a GnRH axonokkal.
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7. Summary

Hypothalamic peptidergic neurons using KP for communication are critically
involved in  the regulation of mammalian  reproduction.  Recent
immunohistochemical experiments from our laboratory established that the
neurochemical properties of human KP neurons are often distinct from those of
laboratory species. Large subsets of human KP neurons synthesize NKB, as also
shown in laboratory animals but Dyn, described in KP neurons of rodents and sheep,
is found rarely in KP cells of humans. In contrast, SP is expressed in varying subsets
of KP neurons in humans, but not reported in homologous ARC KP cells of other
species. Our new colocalization studies of histological specimens from
postmenopausal women provided evidence that KP-IR and NKB-IR perikarya often
exhibit CART immunoreactivity; ~48% of KP-IR and 30% of NKB-IR cell bodies
were also CART-positive and 24% of labeled perikarya contained all three signals.
The colocalization phenomena were also detected at the level of fiber varicosities;
17% of KP-IR and ~6% of NKB-IR fiber varicosities exhibited CART signal and
~5% of all encountered varicosities were triple-labeled. Moreover, some CART-
containing KP and NKB fibers were also immunopositive for SP, indicating the
overlap between the CART-IR and the SP-IR populations of KP and NKB neurons.
CART-IR KP and NKB neurons established contacts with other peptidergic cells,
including GnRH-IR neurons and also sent projections to the InfS.

Small subsets of KP-IR and NKB-IR neurons also co-expressed pENK
immunoreactivity in histological samples of aged males; pENK signal was detected
in 12.5% of NKB-IR and ~2% of KP-IR neurons. Co-expression was also studied in
fibers; pENK signal was contained in ~6% of NKB-IR and ~5% of KP-IR axon
varicosities.

We have pursued the immunofluorescent characterization of human KP and
NKB neurons by addressing the putative co-expression of a series of further
neuropeptides and transmitters. These colocalization studies failed to reveal galanin
in human KP and NKB neurons. This observation reveals a species difference from
mice whose KNDy neurons express galanin mRNA and immunoreactivity. In line
with previous observations made in mice or sheep, AGRP, NPY, a-MSH, NT and

CCK were not detectable in human KP and NKB neurons and these neurons were
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also immunonegative for SS. Finally, human KP and NKB cells did not contain the
dopaminergic marker TH which was colocalized earlier with KP in the RP3V in
rodents.

Axo-axonal communication seems to be crucial in the regulation of GnRH
secretion. To explore the structural basis of this putative axo-axonal communication
in humans, we analyzed the anatomical relationship of KP-IR, NKB-IR and SP-IR
axon plexuses with hypophysiotropic GnRH fiber projections. KP-IR, NKB-IR and
SP-IR plexuses intermingled, and established occasional contacts, with
hypophysiotropic GnRH fibers in the postinfundibular eminence and through their
lengthy course while descending within the infundibular stalk. Triple-
immunofluorescent studies also revealed considerable overlap between the KP, NKB
and SP signals in individual fibers, providing evidence that these peptidergic
projections arise from neurons of the mediobasal hypothalamus where these
neuropeptides often colocalize. These neuroanatomical observations indicate that the
hypophysiotropic projections of human GnRH neurons are exposed to
neurotransmitters/neuropeptides released by dense KP-IR, NKB-IR and SP-IR fiber

plexuses.
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