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1. Bevezetés

A termékenység ¢és a reprodukcid szabalyozasat a hipotalamusz-adenohipofizis-gonad
(HPG) tengely hormonjai végzik. A tengely felsé szintjét képvisel6 hipotalamusz
gonadotropin-releasing hormon (GnRH) idegsejtjei neurohormon termékiiket szekrécios
pulzusok formdjaban iiritik az agyalapi mirigy mellsd lebenyének portdlis keringési
rendszerébe. Az adenohipofizis gonadotrop hormonjainak (luteinizalé hormon (LH), follikulus
stimuldld6 hormon (FSH) elvalasztaisa a GnRH szekrécids mintazatdnak fiiggvénye.
Amennyiben a GnRH pulzusok elmaradnak, az FSH és LH szekrécidja is leall. Az FSH és az
LH a gonadok szintjén stimulalja az ivarsejtek fejlodését és serkenti a szexualszteroidok
(tesztoszteron, Osztrogén, progeszteron) elvalasztasat. Utobbi nemi hormonok feedback
mechanizmus révén modulaljak a HPG tengely elsébb szintjeit. A hipotalamikus feedback
hatasok érzékelésében és GnRH neuronok felé torténd kozvetitésében kitlintetett szereppel
rendelkezik a kisspeptint (KP) termel6 idegsejtek két f6 populacioja.

A KP neuropeptid csalad a KISS1 gén prohormon termékébdl lehasado, kiilonbozd
hosszisagu peptideket foglalja magaba. A kezdetben daganat metasztazis szuppresszorként
azonositott peptidrdl csupan évekkel késobb dertilt ki, hogy szerepe nélkiilozhetetlen a pubertas
¢s a szaporodas kozponti idegrendszeri szabalyozéasaban: a KP specifikus receptorat kodold gén
(KISS1R) vagy a KISS1 gén inaktivald mutacioi emberben hipogonadotrop hipogonadizmust
okoznak. A tiinetegylittes gén-kiiitott egérben is megjelenik. Fokozott génaktivaciot okozo
mutaciok ugyanakkor pubertas precoxot vonnak maguk utan.
serkentésével hat a reproduktiv tengely miikodésére. A hatast hipotalamikus GnRH idegsejtek
kozvetitik, igy a GnRH antagonista elézetes adasaval kivédhetd. A GnRH idegsejtek valoban
nyernek kozvetlen beidegzést a centralis KP rendszerbdl, expresszaljak a KP receptorat, és KP
adasara aktivalodva c-Fos expresszidt €s depolarizaciét mutatnak. A KP neuronok egyik 6
csoportja (,,KNDy” neuronok) az arcuatus idegmagban (ARC) helyezkedik el, és KP-en kiviil
a neurokinin B-t (NKB), a dinorfint (Dyn), valamint e két peptid receptorait is tartalmazza. A
,KNDy” neuronok a negativ Osztrogén visszacsatoldsban valamint a pulzatilis GnRH/LH
szekrécid mintdzatanak kialakitdsdban jatszanak kulcsszerepet. Ragcsalokban egy masodik
jelentés KP neuroncsoport is eléfordul a III. agykamra rosztralis periventrikularis teriiletén
(RP3V). Az itt elhelyezkedd idegsejtek nemi dimorfizmust mutatnak (nagyobb sejtszammal

néstényekben), €s kitiintetett szereppel birnak a pozitiv 6sztrogén visszacsatolas altal okozott



preovulatorikus LH hiperszekrécioban. A ragesaloktol eltéréen emberben jelen ismereteink
szerint a mediobazalis hipotalamusz (MBH) a pozitiv feedback szinhelye.

Laboratoériumunk az elmult évtized sordn feltérképezte az emberi hipotalamusz KP termeld
neuronjait. Hasonloan a laboratoriumi allatokban masok altal korabban megfigyeltekhez, az
emberi KP idegsejtek foképp a MBH-ban (infundibularis/arcuatus idegmag) fordulnak el6. A
munkacsoport kordbban leirta a magban el6forduld6 KP neuronok életkor- és nemfiiggd
plaszticitasat is, ¢és megfigyelte tovabbi neuropeptidek -eldforduldsdt az emberi KP
idegsejtekben. A ragcsalok KP-t, NKB-t, Dyn-t és galanint (Gal) egyarant expresszald, analog
idegsejtjeivel (KNDy neuronok) ellentétben, az emberi infundibularis mag KP idegsejtjei nem
tartalmaznak Gal-t és Dyn-t, ugyanakkor megtalalhato benniik az NKB, a cocaine- and
amphetamine regulated transcript (CART) és a substance P (SP). A faji eltérések
megkérddjelezik, hogy a ,,KNDy” peptidek és receptoraik interakciojara alapozott, népszerii
GnRH/LH ,pulzus generator” modellek érvényesek volnanak valamennyi emlés fajra.
Elképzelésiink szerint, kevéssé tanulmanyozott nem-ragcsaldé emldsok (pl. ragadozo
haziallatok) KP idegsejtjeinek Osszehasonlitasa a laboratoriumi ragcsalok és az ember KP
idegsejtjeivel segithet eldonteni, hogy mely peptidek jelenléte obligat, és melyeké fakultativ a
pulzus generator (KNDy) idegsejtek miikodtetésében.

2. Célkituzések

PhD munkatervem mindkét célkitiizésével a KP rendszerek fajspecifikus és altalanos vonasait

kivantam tanulméanyozni.

2.1. Neuropeptid kolokalizacié vizsgalata hazi karnivér fajok arcuatus/infundibularis

magvanak KP idegsejtjeiben.

Vizsgalataink célja kiilonbozoé fajok KP sejtpopulacioiban korabban mar azonositott
neuropeptidek (Dyn, NKB, Gal, SP, CART) jelenlétének vizsgalata volt macska és kutya
hipotalamusz infundibularis idegmagvaban. A vizsgalatsorozatbol nyert informaciok segitenek
annak megvalaszolasaban, hogy mely peptidek szerepe obligat, illetve melyeké fakultativ a

pulzus generator (KNDy) idegsejtek miikodésében.



2.2. Rosztralis periventrikularis KP idegsejtek azonositisa és jellemzése emberi

hipotalamuszban.

Immunhisztokémiai  vizsgalataink célja  volt a ragesalok RP3V-beli KP

a sejtcsoport

1. topografidjanak,

2. nemi dimorfizmusanak,

3. életkorfliiggésének,

4. neuropeptid/neurotranszmitter fenotipusanak és

5. kapcsolatrendszerének
vizsgalata emberben. A ragcsalo és emberi rosztralis KP populaciok kozott feltart
neuroanatémai hasonlésagok felvetnék annak a lehetdségét, hogy a pozitiv 0sztrogén feedback

helye emberben nem kizardlag a MBH.

3. Anyagok és médszerek

3.1. Hipotalamusz mintak

Az emberi hipotalamusz mintak a Semmelweis Egyetem 1. szamu Patoldgiai és Kisérleti
Rakkutato Intézetébdl, valamint a Pécsi Tudomanyegyetem Igazsagiligyi Orvostani Intézetébol
szarmaztak. Néstény kutyakbol és macskakbol szarmazo hipotalamusz mintakat a Szent Istvan
Egyetem biztositotta. Petefészekirtott allatmodell hasznalataval biztositottuk a KP idegsejtek
legmagasabb KISS1 expressziojat.

3.2. Immunhisztokémia

Mind az emberi, mind a karnivor hipotalamusz blokkokat immerzios modszerrel, 4%
paraformaldehiddel fixaltuk. 20%-os cukorinfiltraciot kovetéen fagyasztdé mikrotommal 30 pm
vastag metszeteket készitettiink. A metszeteken megfeleld elokezelés utan immunhisztokémai

¢s immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztiink.

3.3. Konfokalis mikroszkopia

A tobbes-immunfluoreszcens vizsgélatok eredményeit konfokdlis mikroszkopiaval

értékeltiik.



3.4. Kvantitativ analizis

Kiilonb6z6 koru és nemii emberekbdl szarmazé szévetmintakban a hipotalamusz rosztralis
részén meghataroztuk a metszetenkénti legmagasabb KP sejtszdmot. Ezek Osszehasonlito
elemzésével a rosztralis KP rendszer nemi kiilonbségeit és életkor-fliggdségét két-utas ANOVA

¢s Newman-Keuls post hoc teszttel tanulmanyoztuk.

4. Eredmények

4.1. A Kisspeptin neuronok anatémiaja és neurokémiaja petefészekirtott kutyak és
macskak infundibularis magvaban

4.1.1. A KP és GNRH neuronok elhelyezkedése kutya és macska hipotalamuszban

Kutya és macska hipotalamuszokon végzett immunhisztokémiai vizsgalataink azt mutattak,
hogy a két faj f6 KP sejtpopulacioja az infundibularis magban helyezkedik el. Mindkét vizsgalt
fajban sejttestek legnagyobb szamban a mag kaudalis részén fordultak el6. Kisebb szamban a
macska hipotalamuszban az infundibularis mag rosztralis teriiletén is elhelyezkedtek KP
neuronok.

A GnRH neuronok topografiaja a ragcsalokban megfigyeltektdl Iényegesen eltért kutyakban.
A GnRH sejttestek a preoptikus régiotol a mediobazalis hipotalamuszig elszortan fordultak eld:
a medialis preoptikus aredban, a ventrolaterdlis preoptikus magban, a lateroanterior
hipotalamikus magban, a lateralis hipotalamuszban, a medialis tuberalis magban és néhany
sejttest az infundibularis magban. Ezzel szemben, macska hipotalamuszban a jelolt GnRH

sejttestek kizardlag a szeptalis/preoptikus régioban jelentek meg.

4.1.2. Kutya és macska KP neuronok neuropeptid-fenotipusa

Harmas immunfluoreszcens kolokalizacids vizsgalataink alapjan a két faj KP sejtjei
neurokémiai kiillonbozéségeket mutattak. Kvantitativ elemzéseink alapjan a macska
infundibularis KP és NKB sejtek ~60%-a koexpresszalta a Dyn-t. Kutyakban ez az arany ~60%,
illetve 37% volt. Ugyan a KP és az NKB nagymértékben kolokalizalt, a harmas-jelolt KNDy
sejttestek aranya minddsszesen ~25% volt a mindkét vizsgalt fajban. Figyelemre mélto, hogy a
leggyakrabban eléforduld neurokémiai fenotipust kutyakban az egyszeresen jelolt NKB sejtek
(39%), mig macskdkban a csupan Dyn-t kifejezd sejtek (38%) adtak.

A substance P peptid hasonl6 aranyban jelent meg a petefészekirtott macskak és az intakt
kutya hipotalamikus KP és NKB sejtjeiben (20% €s 29%, illetve 26% és 24%). Ezzel szemben,



a CART csak a macskak KP (23%) és NKB (7%) sejteiben fordult el6. Gal szignal ugyanakkor
sem a kutya, sem macska KP, illetve NKB neuronokban nem volt detektalhato.

4.1.3. GnRH sejtek KP innervacidja

Immunfluoreszcens vizsgalataink sordn elemeztik a GnRH neuronokra érkezé KP
appoziciok szamat és megoszlasat. A KP sejtek mindkét fajban diisan beidegzik a GnRH
neuronokat: macskakban szinte minden (94,4+5,6%), kutyakban pedig a GnRH sejtek ~80%-
an figyeltiink meg axo-szomatikus és/vagy axo-dendritikus KP appoziciokat. E két cellularis
régiora érkez6 KP bemenetek aranya hasonlé volt kutyakban (6,3+1,0 input/sejttest és 7,9+5,5
kontaktus/100 um dendrit) és macskakban (6,9+0,2 input/sejttest és 7,5+1,4 kontaktus/100 pm
dendrit) egyarant. Kutyakban a preoptikus régioban elhelyezkedé GnRH neuronokra érkezé KP
appoziciok ~60%-a, az infundibularis GnRH sejteket beidegzd KP rostoknak pedig ~90%-a
NKB immunreaktivitast is mutatott — ezek a bemenetek nagy valdszinliséggel tehat

infundibuléris KP sejtektd] szarmaztak, ahol a két neuropeptid kolokalizal.

4.2. A human rosztralis hipotalamuszban el6forduléo KP idegsejtek azonositasa és
jellemzése

4.2.1. KP neuronok eloszlasa a human rosztralis hipotalamuszban

Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a KP sejtek metszetenként legnagyobb szamban
(fiatal nok: 36,2+6,2; id6s nok: 12,2+2.8; fiatal férfiak: 33,8+6,8; id6s férfiak: 45,8+7,8) az
anterior parvocellularis paraventrikularis magban (PaAP) helyezkedtek el. KP sejttestek

emellett a paraventrikularis mag dorzalis (PaD), parvocellularis (PaPC) és magnocelluléris

(PaMC) részében voltak detektalhatok.

4.2.2. KP neuron markerek vizsgalata a rosztralis hipotalamusz KP sejtjeiben

Kettés immunfluoreszcens vizsgéalatok sorozataval kiséreltiik meg ismert KP markerek
azonositasat a human rosztralis KP sejtekben. Azonban a ragesalo RP3V KP neuron markerek
(enkefalin, tirozin-hidroxilaz, Gal) és a human Inf KP neuron markerek (NKB, SP, CART) sem

mutattak kolokalizaciot KP-nel az ember rosztralis hipotalamuszaban.

4.2.3. Az infundibularis mag KP sejtjeit6l érkezé afferens inputok detektalasa
Immunfluoreszcens harmas jeldléseink bizonyitottak, hogy KP/SP/NKB-pozitiv axonok
kontaktust hoznak létre a rosztralis hipotalamuszban elhelyezkedd KP neuronokkal. Az

innervacio reciprocitasat rosztralis KP marker hianyaban vizsgalni nem tudtuk.



4.2.4. A rosztralis KP sejtszam kor- és nemfiiggésének vizsgalata

Minden egyed rosztralis hipotalamuszaban meghataroztuk a metszetenkénti legmagasabb
KP sejttestszamot. Két-utas ANOVA segitségével sikeriilt igazolnunk a sejtszdm szignifikans
(p=0,021) nemfiiggését valamint a nem és az életkor szignifikans (p=0,009) interakciojat. A
négy kisérleti csoport (fiatal n6k és férfiak, valamint id6s nok és férfiak) Newman-Keuls post
hoc teszttel torténé Osszehasonlitasa Kimutatta, hogy az idds nékben szignifikansan (p<0,05)
lecsokkent a sejttestek szama a tobbi csoporthoz képest, beleértve a fiatal ndket (p=0,031). A
66,4%-0s sejtszamcsokkenés a menopauza soran feltehetdleg az Osztrogén mennyiség
csOkkenésének koszonhetd. A KP sejttestek szama szignifikdns kiilonbséget nem mutatott

(p=0,77) fiatal és id6s férfiak rosztralis hipotalamuszaban.

5. Konkluzio

Az infundibuléris KP neuronok nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a pulzatilis GnRH/LH
szekrécid szabalyozasaban. Mivel eddigi ismereteink szerint e sejtek alapvetd neurokémiai
tulajdonsagai a kiilonb6zé emlds fajok kozott nagymértékben eltérnek, megvizsgaltuk két,
eddig nem tanulmanyozott karnivor faj, a kutya és macska GnRH és KP neuronrendszerének
sajatossagait.

A ragcsalokban és foemldsokben megfigyeltekhez képest — a hasonlosagok mellett —jelentds
anatomiai kiilonbségeket is azonositottunk. Bemutattuk, hogy a GnRH sejtek megoszlasa a két
fajban jelentdsen eltér: mig kutyakban az emberi GnRH rendszerhez hasonldan e sejtek a
preoptikus régiotél a mediobazalis hipotalamuszig terjedve elszortan helyezkedtek el,
macskakban a ragcsalokhoz hasonléan a hipotalamusz szeptalis/preoptikus régidjaban
koncentralodtak. Ugyanakkor mindkét fajban — mas fajokhoz hasonléoan — a GnRH neuronok
nem jol koriilhatarolhato hipotalamikus magokban lokalizalodtak.

Petefészekirtott kutydkban és macskdkban a KP sejtek zome az infundibuldris magban
helyezkedett el. Korabbi, intakt macskakon végzett vizsgalatokkal ellentétben petefészekirtott
allatokban nem detektaltunk KP neuronokat az anterior periventrikularis magban és az
amygdaloid komplexben, feltehetden a pozitiv Osztrogén visszacsatolds hidnya miatt
bekdvetkezd Kissl expresszio detektalasi szint ala csokkenése miatt.

Az infundibularis KP sejtek neurokémiai jellemzése soran azt tapasztaltuk, hogy mindkét
fajpan a KNDy peptidek csupan ~20-25%-ban kolokalizaltak; a mindharom neuropeptidet

egyszerre termeld ,,KNDy neuronok™ aranya igy messze elmarad a ragcsalokban leirtaktol. A



human KP neuronokhoz hasonléan petefészekirtott macskakban a KP sejtek SP-t is termeltek
— hasonl6 kolokalizaciot intakt him kutyaban is tapasztaltunk, petefészekirtott ndstényekben
viszont nem. Az emberi KP sejtekre ugyancsak jellemzé CART neuropeptid a macska KP
neuronokban szintén kifejez6dott; a CART/KP kolokalizacié kutyakban azonban -
ragcsalokhoz hasonloan — nem volt jellemz6. Galanin szignal — ragesalokkal ellentétben — egyik
vizsgalt karnivor faj KP sejtjeiben sem volt detektalhato.

Igazoltuk, hogy a KP sejtek mas fajokhoz hasonloan kutyakban és macskakban is disan
beidegzik a GnRH neuronokat. S6t, petefészekirott kutyakban a kontaktust képezé KP rostok
nagy része NKB-t is tartalmaz; valoszini tehat, hogy — ragesalokkal ellentétben, ahol az inputot
ado KP axonok nagy része a preoptikus régioban elhelyezkedd neuronokbdl erednek —
kutyakban az infundibularis KP sejtektél szarmaznak.

A ragcsalo, ragodozd emldsok és foemldsok KP rendszerei kozotti, jelen tanulmanyban
azonositott anatomiai és neurokémiai hasonlosagok, illetve kiilonbségek, hozzéjarulnak annak
megismeréséhez, hogy az epizodikus GnRH/LH szekréciéo molekularis szabalyozasaban mely

peptidek funkcidja obligat, és melyeké fakultativ.

Masodik tanulmanyunkban azonositottuk a ragcsalé RP3V KP neuronpopulécioval homolog
sejtcsoport meglétét a human rosztralis hipotalamuszban. A sejtek jelenlétének igazolasan tal
tanulmanyoztuk a rosztralis KP idegsejtek eloszlasat, valamint neurokémiai jellemzdit.

A preoptikus/rosztralis hipotalamusz KP idegsejtjeinek némileg kiilonb6z6 topografiai
jellemzdit szamos emlds fajban leirtdk. A human rosztralis KP neuronok legnagyobb szamban
az anterior parvocellularis paraventrikularis magban helyezkedtek el. KP sejttestek emellett a
paraventrikularis mag dorzalis és magnocellularis részében voltak detektalhatok.

Kizartuk az eddig ismert KP neuron markerek jelenlétét a human rosztralis hipotalamusz KP
sejtjeiben. A ragcesalo tanulmanyokbol ismert neuropeptid/neurotranszmitter markerek (Gal,
enkefalin, tirozin-hidroxilaz) és a human infundibularis KP markerek (NKB, SP, CART)
hianyoztak az emberi rosztralis KP populaciobdl. Ezek a megfigyelések alatdmasztjak, hogy a
rosztralis KP sejtek neurokémiailag jelentdsen kiilonboznek az infundibularis KP sejtektol,
amely a sejtek eltérd funkcidjara utalhat.

Azonositottuk a két KP sejtpopulacid kozotti kapcsolatot: az NKB-t és SP-t kifejezd
infundibularis sejtek kontaktust 1étesitenek a rosztralis populacié sejtjeivel. A rosztralis KP
sejtekre jellemzd specifikus marker hidnyaban azonban e neuronok projekcios teriileteinek

azonositasara nem volt lehetdségiink.



Bemutattuk, hogy emberben a rosztralis KP populaciot — a ragcsalokhoz hasonléan — az
Osztrogén pozitivan regulalja, viszont — a ragcsald homolog sejtekkel ellentétben — e sejtek nemi
dimorfizmust nem mutatnak.

A fent ismertetett anatomiai észleletek megkérddjelezik a jelenleg elfogadott nézetet, amely
szerint foemlésokben a pozitiv 0sztrogén visszacsatolas szinhelye kizarolag a mediobazalis
hipotalamusz és novelik annak valésziniiségét, hogy a rosztralis hipotalamusz szerepe
alabecsiilt a pozitiv 6sztrogén feedback és a reprodukcid szabalyozasaban. Ezek alapjan tovabbi
anatémiai, molekularis és funkciondlis vizsgalatok sziikségesek annak tisztdzéasara, hogy a
rosztralis hipotalamusz KP idegsejtjei milyen mértékii szerepet vallalnak az el6z6ekben emlitett
szabalyozasi mechanizmusokban.

A jelen tanulmanyban ismertetett eredmények hozzajarulnak az emlésok szaporodasanak
szabalyozasaban kritikus szereppel rendelkezd preoptikus ¢€s infundibuldris KP rendszerek

miikodésének mélyebb megértéséhez.
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