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Bevezetés

Emlésokben a hipotalamusz gonadotropin-releasing hoenf@mRH)-t termél neuronjai
alapveb szerepet jatszanak a reprodukci6 kozponti szabasihan. A GnRH idegsejtek
hipofizeotrop axonjai GnRH-t szekretalnak a postderingésbe a hipotalamikus eminentia
mediana (EM) teriletén. Innen, a portalis vénaligak a GnRH-t az eluks hipofizisbe, mely
a gonadotrop sejtekhez Kdve szabéalyozza a gonadotropinok, azaz a follikuatisnulalo
hormon (FSH) és lutenizal6 hormon (LH) szintéziéét szekrécidjat. Az FSH és LH a
vérkeringésbe jutva hat a gonadokikiddésére, fokozza a gametogenezist és a gonadalis
szteroidok szintézisét. A gonaddlis hormonok peelily klasszikus negativ visszacsatolasi
koron keresztll hatnak a hipotalamuszra és a lxigodi azaltal, hogy gatoljak a GnRH és a
gonadotropinok szintézisét.

Az EM terlletétn a GnRH termindlisokb6l GnRH urul portélis erek fenesztralt
kapillarisaiba minden 30-90 percben. A GnRH epikddi szekrécidja korrelal az LH
dendro- dendritikus kapcsolatokon keresztil valisulmeg, mely altal a szekrécids
események alatt a szabdalyos pulzusok jonnek l&eRH/LH ,pulzus generator’-nak
nevezzilk azt a neurondlis hélozatot, mely ésleh GnRH neuroszekréciés pulzusok
|étrehozésaért.

A GnRH sejtek mkodését disen befolyasoljak a neuronalis afferenseik. Ezen
afferensekbl felszabadulé neuropeptidek, valamint klasszikweuiratranszmitterek fontos
szerepet jatszanak a GnRH sejtek idegi szabalybadsa

A kisspeptin (KP) kiildbnésen fontos szerepet jatsak reprodukcié kdzponti
szabdlyozasaban. KP kezelés, KP antitestek, KPgamittak, ill. KP-, vagy KP receptor
(KISS1R) hianyos transzgenikus allat modellek hak#aval bebizonyitottak, hogy a KP
befolyasolja a GnRH pulzatilis és ,surge” tritését.

A neurokinin B (NKB) a masik kulcsfontossagu newpid, mely a KP-val
egylttniikddve részt vesz a GnRH/LH szekrécié neuroendakzabalyozasaban. Fokozza a
GnRH hipotalamikus EM val6 szekrécidjat, ahol a GnRH axonok kontaktasdhkoznak
létre az NKB axonokkal patkanyokban. Tovabba, a NKBuronok befolyasoljak a
reprodukciot azaltal, hogy mas NKB idegsejtekemalataz arcuatus magban (ARC), ahol
egymassaligiin kapcsolatokat létesitenek.

Egy gatlé neuropeptidet azonositottak fuirj hipotalazaban, melyet gonadotropin

inhibitor hormonnak (GnIH) neveztek el; a GnlH défiiggh médon gatolja a gonadotropin



felszabadulasat az agyalapi mirigibEmlésokben sikerilt azonositani a GnlH homolégjait,
az RF-amid kapcsolt peptideket (RFRP-1, RFRP-2,RBR

A GnRH neuronalis rendszer, mely a reprodukci6é oendokrin szabalyozasanak végs
k6zos kimenete, valaszol a keréng 7p-6sztradiol (E2) visszacsatol6 hatasaira. A szexudl
szteroidok visszacsatolasi hatasa a hipotalamustésza GnRH neuronok szabalyozasaban,
mig az agyalapi mirigy szintjén a gonadotrop sefieibalyozasaban értiatyomon. Azt a
tényt, hogy a gonadalis szteroidok plazma szinkéaentartasa negativ fékként hat a GnRH-
gonadotropin tengelyre, legegysiginen a GnRH és gonadotropin szintek esésével @gyiitt
gonadektémiaval lehet szemléltetni. A szexual- esatdok agyra kifejtett visszacsatolasi
hatasait illeben kulonbségek vannaksstények és himek kozott, a legfontosabb a pozitiv
feedback jelenléte dstényekben, illetve annak hidnya himekben. Ez dtipodsszacsatolas
vezet az ovulaciot medads GnRH és LH ,surge” kialakulasahoz. Mig az 6sztrogirekt
hatasa a GnRH idegsejteken dsztrogén rec@pmo(ER) keresztiil valésul meg, addig azok
az interneuronok, melyek kritikus szerepet jatskaméering 0sztrogén indirekt hatasanak
érzékelésében és kozvetitésében a GnRH rendséeki@szikus dsztrogén receptort (ER-
expresszalnak.

Horcsogokon végzett tanulmanyokbdl derilt ki, hagyRFRP neuronalis hal6zat részt
vesz a GnRH neuronokhoz kozvetitett 0sztrogén atssolasban. Ezen ragcsalékban az
RFRP idegsejtek tartalmaznak ER-és c-Fos expresszidval valaszolnak akut E2 kezel
hatdsara. Az RFRP axonok bemeneteket kiildenek aHGnBuronokra, mely direkt
szabdlyozasra utal. Ovariektomizalt (OVX) horcsdagik és gonadalisan intakt patkanyokban
az RFRP-3 intracerebroventrikularis injekciéja degitette a plazma LH szintjét. Egyik
tanulmanyunkban (1. kisérlet), alatamasztandd eztaliitast, megvizsgaltuk az RFRP
neuronalis rendszer feltételezett 0Osztrogén érz&éget, tanulmanyozva az RFRP
génexpresszié Osztrogén altali szabalyozasat & @dztrogén receptor izoforma jelenlétét
RFRP neuronokban.

Birkakban, kecskékben, egerekben, majmokban és nazerekben in az ARC KP
idegsejtiei NKB-t is szintetizalnak. A nemrégibeantutatott KNDy (Kisspeptin/Neurokinin
B/Dynorphin) neuronok elnevezés arra utal, hogyné¢B/NKB neuronok tobbsége dinorfint
(DYN) is szintetizal, legalabbis birkakban, patkéklyan, egerekben és kecskékben igen.
Birkakban végzett kisérletek arra utalnak, hogyA®C KNDy idegsejtjei fontos szerepet
jatszanak a GnRH neuronokra kifejtett negativ feeldb hatasok kozvetitésében, és
feltételezhet, hogy az dsztrogén pozitiv visszacsatolasdbaWakmint ugy tinik, hogy a

KNDy neuronok fontos résztvéva GnRH pulzus generatornak.



A KNDy neuropeptidek kolokalizaciéjat leiré anat@nianulmanyok kézelebbi analizise
ravilagit, hogy a neuropeptidek és azok receptakakolokalizacidja gyakran csak részleges és
eltér a kuldnbo& tanulmanyokban, fajokban, nemekben és korcsopmatokEbzetes adataink
alapjan, mely szerint fiatal férfi mintdkban a KReumonok szédma nagyon alacsony,
feltételeztiik, hogy a KNDy neuropeptidek kdzotiedes mértéke is sokkal alacsonyabb fiatal
férfiakban, mint azt korabbi birka, kecske, vagyére@datok sugalltak. Ezt a felvetést
alatdmasztva, egyik tanulmanyunkban (2. kisérlegpvizsgaltuk a KNDy neuron elmélet
univerzalis érvényességét fiatal férfi mintakonzaetyimmunhisztokémiai analizissel, melyben
parhuzamosan vizsgéltuk a KP-, NKB- és DYN immua&tiitast az infundibularis magban
(Inf) és az infundibularis nydlvanyban (InfS). T kvantitativ hisztokémiai analizissel

tanulmanyoztuk a morfolégiai nemi- (3. kisérlet)ééstkorbéli (4. kisérlet) kiilonbségeket.

Célkitiizések

1. Az RFRP neurondlis rendszer 8sztrogén-érzékenyskgérsgalata egérben

2. Felnstt férfiak “KNDY” neuronalis rendszerének karakiasa

3. A humén hipotalamikus kisspeptin- és neurokinin Bunondlis rendszer szexualis

dimorfizmusanak vizsgélata

4. A human kisspeptin és neurokinin B idegsejtek kmpgilanatomiai valtozasainak leirasa

Anyagok és modszerek

Allatok

A kisérletekhez CD1-es egereket hasznaltunk a léts@rvostudomanyi Kutaté Intézet
Orvosi Géntechnoldgiai Részlegének helyi tenyébdkté Az &llatokat szabvanyos
korilmények kozott tartottuk. A kisérletek az EwdiKozosség Tudomanyos Tanacsanak
elsirasai szerint (86/609/EEC) és az MTA Kisérleti @tudomanyi Kutatéintézet Allatjéléti
Bizottsaganak jévahagyasaval zajlottak le.

Az éllatokat ovariektomizaltuk, majd atdt utani 9. napon szilikon kapszulakat
Ultettiink Br ala. A kontrol csoport (OVX) kapszulajaban naprgb olaj, az 6sztrogén-kezelt
csoport (OVX+E2) kapszulajaban 100pg/ml E2 volt.
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Az éllatokat 4 nappal kébb transzkardidlisan perfundéltuk 4% paraformaldehi
tartalmazo fixalo oldattal. Ezeket az egereket RzoEés RFRP-1 immunoreaktivitast vizsgalo
kisérleteinkben hasznaltuk. A HRés RFRP-1 immunoreaktivitast kimutatd kisérletbarkaz
OVX és OVX+E2 éllatokat 2% paraformaldehid és 4%okein keverékével fixaltuk.

Human szdvetek

A human hipotalamikus szdveteket a Debreceni Egyetgazsagiigyi Orvostani
Intézetébl kaptuk (DEOEC RKEBJ/IKEB: 3183-2010). Szelekcidstérium volt a hirtelen
haldl, a neurolégiai és endokrin betegségek kizaréalamint a kevesebb, mint 48 opmst
mortemidé.

A felnétt human “KNDy” neuronalis rendszer jellemzéséh@zkisérlet) fiatal férfiakbol
(kor: 21-37 év) szarmazO mintékat hasznaltunk. A & NKB neuronalis rendszer nemi
kilonbségeinek vizsgalatahoz (3. kisérlet) 50 éttfg50-67 év) férfi és 55 év feletti (57-70
év) posztmenopauzaséinmintakat hasznaltunk. A KP és NKB neuronok életkmgs
anatémiai valtozasainak nyomonkovetéséhez (4.lefs@&nkényesen definialt “fiatal” (21-49
év) és “ids” (50-67 év) férfi mintakat hasznaltunk.

Boncolas utan a human hipotalamusz széveti blokkakenerziésan fixaltuk 4%-os
paraformaldehiddel, majd Leica fagyasztd6 mikrotoegitségével 3@m-es metszeteket
készitettiink.

Immunohisztokémia étt a human sweteket permeabilizaltuk és csokkentettik bennik
az endogén peroxidaz aktivitdst. Tovabba egy 807Ciartér®d 0.1M-os citrat pufferes
inkubalassal feltartuk az antigéneket. Az immunmfiszcens kisérletekben a metszeteket
Szudan-feketével kezeltik, igy csokkentve a lipofirs lerak6dasok —okozta

autofluoreszcenciat.

Immunohisztokémiai médszerek
A metszeteket immuncitokémidhoz sziksége8késlzités utan megfelel higitasu

specifikus elédleges antiszérumok oldataiban inkubaltunk.

Peroxidaz-alapi immunohisztokémiai egyszeres-glolé

Az elssdleges antitesthez biotinilalt masodlagos antitesteajd ABC Elite reagenst
kotottunk. A peroxidaz jelet diaminobenzidin (DABRgy nikkellel edsitett diaminobenzidin
(Ni-DAB) kromogénekkel tettiik lathatéva. A megfdstenetszetek targylemezre huaztuk,
megszaritottuk, dehidrataltuk, xilollal tisztitdtfumajd DPX médiummal fedtiik le.



Ni-DAB kromogén disitése ezist-arannyal

Néhany ketis peroxidaz alapu kisérletben két kilorb@ntigén (egy sejtmagi és egy
citoplazmatikus) elhelyezkedését vizsgdaltuk ugyhaaba sejtben (1. és 2. kisérlet). Mas
esetekben, pedig az afferens kapcsolatait vizdghé#tieltét neurondlis fenotipusnak (3. és 4.
kisérlet). Ezekben a tanulmanyokban a Ni-DAB kroémigutélag felefsitettik ezist-
arannyal.

Innervaciés és kolokalizaciés kisérletek ezlstyperisitett Ni-DAB és DAB kromogének
kombinéciéjanak felhasznalasaval

A GnRH neuronokra érkézKP-IR és NKB-IR afferensek tanulmanyozasa sora#d. (2
kisérlet) két parhuzamos metszetsorozatban deigktal KP és NKB immunoreaktivitast. A
GnRH neuronokat egy Uj tengerimalac antiszérumratdidaltuk. Az elsdleges antiszérumot
biotinilalt anti-tengerimalac 1gG-vel reagéltatték az ABC reagens, majd a peroxidaz szignalt
DAB kromogénnel hivtuk meg.

Azokban a tanulmanyokban, melyekben az &sztrogéepter izoformait prébaltuk meg
kimutatni RFRP neuronokban (1. kisérlet), a reaedat nyilban termeltetett antiszérummal
detektaltuk, ezutan biotinilalt masodlagos antieésts ABC Elite reagenssel tortéd oras
inkubalas kovetkezett. A jelet Ni-DAB-bal tettikHatova, majd felésitettiik eziist-arannyal.
Az RFRP-1 immunoreaktivitas egy C-termindlis elléarmeltetett egér monoklonalis
antitesttel, majd biotinilalt masodlagos antite8@\ technikaval és DAB kromogénnel
detektaltuk.

KP és NKB, vagy KP és DYN immunoreaktivitas koip&eidjat vizsgald kefs
immunofluoreszcens kisérletek az Inf-ben

Azokban a tanulmanyokban, melyekben a KP és NKBy &P és DYN kolokalizaciojat
vizsgaltuk (2-4. kisérlet), ketts immunofluoreszcens festést alkalmaztunk. Azdiges
antitestek (nydl anti-NKB és birka anti-KP, vagyihanti-DYN és birka anti-KP) koktéljaban
tortérd inkubéacié utan fluorokrom-konjugalt masodlagositastek (anti-nyul-FITC, anti-
birka-Cy3) keveréke kdvetkezett.

Az érzékenység maximalizalasa érdekében néhanyéskettnmunofluoreszcens
tanulmanyban (2-4. kisérlet) tiramid szignal anilditiot végeztiink. Ezekben a kisérletekben
a KP-t szekvencidlisan inkubaltuk birka KP antlest, majd biotinilalt anti-birka IgG-vel,
ABC Elite reagenssel, biotin tiramid munka oldatl&mn végil avidin-Cy3-mal. Majd azért,
hogy inaktivaljuk a tormagyokér peroxidazt, a metsket 30 percig kezeltiik 0.5%®} és
0.1% Na-azid PBS-es oldataval. Az NKB és DYN kin@sahoz nyalban termeltetett
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elssdleges antitesteket hasznaltunk, melyetblel anti-nyll-peroxidazzal, végul FITC-
tiramiddal reagaltattunk.

A human GnRH neuronokra érkeKP- és NKB afferensek kolokalizacidjanak vizsgalat
harmas immunofluoreszcenciaval

Az elgidleges antitestek koktélja (nyul anti-NKB, birkaigliP, tengerimalac anti-GnRH)
utan a metszeteket fluorokrom-konjugéalt masodlaayustestek koktéljAban (mind szamarban
termeltetett; anti-nydl-FITC, anti-birka-Cy3, antengerimalac -AMCA) inkubaltuk (3. és 4.
kisérlet).

Az immunofluoreszcens kisérletekben processzalszettket 0.1M Tris—HCI puffeéb

huaztuk fel és a vizoldékony Mowiol médiummal fedték

In situ hibridizacié (1. kisérlet)

A 20um-es hipotalamusz metszeteket kriosztattal (Leiképzitettink és szilanos
targylemezekre hiztuk fel steril kérilmények kodzd®rehibridizaciét kdvéen, minden
hatodik metszetet 424-bp-0$°S-UTP-jeldlt preproRFRP cRNS-sel hibridizaltuk. A
metszeteket 85z6r Kodak BioMax MR autoradiografias filmmel expdtok, majd 3 nap
mulva standard filmhivasi technikaval meghivtuk.utn a metszeteket Kodak NTB
autoradiografias emulziéba martottuk és az autogadimmokat 2 hét expozicid utan hivtuk
eld. Végul a metszeteket megszaritottuk, dehidrataktiléllal tisztitottuk és DPX-szel fedtiik
le.

Mikroszkopia

A fény- (1-4. kisérlet) és fluoreszcens (2. kiggmneikroszkopos képeket AxioCam MRc 5
digitalis kamerat tartalmaz6 Zeiss Axiolmager Mkroszkoppal készitettiik, AxioVision 4.6
program segitségével. A ké&ttés harmas immunofluoreszcens jeldlések (3. ésisérlet)
kiértékeléséhez Radiance 2100 konfokdlis mikrosakdpasznaltunk. Valamint tovabbi
konfokalis képeket (2. és 4. kisérlet) készitettégly A1R konfokalis rendszerrel felszerelt

invert Nikon Eclipse Ti-E mikroszképpal.

Adat elemzés és statisztika
ISH jel kvantitativ elemzése (1. kisérlet)
A rontgen filmet beszkeneltilk, majd a digitalis &&pmage J szoftverrel elemeztik. Az

RFRP mRNS expresszi6 kvantitativ elemzéséhez miétigthdl a legeisebb jelet tartalmazé



metszetet valasztottuk ki. Az autogréfias jelet aeim allatban jellemeztik egy .integralt
denzitas” értékkel. Az OVX és OVX+E2 csoportokasdmalitottuk ssze egyutas ANOVA-val.

Az integralt denzitas fiigg mind a jeldlt neuronaiématél, mind az egyes RFRP sejtek
egyedi RFRP mRNS expresszios szibtjétAz ezist szemcsék csoportjainak szamat
tekintettik az RFRP neuronok szamanak és a kaptékeket egyutas ANOVA-val
hasonlitottuk dssze a OVX és OVX+E2 csoportokban.

Kvantitativ immunohisztokémiai kisérletek elemzése
A digitalis képeket Adobe Photoshop CS programnfeiheztik. A kvantitativ adatok
atlag + SEM értékekkel vannak feltiintetve és aisztiitai 0sszehasonlitdst Newman-Keuls

post-hoc teszt utan egyutas ANOVA-val végeztiik el.

Sejttest méret (atlag immunoreaktiv profil teriilet)

A KP- és NKB-IR sejttestek atlagos méretének megbatisahoz (3. és 4. kisérlet)
digitalis képeket készitettiink az Inf régidbdl. AdoPhotoshop CS program segitségével
kitoroltuk a sejtek kornyezetét és Image J progsmmitségével megmértik a jel terlleteket,

melyeket uri-é alakitottunk a megfelekalibracio segitségével.

Sejttestek regionalis &@brdulasa
Az immunoreaktiv sejttestek szamat (2-4. kisédét)X-es nagyitas mellett, egy 5X5-6s
szemlencse racs segitségével egy 0.25-ammerilleten hataroztuk meg. Minden mintat azzal a

maximalis IR perikarion szammal jellemeztik, amaire a terileten belll szamoltunk.

Jelélt nydlvanyok regionalisisisége

A KP- és NKB-IR nyulvanyok regionalididiségének meghatarozasahoz (2-4. kisérlet)
digitélis képeket készitettink az Inf régidbdl. AdoPhotoshop CS program segitségével
kitoroltik a sejttesteket és a proximalis dendetekmage J program segitségével megmértiik
az immunoreaktiv nyllvanyok/ teljes terilet araratokA 2. kisérletben megvizsgaltuk az
NKB-IR és KP-IR, valamint a DYN-IR és KP-IR axonakfedésének aranyat konfokalis képek
segitségével.

Neuropeptid kolokalizacio a sejttestekben
Tiramid amplifikaciéval jel6lt ketts immunofluorszcens metszetekben vizsgaltuk a KP
és NKB kolokalizaciéjat (2. és 4. kisérlet) az lreh.



GnRH neuronok afferenseinek neuropeptid tartalma

Kettds immunofluoreszcens metszetekben elemeztiik a KB/Akonalis kontaktusokat a
GnRH-IR sejttestjein és dendritjein (2-4. kisérléf)inden mintat jellemeztink a GnRH
sejttestekre, ill. 100pm GnRH dendritre étké&pntaktusok atlagaval.

Azon kisérletekben, melyekben a GnRH neurondlisrafiseiben jellenizKP és NKB
kolokalizaciot szerettiik volna jellemezni, konfdkalfelvételeket készitettink (3. és 4.

kisérlet).

Eredmények

Az Osztrogén csokkenti az RF-amid kapcsolt peptidxpresszidjat az 6sztrogén receptoa-
n keresztul
Az RFRP mRNS expresszitja csokken 0sztrogén hetasar

Radioizotéposn situ hibridizacios tanulméanyok felfedték az RFRP mRN&inhtetizalo
idegsejtek regiondlis eloszlasat az egér hipotadabvan. A jeldlt neuronok nagyrésze a
dorzomedialis magban (DMN), ezen mag ventralis &esés a kaudalis hipotalamusz
periventrikularis magjaban helyezkednek el. OVX38&X+E2 csoportokban is azonositottuk
az eloszlasi mintazatot, de a jel sokkal gyengéhb az E2-kezelt csoportban. Kvantitativ
analizissel megallapitottuk, hogy 4 napos dsztrdgeelés OVX-es egerekben szignifikansan
lecsokkenti a rontgen filmeken detektalhat6 intkgdénzitast, mellyel a szignal mségét
meértuk.

Emulziés autoradiografok eziust szemcséinek cs@ipgjemezve hataroztuk meg, hogy
az 0sztrogén kezelés csokkenti-e a detektalhatéPRieRronok szamat, az egyes sejtek RFRP
mRNS tartalmat, vagy mindkétt Az egyedi neuronok felett talalhaté eziist székdéstegralt
denzitasanak vizsgalataval kimutattuk, hogy alagabhb az egyedi sejtek RFRP mRNS szintje
az OVX+E2 csoportban, mint az OVX-ben. Ezzel adiaisael szignifikansan kevesebb ezlst
szemcse csoportot (RFRP idegsejtet) azonositotamkOVX+E2 egerekben (26,4+2,6
neuron/allat; atlag+SEM), mint a kontrol OVX csofian (39,0+3,6 neuron/allat).

Az RFRP neuronok relativ kis csoportja mutatEiRymunoreaktivitast

Kolokalizacios kisérleteinkben kést jeldléses immunohisztokémiéval azonositottukyhog
mely ER izoforma feléls az RFRP mRNS expresszid 0sztrogén hatasara lkésive
csokkenéséért. Bs ERe immunojelobdés volt jelen az ARC és a ventromedidlis magban
(VMN) és néhany elszort sejtmag a dorzomedidlipésventrikularis magokban, melyek a
legtobb RFRP-1-IR sejtet tartalmaztak. Halvany &fel volt detektalhaté az RFRP-1-IR

9



sejtek 18,7+3,8%-aban, mig a legtobb RFRP neurantagalmazott ER: jelet. Néhany ER-
B-IR sejtmag volt detektalhaté a hipotalamikus perdsikularis magban (PVN), és csak
elszértan néhany ER4eldlt sejt a dorzomedialis magban. Nem mutattékhlER-B-pozitiv
RFRP neuront.

Immunohisztokémiai bizonyiték fiatal férfiakban a “KNDy” neuronok hianyara
KP-, NKB- és DYN-immunoreaktiv sejttestek elhegdere az Inf-ben

Feltételezziik, hogy a human mintakon és korabhtiathintakon végzett kisérleteinkben
kapott kiilonbodé kolokalizaciés mintazat részben tikrézi a repraiisk folyamatok faji
kildnbségeit. A peroxidaz-alapu immunohisztokémiébek NKB-IR sejttestet azonositottunk
az Inf-ben. A KP sejttestek sokkal kisebb szamletenjek meg a szomszédos metszetekben.
Kvantitativ analizissel kimutattuk, hogy a KP newsk denzitasa 5-sz6r alacsonyabb volt,
mint a NKB-IR sejttesteké. A DYN-IR sejttestek vagjjesen hianyoztak, vagy nagyon ritkan
fordultak et az Inf-ben, ezzel meggatolva a kvantitativ anstlizEzzel ellentétben, a
szupraoptikus mag sok DYN-jelolt sejttestet tartmtott, mely kizarja, hogy a Inf-ben
detektalt alacsony DYN szignal technikai korlatolatnvolt jellema.

Kettés immunofluoreszcens festéssel mutattuk ki a NKB34RKP-IR sejttestek nem vart
szegregéaciojat. Tiramid jel amplifikacié volt széiges a NKB/KP ket jeldlt sejttestek
szenzitiv kimutatdsahoz, mely az NKB-IR sejttestelik 32,9+4,7%-ban, a KP-IR sejttestek
75,2+6,6%-ban jelent meg.

Az Inf-ben talalhaté KP- és NKB-immunoreaktiv ngaixok grisége

Az Inf-ben taldlhaté immunojeldlt nydlvanyok éébrdulasa hasonlé, mint a jeldlt
sejttesteké. Itt is az NKB-IR volt a legjelle6imb fenotipus. Ezek az axonok szamos appoziciot
létesitenek az NKB-IR sejttesteken és dendritikylvényaikon. Az immunohisztokémiai
szignal altal boritott terllet kvantitativ analezikimutatta, hogy az NKB-IR nyulvanyok
slirlisége 5-szor nagyobb, mint a KP-IR nyllvanyoké. DIRNsyllvanyokat is detektaltunk az
Inf-ben, bar kevéshé gyakran, mint az NKB-IR, v&@¢IR axonokat.

Immunofloureszcens kisérletekben a &=tfelolt axonok mellett sok NKB-IR nyudlvany
volt megfigyelhed KP immunojel6lés nélkil, valamint olyan KP-IR nyahyok, melyek nem
tartalmaznak NKB-t. A DYN-IR nyulvanyok csak tiragiois szignal amplifikdlas melett
jelolodtek eBsen. A legtébbjik kiilonbozétt a KP-IR axonoktolr kétisen jeldlt KP/DYN-
IR nyulvanyok is megjelentek egyszer- egyszer. HEsm, a KP-IR nyllvanyok nagyrésze

dinofin B immunoreaktivitas mentes volt az Inf-b&naz InfS-ben is.
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A KP- és NKB-immunoreaktiv nytlvanyok sokasagaf&zben

Az InfS-be beleértjiik a postinfundibuléaris eminerfetszini és mély kapillaris goécait.
Mindkettt boven innervaljdk a GnRH-IR axonok, ezzel arral walkiogy hozzajarulnak az
adenohipofizis gonadotrop sejtieinek GnRH ellatézsahA két kapillaris héalézat korili
kilénbo® jeldlt nydlvanyok relativ irisége emlékeztet az Inf-ben megfigyeltekre. Ezek
szerint a portdlis erekidin kérbe vannak véve NKB-IR nyllvanyokkal és csaks@kelten
KP-IR nyulvanyokkal. Nagyon kevés DYN-IR nyllvangldlhaté a portalis kapillarisok
kozelségében.

Az immunofluoreszcens kisérletek meiggtették, hogy az NKB dominans a KP-hez
képest a portdlis erek korul és az NKB-IR nyulvad@ gyakran hianyzik a KP jelédiés. Az
Inf-hez hasonléan az InfS is tartalmaz egyes- &$kgelolt KP-IR nydlvanyokat is tartalmaz.
KP- és DYN-ketbs jelolt metszetekben a jelélt nyllvanyok nagyrésianbos, bar ritkan
kolokalizacio is detektalhato.

A GnRH-IR neuronokra érké KP-IR és NKB-IR appoziciok gyakorisaga

A GnRH neuronokra érké2NKB-IR és KP-IR bemenetek kvantitativ elemzésébmist-
arany intezifikalt Ni-DAB és DAB kromogénekkel jéldettds festett metszeteket vizsgaltunk.
A mikroszkdpos analizis medsitette, hogy az Inf-ben az NKB-IR és KP-IR axoreto-
szomatikus és axo-dendritikus bemeneteket kildenegBnRH-IR neuronokra. Kvantitativ
elemzéssel kimutattuk, hogy a GnRH-IR perikariorésk dendritek 6-szor, ill. 5-szor tébb
NKB-IR innervaciét kapnak, mint KP-IR-et.

A kisspeptin és neurokinin B rendszer nemi dimorfimusa idés egyénekben
Nemi kilonbségek a KP és az NKB neuronok sejttasteiben

Tanulmanyaink egyikében a KP-IR és NKB-IR neuromokrfometriai analizise soran
erds nemi kilonbséget mutattunk ki a KP-IR és NKB-Euronok méretében (atlagos teriilet)
az Inf-ben ids férfiak és ik kozott. A KP-IR sejttestek, akarcsak az NKB-IRttestek
megrittek és a profil teriiletik szignifikdnsan nagyololt idés rskben (284,2+27,3ufra KP-
IR és 298,1+19,7ufmaz NKB-IR neuronok), mint férfiakban (154,8+19,2um KP-IR és
190,4+20,4urhaz NKB-IR neuronok).

A KP-IR és az NKB-IR sejttestekfeldulasa az Inf-ben
A jelolt sejttestek kvantitativ elemzésével a kéeab eredményeket kaptuk:
- Férfiakban az NKB-IR sejttesteksbrdulasa szignifikansan nagyobb volt, mint
a KP-IR sejttesteké (120%-kal).
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- Nékben az NKB-IR sejttestekd@brduldsa csak 23%-kal nagyobb, mint a KP-IR
sejttesteké, de ez a kiildbnbség nem szignifikans.

- AKP-IR sejttestek atlagosisisége (sejtek éfordulasa egy 0.25mfves kereten
beliil) 170%-kal nagyobbdkben, mint férfiakban. Ez a komoly nemi kiilnbség
statisztikailag szignifikans.

- Az NKB-IR sejttestek @riisége 51%-kal nagyoblbkben, mint férfiakban és ez

a kulénbség statisztikailag szignifikans.

A KP-IR és az NKB-IR nyulvanyok regionalisisége
Idés férfiakban az Inf-ben csak kevés KP-IR rost nhatdt ki, ezzel ellentétben,
posztmenopauzasikben dirii rosthalozat jellemz Az NKB-IR axonok nem mutatjak ezt a
komoly nemi kilonbséget. A jeldlt axonok kvantitatlemzésével a kovetkeeredményeket
kaptuk:
- A férfi Inf-ben az NKB-IR axonok atlagtsisége 280%-kal nagyobb, mint a
KP-IR nyulvanyoké és ez a kilonbség statisztikastzignifikans.
- A néi Inf-ben az NKB-IR és a KP-IR nyulvanyoKiriisége statisztikailag nem
kilonbozik.
- A KP-IR nyulvanyok komoly nemi kilénbséget mutatnak1%-kal nagyobb a
stiriségiik kben, mint férfiakban. Ez a kildnbség statisztagiszignifikans.
- Az NKB-IR nyulvanyok csupén 8,4%-kaligibbek rbkben, mint férfiakban és
ez a kilonbség statisztikailag nem szignifikanengttben a KP-IR nyulvanyok

haldézatanak nagyon komoly és szignifikans nemidid@gével.

A GnRH neuronokra érké KP-IR és NKB-IR appoziciok gyakorisaga

A KP és GnRH, valamint az NKB és GnRH Kkettjelolt metszeteken ezlst-arany-
intenzifikalt Ni-DAB-ot és DAB kromogéneket haszindlk. A nagy nagyitasu
fénymikroszkdpos analizis megstftette a laboratériumunk altal kordbban tett nugfiést,
mely szerint a KP-IR axonok axo-szomatikus és emddtikus kontaktusokat létesitenek a
GnRH neuronokkal az Inf-ben. Jelen tanulmanybaoriiésaxo-szomatikus és axo-dendritikus
appoziciokat figyeltiink meg az NKB-IR axonok és Ghsejtek kozott.

A GnRH-IR sejtekre és dendritekre érikeKP-IR kontaktusok szemikvantitativ
analizisével megallapitottuk, hogy szignifikansatisebb KP-IR inputot kapnak a GnRH
neuronok sejttestjei és dendritjéikiven, mint férfiakban.

Mindkét nemben a GnRH-IR sejttestek és dendritelszignifikansan tébb NKB-IR
inputot kapnak, mint KP-IR inputot.
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Ellentétben a KP-IR inputoknal megfigyelt dramaimedimorfizmussal, a GnRH-IR
neuronokkal Iétesitett NKB-IR axo-szomatikus és -deodritikus juxtapoziciok
eléfordulasaban nem volt szignifikans kilonbség. Bagfigyelhet egy trend, mely szerint
nokben tébb NKB-IR kontaktus jelleriz

A KP és az NKB kolokalizaci6ja a GnRH neuronokraffseiben

A harmas immunofluoreszcens metszetek szamos KR4R NKB-IR nyulvanyt
tartalmaznak. A KP és NKB immunojel6lés csak régzieatfedést mutat és a GnRH neuronok
foleg egyes jelolt axonokkal vannak kapcsolatbandmiikben, mind férfiakban. A GnRH-IR
sejttesteken és dendriteken megfigyaihefferens kapcsolatok szemikvantitativ analizise
kimutatta, hogy férfiakban az NKB-IR afferensek #H%%-a tartaimaz KP
immunoreaktivitast is. Ez az aran§kien 31,314,9%
volt. Hasonl6éan az NKB szignallal kolokalizal6 KPritaktusok aradnya is magasabb volt
nékben (25,8+2,4%), mint férfiakban (10,2+4,6%).

Az emberi hipotalamikus kisspeptin és neurokinin B neurondlis rendszer korfligds
valtozasai
Az Inf-ben lé&¥ KP-IR és NKB-IR sejttestelstdrdulasa

Az NKB-IR sejttestek &riisége szignifikansan nagyobb a KP-IR sejttestekénédl
férfiakban, és ez az arany 3,7-szeresis I§érfiakban is nagyobb az NKB-IR sejttestek
siiriisége, mint KP-IR perikarionoké, de csak 2,2-szgyolab.

Az Oregedéssel novekedik a perikarionok szamas#y6-nagyobb a KP-IR sejttestek
atlagos 8riisége ids férfiakban, mint fiatalokban. Az NKB-IR sejttelstgiriisége is nagyobb
idés emberekben, de ez a kilonbség csak 1,5-sz6ros.

Az NKB-IR neuronok sejttest mérete
Az Inf-ben az atlagos NKB-IR sejttest teriilet 22;k&b nagyobb az itk férfiakban
(204,2+10,6urf), mint a fiatalokban (167,3+9,6/8n A két korosztaly kozétti kiilénbség

statisztikailag szignifikans.

Regiondlis KP-IR és NKB-IR nyulvaniréség
Az immunojeldlt nydlvanyok kvantitativ analiziséw alabbi kiilonbségeket kaptuk:
- Az NKB-IR axonok atlagos isiisége 6,1-szer volt nagyobb, mint a KP-IR
nyulvanyok sirisége fiatal férfiakban. &b férfiakban magas volt az NKB-IR

axonok siriisége is, bar csak 2,85-sz6r nagyobb, mint a KPxtRak diriisége.
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- Az oregedéssel egyitt jar a KP és NKB nyulvanyirkisegének névekedés. A
KP-IR nyulvany firisége 3,1-szer nagyobbéa férfiakban, mint fiatalokban;

mig az NKB-IR axonok 1,5-sz6rds korfitggdvekedést mutatnak.

A KP és NKB kolokalizaciéja neurondlis perikarionbaz Inf-ben

A kettds immunofluoreszcens kisérletek kvantitativ ansdizinegeisitette az NKB-IR
sejttestek dominanciajat a KP-IR sejttestekhez &&ménd fiatal, mind ids férfiakban.

Fiatal férfiakban a KP-IR sejttestek 72,7+6,0%-dalenaz NKB immunoreaktivitast is.
Hasonl6an, fiatal férfiakban a KP sejttestek 77,9%%a tartalmaz NKB immunojelet.
Ellenke® iranyban alacsonyabb az atfedés. Fiatal férfiakbarNKB-IR sejttestek csupén
35,845,1%-a tartalmaz KP immunoreaktivitast, a kzeionok nagyrésze egyes jeldlt.o&d
férfiakban a ketts jelolt NKB sejtek aranya 68,1+6,8%. Ezen korftiggivekedés a KP-IR
NKB neuronok szazalékaban statisztikailag szigaifik

A KP-IR és NKB-IR appozicioksdrdulasa a GnRH-IR neuronokon

A KP és GnRH, valamint az NKB és GnRH Kettjelolt metszeteken eziist- arany-
intenzifikalt Ni-DAB és DAB kromogének kombinéacibjéhasznaltuk. Ezen metszetek
fénymikroszkopos analizise megsitette, hogy a KP-IR és NKB-IR axonok axoszomati&s
axodendritikus kapcsolatokat létesitenek a GnRHammkkal az Inf-ben.

Az appoziciok kvantitativ analizisével kimutattilogy az NKB-IR innervacio ésebb,
mint a KP-IR beidegzés. Fiatal férfiakban a GnRittestek 6-szor tobb NKB-IR appoziciét
kapnak, mint KP-IR-et és a GnRH dendritek 6,4-¢ibbet. Ids férfiakban a GnRH sejttestek
5,3-szor tobb NKB-IR appoziciét kapnak, mint KPeRés a GnRH dendritek 6,4-szer tébb
NKB-IR bemenetet, mint KP-IR-et.

Mind a KP-IR, mind az NKB-IR kapcsolatok szignifit@korflig novekedést mutatnak.
A KP-IR appoziciok kvantitativ analizise kimutattapgy az Inf-ben a GnRH sejttestekre
érkezy KP-IR inputok 2,2-szer, mig a GnRH dendritekreegtkbemenetek 2-szer dmebbek
idés férfiakban, mint fiatalokban. Emellett, a legdldbgy KP-IR axoszomatikus appoziciot
kapé GnRH neuronok szazaléka megemelkedik; fiab@ok53,7%, mig az éd férfiakban
84,9%. A legkevésbé dramai, bar szignifikans kagéligovekedés figyelhétmeg a GnRH
sejtekre érkaz NKB-IR axoszomatikus appoziciok szaméaban. Az acwstikus kapcsolat 2-

szer, mig az axodendritikus kapcsolat 1,9-szertabl idbs férfiakban, mint fiatalokban.
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A KP és NKB kolokalizaci6ja a GnRH neuronok affeegimen

Harmas jeldléses immunfluoreszcens kisérletekbexazalis KP és NKB immunojelélés
csak részleges atfedést mutatott. Mind fiatal, mddéd férfiakban a GnRH neuronokrélég
egyes jeldlt axonok érkeznek. A KP/NKB kolokalizd&vantitativ analizise soran kimutattuk,
hogy fiatal férfiakban az NKB-IR afferensek 7,3#% KP immunoreaktiv. lig férfiakban is
hasonlé a kets jelolt afferensek aranya (9,5+3,7%), és nincgrsikans kor-hatas a
kolokalizaciés szazalékokban. Fiatal férfiakbanRxIR afferensek 7,9 + 2,8%-ban figyeltiink
meg NKB jelet, mig az itk férfiak KP-IR afferenseinek 11,6 + 4,6%-aban.

Kovetkeztetések

Tézisem alapjaul szolgél6é tanulmanyainkban 0] etekkt fedtink fel a hipothalamikus
GnRH neuronok peptiderg szignalizaciojaval kapdbala egerekben és emberekben.

Bebizonyitottuk, hogy 4 napos szubkutan E2 kezsfgnifikdnsan csokkenti a RFRP
mRNS expresszidjat. Ovariektomizalt egerekben, BRR idegsejtek 20%-aban detektaltunk
sejtmagi ERe immunoreaktivitast. A legtobb RFRP neuron nem motteERw pozitivitast,
ER- immunreaktivitast pedig egyéaltalan nem. Ezen (gtakl ndvelik a lehéségét annak,
hogy az RFRP neuronok részesei annak a neuroréfizatnak, mely kdzvetiti az 6sztrogén
hatasat a GnRH idegsejtekhez.

Immunohisztokémiai analizissel teszteltik a KNDyunoa koncepcié érvényességét
emberben. Leirtuk az NKB-IR sejttestek és nyllvé&nyegionalis denzitdsat és a GnRH
neuronokkal alkotott afferens kontaktusok gyaka@amely utdbbi 5-szor gyakoribb, mint a
KP-IR elemek. Ketts immunofluoreszcens vizsgalatokkal mégéettiik, hogy a NKB-IR és
KP-IR sejttestek és nyllvanyok egy komoly hanyadiéndllé és csak kb. 30%-a a NKB-IR,
ill. 70%-a a KP-IR sejttesteknek kédtjelolt. Tovabba nagyon kevés DYN-IR sejttest téhe
lathatéva az Inf-ben. A DYN-IR nyulvanyok is nagyadtkak, és par kivételt eltekintve,
kulénbéznek a KP-IR nyulvanyoktdél. A harom immuraktvitas hasonld éfordulast, ill.
kolokalizaciés aranyt mutat az InfS-ben és a piertéénak koril. Ezen adatok arra utalnak,
hogy a laboratériumi éallatokban megfigyelt kolokaliés mintazat nem szikségsesr
egyezik meg az emberével. Peldaul a fiatal férfiBNKeuronjai ritkan tartalmaznak KP
immunoreaktivitast. Tovabba, a birkaban és ragkbald leirt DYN jelenléte a KP/NKB
idegsejtekben talan irrelevans emberekben. Hadajuk kozotti killonbségek miatt szilkséges
lenne egy Uj modell, mely magyarazza a negativzassatolas mechanizmusat és a GnRH

pulzus generator tikddését emberekben.
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Immunohisztokémiai festésekkel tanulmanyoztuk a NKB rendszer nem-fiidg
valtozasait az Inf-ben. Leirtuk, hogy a KP sejte&rsa, a KP nyllvanyokidisége és a GnRH
neuronokon talalhat6 kontaktusaikferdulasa sokkal magasablsdnskben, mint férfiakban.
Az NKB sejttestek szama alig volt nagyobbkben és nem volt nemi kilénbség az NKB
nyulvanyok regionalis denzitdsaban, valamint a Gregjteken talalhaté bemenetek szamaban.
Az NKB sejtek, nyulvanyok és GnRH neuronokra éékbemenetek szama tobbszorose volt a
KP-IR elemekének férfiakban.dkben is tobb NKB bemenet jellemzi a GnRH sejtekant
KP. Immunofluoreszcens kisérleteinkben csak részlegfedést tudtunk kimutatni a KP és
NKB axonok kdzott. Nkben nagyobb szazalékban mutattunk ki KP és NKBKadizaciét a
GnRH afferenseiben, mint férfiakban. A régéta fdlinaézettel ellentétben, miszerint az
emberi hipotalamusz nem mutat jelEntnemi kiilonbségeket, jelen adataink vilagosan
megmutatjadk e két, az emberi szaporodéasi folyanbatokkulcsfontossagu szerepet bétolt
peptiderg rendszer nemi kilonbségeit. Tovabbi taAnlok sziikségesek ahhoz, hogy
eldonthessiik, mi okozza ezen kiilénbségeket.

Végezetil megvizsgaltuk a human KP/NKB neuronalemek korfiigg morfolégiai
valtozasait is. Kvantitativ immunohisztokémiai kisteinkben kimutattuk, hogy az NKB-IR
sejttestek és nydlvanyok regionalidirisége, a GnRH neuronokkal alkotott afferens
kapcsolataik szdma tobbszorose a KP-IR elemekéhtsitarozott korfligd novekedés
figyelhet meg a KP-IR sejttestek és nyulvanyok regionalisisegében és a GnRH
neuronokon megfigyelhétemenetek szamaban. Az NKB-IR sejttestek, nyllokms GnRH
neuronokkal alkotott axondlis appoziciok szamagisdidsebbekben, habar kisebb mértékben.
Kettés immunofluoreszcens kisérleteinkben kimutattulgyha KP-IR NKB sejttestek szama
fiatal férfiakban ~40%, mely ~70%-rasnidés férfiakban. A human KP és NKB neuronok
morfologia és fehérje expresszids véaltozasai vaggraényei, vagy okai a k&s kezddod
hipogonadizmusnak, mely gyakran &ferdul  kdzépkor( férfiakban. Allatkisérletek
sziikségesek ahhoz, hogy el tudjuk donteni, ezekldgd, elsidlegesen hipotalamikus

torténések hatasai, vagy a csokkemsztoszteron szint kovetkezményei.
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