DOI:10.14753/SE.2012.1766

A tuberoinfundibularis peptid 39 ¢€s
receptoranak leirdsa kisérleti allatok és ember
kozponti idegrendszerében

Doktori értekezés
Dr. Bago Attila Gyorgy

Semmelweis Egyetem
Szentagothai Janos Idegtudomany1 Doktori Iskola

: [ SEMMELWEIS
A | EGYETEM

Témavezetd: Dr. Dobolyi Arpad, Ph.D.

Hivatalos biralok: Dr. Komoly Samuel, egyetemi tanar, MTA doktor
Dr. Wenger Tibor, egyetemi tanar, MTA doktor

Szigorlati bizottsag elndke: ~ Dr. Kamondi Anita egyetemi tanar, Ph.D.
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Lovey Jozsef, féorvos, Ph.D.
Dr. Lukats Akos, egyetemi adjunktus, Ph.D.

Budapest
2012



1.
2.

DOI:10.14753/SE.2012.1766

Tartalomjegyzék

ROvVIditések JeYTOKe..................ccccoovviiiiiiiiiiiici 4
BEVOZEIES ... 7
2.1. A parathormon 2 (PTH2) reCePLOL ......ccoveii it 7
2.1.1.  ParathOrmon FECEPLOTOK ......ciiieiieeeieie sttt e ettt sresre s e e e e e naenrenrens 7
2.1.2. A PTH2 receptor iZOIAlASA.......ceiviiiiiiiirieieeee e 7
2.1.3. A PTH2 receptor I0KaliZACIOJa .....coveviiiieiiriiictisiee e 8
2.1.4. A PTH2 receptor endogén ligandumanak Keres€se ...........ccuvvviriinieiiininiininiinicennenens 9
2.2.  Atuberoinfundibularis peptid 39 (TIP39)........cccciiiiiiiiiireeeeeees 11
2.21.  Azendogén ligandum iZOLAlASA .........ccveiviiiiiiiiiic e 11
2.2.2.  TIP39 gén azonositasa €S SZEIKEZELE ........ccvvervireriie et 11
2.2.3.  ATIP39 mint a PTH2 receptor Hganduma...........ccovvevieiiesienie e 13
224, ATIP39 10KAlZACIOIA  ..o..ooeooiiii 14
2.2.5.  Eletkori és nemi kiilonbségek a TIP39 eXpresszifjaban..........coccevveriererinerieenienneenieenneenns 17
2.3. A TIP39-PTH2 receptor rendszer leirasa ragesalékban...................ccoooevnnnn 18
2.4. A TIP39-PTH2 receptor rendszer funkcionalis vizsgalata ................................ 19
COIKIHUTZOSCK ... 23
3.1. TIP39-et expresszalé neuronok vizsgalata patkanyokban embrionalis és postnatalis
KOFDAN ... 23
3.2.  TIP39-PTH2 receptor rendszer kimutatasa féemlés agyban ...............ccccocvernene 24
ANYAZOK €S MOASTEN ... 25
4.1. Kisérleti AllatoK ..............ooooiiiiiiii s 25
B100 PAUKAILY coovveeooeeeeeee oo eeee e 25
4.1.2. MaAJOIM SZOVELEK . ...eveieieiieiiteite sttt r e nre 26
4.2. Human agYSZOVEL .............ccoooiiiiiiiiiii e 26
4.3. ImmuneitoKEMIA ..o 28
4.3.1.  TIP39 immunfestés PatkANY aZYOMN ......cceveeruieiriiiiiieriiesieee et 28
4.3.2. TIP39 és CGRP kettds immunfestés patkany agyban..........c.ccocveeveviireniininiinecieicsene s 29
4.3.3. PTH2 receptor immunfestés majom agyban ............cccoeeririiiriiienenene e 29
4.3.4. PTH2 receptor és VGLUT2 kett6s immunfestés majom agyban...........ccocvevvveierincnennens 30
4.3.5. PTH2 receptor immunfestés human agyban ............cccoceririiiniiieiis e 30
4.3.6. PTH2 receptor és CRH vagy somatostatin kettds immunfestés human agyban ................. 31
44. RT-PCR vizsgalatok emberi ayon .............c.cccoiviiiiiniiniiicece e 32
4.5. In situ hibridizaAciO ..o 33
4.5.1. TIP39 in situ hibridizacios hisztokémia patkdny agyon ..........ccccvevrieniieniieiiieiinencneens 33
45.2. TIP39 és PTH2 receptor in situ hibridizacios hisztokémia majom agyon .............ccccceernene 33
4.6. Mikroszkopos vizsgalatok és KEprogzités ................ccooviviiiiicii 34
EredmeEnyek ...................ccccooouiiiiiiiiiiiiiii et 36
5.1. Patkany agyon végzett vizsgalatoK ................cccoccoviiiiiiniii 36
5.1.1. TIP39 expresszi6 az embrionalis €s korai posztnatalis patkany agyban ............cccccccevennenn 36
5.2. Majom agyszoveten végzett VizsgalatokK...............ccooeiviiiiiiiiiiii e 44

5.2.1. TIP39 mRNS eloszlasanak kimutatasa majom agyban in situ hibridizacios
hisztokémiAval.........ccociiiiiii 44



DOI:10.14753/SE.2012.1766

5.2.2. PTH2 receptor mRNS kimutatdsa majom agyban in situ hibridizacios hisztokémiaval.....45
5.3. Human agyszoveten végzett vizsgalatok ..................ccooviiiniiii 50
5.3.1. PTH2 receptor immunreaktivitas eloszldsa a human agyszovetben ..........c.cccoovrvinvennnnnn 50
5.3.2.  PTH2 receptor expresszid eloszlasa human agyszdvetben RT-PCR vizsgalatokkal .......... 53

5.3.3.  PTH2 receptor immunreaktiv rostok viszonya emberi hypothalamus somatostatin és
CRH termeld neuronjailoz. ........ccccoveiiiiiiiiiicc s 55

5.4. A PTH2 receptor térképezés osszefoglalé eredményei féemlos és ragesalo agyon. 57

0. MEGDESTOIES ... 61
6.1. Anatomiai Leiras ..........ccooiiiiiiiiic s 61
6.2. Metodikai megfontolasok ..............ccooiiiiiiiiiiii 63
6.3. A TIP39 expresszié megjelenése a korai életszakaszban patkanyban ................ 65
6.4. A TIP39 és a PTH2 receptor expresszidja foemlds agyban..............c..ccccoovvene. 68

6.4.1.  TIP39-et exXpresszalo SEILEK ......viiiiiiriiiiiiiiie e 68
6.4.2. PTH2 receptort expresszalo sejtek human €és majom agyban ..........c.cocveiiiiiieeicnencnnen, 68
6.4.3. PTH2 receptor mRNS eloszlas — homoldgia és kiilonb6zdség ragesalo és foemlos

T )Y 0 0 SRS 69
6.4.4. PTH2 receptor immunreaktivitas — rostok és terminalisok a féemlds agyban.................... 70

6.5. A TIP39 feltételezett hatasmechanizmusa a hypothalamus-hypophysis

FENOSZEIEN ..o s 71

6.6. OSSZRGZES ...ttt 74

7. KOVEtKEZIELOSC ................cocouviiiiiiiiiiiiiiici e 75
8. OSSZEfOZIALAS ..................o.cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 77
0. SUMIMAIY ..ottt bbbt b e nb e e e n e 78
10. Trodalomjegyzek..................cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicii e 79
11. Sajdat kozlemények jegyzeke..................ccoouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 88
11.1. Az értekezés alapjaul szolgalo sajat kozlemények ................cccooveniiiiiiiiicnens 88
11.2. Az értkezés témajaban készitett idézheté absztraktok.................c.ccooiiiiiienne 88
11.3.  Egyéb KOzZIemEnyek..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiee s 89
12. KOSZOREINPIIVANTLAS .............cc.oooviiiiiiiiieii e 91



DOI:10.14753/SE.2012.1766

1. Roviditések jegyzéke

A jegyzékben az dbrdkon hasznalt roviditéseknek megfeleld anatomiai elnevezéseket
soroltam fel. Mind a rovidités jegyzékben, mind a dolgozatban vegyesen fordulnak elé
hagyomanyos latin, illetve latin eredetti, de mar angol formaban eclterjedt anatémiai
nevek. A kettésség oka az, hogy a magyar idegsebészeti-neurologiai-idegtudomanyi
koznyelvben mindennaposan hasznalt latin, vagy latinos anatomiai neveket (példaul
nucleus ruber, eminentia mediana, lemniscus medialis) nem akartam angol formajukban
hasznalni (red nucleus, median eminence, cerebral aqueduct, medial lemniscus), mert ez
idegeniil hangzott volna a magyar szovegkornyezetben. Természetesen a hagyomanyos
latin alakban nem létez6, vagy latin formaban széles korben nem hasznalt
neuroanatomiai elnevezéseket (példaul bed nucleus of stria terminalis, dorsal vagal
complex) a nemzetkozi irodalomban elterjedt és a neuroanatomiai atlaszokban is k6zolt

angol formajukban hasznalom.

Rovidités Angol elnevezés Latin elnevezés

ac anterior commissure commissura anterior
AcN accumbens nucleus nucleus accumbens
Ahi amygdalo-hippocampal transition zone

al ansa lenticularis ansa lenticularis
AM anteromedial thalamic nucleus

AN accumbens nucleus nucleus accumbens
AON anterior olfactory nucleus nucleus olfactorius anterior
Apr anteroprincipal thalamic nucleus

aqg cerebral aqueduct aquaeductus cerebri
BL basolateral amygdaloid nucleus

BNST bed nucleus of the stria terminalis

CeA central amygdaloid nucleus

CG periaqueductal central gray

CoA cortical amygdaloid nucleus

cp cerebral peduncle pedunculus cerebri
cu cuneate fasciculus fasciculus cuneatus
DG dentate gyrus gyrus dentatus

DH dorsal horn

dif dorsolateral fasciculus

DLPAG periaqueductal gray, lateral subdivision

DM dorsomedial hypothalamic nucleus

DpMe deep mesencephalic nucleus

DR dorsal raphe nucleus

DTg dorsal tegmental nucleus

EGP external globus pallidus

f fornix fornix

fr fasciculus retroflexus fasciculus retroflexus



IGP
Inf
L2
LG, CGL
LGN
LH, LHA
]
LPAG
LS
LV
M5
MD
me
MeA
mfb
MG, CGM
MGN
mi
mif
MMG
MMN
MPA
MPL
MPN
nu
oT

ot
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Pa
PAG
PBG
PBL
Pe

PH
PIL
Pir

Pn
PnO
PP

Pu
Pul
PVG
PVT

py

rs
Rt
Sag
SC
SCh
scp
Sl
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internal globus pallidus
infundibular nucleus

lamina 2 of the dorsal horn
lateral geniculate body

lateral geniculate nucleus
lateral hypothalamic area
lateral lemniscus
periaqueductal gray, lateral subdivision
lateral septal nucleus

lateral ventricle

motor trigeminal nucleus
mediodorsal thalamic nucleus
median eminence

medial amygdaloid nucleus
medial forebrain bundle
medial geniculate body
medial geniculate nucleus
medial lemniscus

medial longitudinal fasciculus

medial nucleus of the medial geniculate body

medial mamillary nucleus
medial preoptic area

medial paralemniscal nucleus
medial preoptic nucleus

motor oculomotor nucleus
olfactory tubercle

optic tract

optic chiasm

hypothalamic paraventricular nucleus
periaqueductal gray
parabigeminal nucleus

lateral parabrachial nucleus
hypothalamic periventricular nucleus
posterior hypothalamic nucleus
posterior intralaminal complex
piriform cortex

pontine nuclei

pontine reticular nuclei
peripeduncular nucleus
putamen

pulvinar thalami

periventricular gray of thalamus
paraventricular thalamic nucleus
pyramidal tract

red nucleus

rubrospinal tract

reticular thalamic nucleus
sagulum nucleus

superior colliculus
suprachiasmatic nucleus
superior cerebellar peduncle
susbstantia innominata

corpus geniculatum laterale

lemniscus lateralis
nucleus septi lateralis
ventriculus lateralis

nucleus motorius nervi trigemini

eminentia mediana

corpus geniculatum mediale

lemniscus medialis
fasciculus longitudinalis medialis

nucleus paralemniscalis medialis

nucleus motorius nervi oculomotorii
tuberculum olfactorium

tractus opticus

chiasma opticum

nuclei pontis

putamen nuclei lentiformis
pulvinar thalami

tractus pyramidalis
nucleus ruber
tractus rubrospinalis

colliculus superior

pedunculus cerebellaris superior
susbstantia innominata



sm
SN
SO
SOC
SPF
SPF
SPFp
VA
VLL
VMG
VMH
VPL
VPM
ZI

3V
4n
4V
5n
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stria medullaris

substantia nigra

supraoptic nucleus

superior olivary complex

subparafascicular area

subparafascicular nucleus

subparafascicular nucleus, parvicellular part
ventroanterior thalamic nucleus

ventral nucleus of the lateral lemniscus
ventral nucleus of the medial geniculate body
hypothalamic ventromedial nucleus

ventral posterolateral thalamic nucleus
ventral posteromedial thalamic nucleus
zona incerta

motor facial nucleus

third ventricle

trochlear nerve

fourth ventricle

trigeminal nerve

stria medullaris thalami
substantia nigra
nucleus supraopticus

nucleus subparafascicularis

Zona incerta

nucleus nervi facialis

ventriculus tertius, ventriculus 11
nervus trochlearis

ventriculus quartus, ventriculus 1V
nervus trigeminus
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2. Bevezetés

2.1. A parathormon 2 (PTH2) receptor
2.1.1. Parathormon receptorok

A parathormon (PTH) receptorok a II. tipusu (vagy mas néven B osztalyba sorolt,
glucagon/secretin tipusi) G-proteinhez kapcsolt receptorok kozé tartoznak, hasonldéan a
glucagon, a calcitonin, a calcitonin related peptide (CGRP), gastric inhibitory peptide
(GIP), a growth hormone releasing hormone (GHRH), parathyroid hormone related
peptide (PTHrP), a secretin és a vasoactive intestinal peptide (VIP) ismert
receptorainoz. Ezek a receptorok hét transzmembran doménnel rendelkeznek
(heptahelikalis szerkezet), a receptor strukturat az extracellularis hurkokban levd, az
egész receptor csaladra jellemzo cisztein tartalmu szakaszok kozott kialakult diszulfid
hidak biztositjak. Hatasukat tipikusan tobb masodlagos hirvivé mechanizmus 0tjan
fejtik ki (Usdin és mtsai 2002). A Gs protein a-alegységén keresztiil, a ciklikus-
adenozin-monofoszfat (cAMP) szintézis serkentésével a protein-kinaz A-t (Segre és
mtsai 1992), mig a Gq fehérjén keresztiil a foszfolipaz-C (PLC) és inozitol-trifoszfat
(IP3) kaszkadot aktivaljak (Friedman és mtsai 1999). Ez utobbi intracellularis Ca?* szint
emelkedéshez vezet, mely vizsgalatok szerint elsGsorban citoplazmaban jelenlévo
endogén Ca®* raktarakbol torténik (Tanaka és mtsai 1995). Jelenleg emlésben kétfajta
PTH receptort ismeriink, a PTH1 és PTH2 receptorokat (Usdin és mtsai 1995). Az
emlésben leirt két PTH receptor mellett a zebrahalban (Danio rerio) egy harmadik
receptort is izolaltak, melyet zZPTH3 receptornak neveziink (Rubin és mtsai 1999; Rubin
és Juppner, 1999).

2.1.2. A PTH2 receptor izolalasa
A PTH receptorat (PTHL1 receptor) 1991-ben izolaltak (Juppner és mtsai 1991). Ezen a

receptoron keresztiil fejti ki fiziologias hatasat a PTH, mely a vese Ca®* reszorpciojanak

. e ey , . 2+ . .
¢és a csontrendszer osteoclast aktivitasanak fokozasaval a szérum Ca“ szint emelésében
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nyilvanul meg. 1995-ben a patkany genom feltérképezése soran szekvencia hasonlosag
alapjan talaltak meg egy 0j, addig le nem irt, ismert ligandummal nem rendelkezd
receptor génjét, majd magat a receptor fehérjét is (Usdin és mtsai 1995). Mivel az yj
receptor aminosav sorrendje 70%-ban egyezett a PTH receptoréval (PTHI1 receptor),
PTH 2 receptornak nevezték el (PTH2 receptor). A hasonlésag ellenére a patkany PTH
(rPTH) ezt a receptort nem aktivalta, ezért a PHT2 receptort kezdetben az ,,orphan”
(arva) receptorok kozé soroltak. A ligandum keresés els6 1épése a receptor anatomiai

lokaliz4lasa volt.

2.1.3. A PTH2 receptor lokalizacioja

A PTH1 receptor ecls6sorban a vesében és a csontszovetben fordul eld, bar kis
mennyiségben a kozponti idegrendszerben is kifejezédik (Hurwitz, 1996; Rizzoli és
mtsai 1992). Ezzel szemben Northern blot technikaval a legtobb PTH2 receptort a
kozponti idegrendszerben (Usdin és mtsai 1995), valamivel kisebb mennyiségben a
herékben, a tiidében és a placentaban talaltak. In situ hibridizacioval ezen kiviil PTH2
receptor jelenlétét igazoltak az artériadk endotheliumaban, bronchusokban, vese
glomerulusokban, a pancreasban, az ovariumban, a mellékherében, a pajzsmirigyben és

a csontokban (Usdin és mtsai 1996; Usdin és mtsai 1999a).

A PTH2 receptor kozponti idegrendszeri eloszlasa, melyet részletesen leirtak
patkanyban ¢és egérben, jelentdésen kiilonbozik a PTHI1 receptor idegrendszeri
lokalizaciojatol (Faber és mtsai 2007; Wang és mtsai 2000). A PTH2 receptor
neuroanatomiai feltérképezését reverz-transzkriptaz PCR-ral (RT-PCR), in situ
hibridizacioval, immunhisztokémidval és transzgén egértorzs felhasznalasaval végezték
(Faber és mtsai 2007). Erdekes, hogy mig patkanyban a PTH2 receptort kifejezd
sejttestek immunhisztokémiailag jol festhet6ek és megfelelnek az in situ hibridizacioval
talalt lokalizacioknak (Wang ¢és mtsai 2000), addig egérben PTH2 immunpozitiv
sejteket immunfestéssel kimutatni nem tudtak, csak a PTH2 receptor immunpozitiv
rostokat, annak ellenére, hogy a PTH2 receptort expresszald neuronok jelenlétét egérben

is igazoltak in situ hibridizacioval (Faber és mtsai 2007).
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A korabban ko6zolt vizsgalatok a ragesald agyban PTH2 receptort az alabbi teriileteken
irtak le (Dobolyi és mtsai 2006a; Dobolyi és mtsai 2002; Faber és mtsai 2007; Wang és
mtsai 2000):

Limbikus rendszer: nucleus olfactorius anterior, tuberculum olfactorium, nucleus
lateralis septi, bed nucleus of the stria terminalis, amygdala, amygdala-hippocampal
transitional zone, hippocampus, cortex, gyrus dentatus, subiculum, claustrum, nucleus
endopiriformis, nucleus accumbens, nucleus caudatus, putamen, striatum ventralis

része, substantia innominata.

Thalamus: corpus geniculatum mediale, k6zépvonali és intralaminaris magok, nucleus

habenulae.
Hypothalamus: medialis pracopticus teriilet, nucleus paraventricularis, perivetricularis
magok, nucleus arcuatus, lateralis hypothalamus, nucleus tuberomamillaris, ventralis

praemamillaris teriilet.

Mesencephalon: lateralis interpeduncularis magok, paranigralis magok, raphe magok,

nucleus colliculi superioris, nucleus colliculi inferioris.

Pons: nucleus sphenoidalis, nucleus corporis trapezeoidi, cochlearis magok.

Medulla oblongata: nucleus tractus soltarii, nucleus és tractus spinalis nervi trigemini.

Cerebellum: cortex.

Gerincveld: a sziirkeallomany dorsalis szarva, ganglion spinale.

2.1.4. A PTH2 receptor endogén ligandumanak keresése

A PTHI receptor két endogén ligandumat ismerjiik, a PTH-t, valamint a parathormon
related peptide-t (PTHrP), melyek koriilbeliil azonos mértékben aktivaljak a PTH1
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receptort (Gensure és mtsai 2005). A PTH a mellékpajzsmirigyben termelddik,
elsédleges szerepe a szervezet Ca?* homeosztazisanak biztositasa, melyet a Ca?* renalis
reszorpciojanak és csontban raktarozott Ca®* mobilizalasanak szabalyozdsaval hajt
végre. Elettani hatdsdban a pajzsmirigy vilagos sejtjei altal termelt calcitonin hatésat
ellenstlyozza. A PTHrP 1988 6ta ismert, kiillonb6z6 szervekben (csont, emld, bor, vese)
termel8dik. Elettani szerepe sokrétli, érinti az enchondralis csontosodast, a fogzast, az
emlOk fejlédését, de a PTH-hoz hasonld hatassal is rendelkezik (Martin és mtsai 1997).
Koros koriilmények kozott egyes human malignus tumorok szekretalhatnak PTHrP-t,

ami paraneoplazias tiinetként hypercalcaemidhoz vezet.

Az emlésokkel ellentétben, a zebrahalban a PTH két formajat is leirtak (zPTHI1 és
zPTH?2), itt a kétfajta PTH ¢és a hdrom ismert receptor (zPTHI, zPTH2 ¢és zPTH3
receptorok) az emlésokénél komplexebb rendszert alkot (Gensure and Juppner, 2005;
Gensure és mtsai 2005).

A human PTH (hPTH) er6s agonistaként hat a human PTH1 és parcialis agonistaként a
human PTH2 receptorokon (hPTH2 receptor), és hatastalan a patkany PTH2 receptoron
(rPTH2 receptor). A patkany PTH (rPTH) erds agonistaként hat a patkany PTHI1
receptoron (rPTH1 receptor) és nem hat a patkany PTH2 receptoron (rPTH2 receptor).
A PTHrP nem hat sem a patkdny, sem a human PTH2 receptoron (rPTH2 receptor,
hPTH2 receptor) (Goold és mtsai 2001).

Az a tény, hogy a PTH2 receptor elsésorban a kdzponti idegrendszerben fordul el6 és
PTH az idegrendszerben nem mutathaté ki, valamint, hogy a human PTH (hTH) csak
gyenge parcialis agonistaként hat a PTH2 receptoron (Usdin és mtsai 1995) és a patkany
PTH (rPTH) nem hat a patkdny PTH2 receptoron (rPTH2 receptor), arra utalt, hogy a
PTH2 receptor sajat, eddig ismeretlen endogén ligandummal rendelkezik, ami a

kozponti idegrendszerben termelddik.

10
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2.2.  Atuberoinfundibularis peptid 39 (TI1P39)

2.2.1. Az endogén ligandum izolalasa

Az endogén ligandum keresését PTH2 receptorral transzfektalt HEK293 sejtkultiran, a
receptor aktivalodasra bekovetkez6 cAMP szint mérésével végezték (Usdin és mtsai
1999b). Mivel a korabbi vizsgalatokkal PTH2 receptorok bdséges eléfordulasat
igazoltak az agytorzsben ¢és a diencephalonban, feltehetd volt, hogy az endogén
ligandum is innen szarmazik. Friss szarvasmarha agy kiilonb6z6 teriileteibdl készitett
homogenizatumokkal végzett stimulaciés vizsgalatok soran a hypothalamusbol
szarmaz6 Kivonattal nagyobb cAMP valaszt kaptak a receptoron, mint PTH-ra (Hoare és
mtsai 1999; Usdin, 1997), igy hypothalamikus homogenizatumok a tovabbi tisztitasat
végezték el. Savas extrakcioval végiil 25kg szarvasmarha hypothalamus szovetbodl
izolaltak ¢s tomegspektrometridval azonositottak egy 39 aminosavbol allo, a PTH2
receptorhoz  szelektiven kotdd6, azt potensen akitvald ligandumot, melyet
tuberoinfundibularis peptid 39-nek (tuberinfundibular peptide of 39 residues, TIP39)
neveztek el (Usdin és mtsai 1999b).

2.2.2. TIP39 gén azonositasa és szerkezete

A szarvasmarha TIP39 (bTIP39) tisztitasat €s izolalasat kovetden szekvencia homolodgia
alapjan azonositottak a human, a patkany és egér TIP39 gént (Dobolyi és mtsai 2002;
Hansen és mtsai 2002; John és mtsai 2002). A human TIP39 gén a 19-es kromoszoma
hosszt karjan helyezkedik el, 19q13.33 pozicidban. A TIP39 gén két exont és egy
kozbeékelt intront tartalmaz. A kodolt prekurzor fehérje 100 aminosavbol all, az eliilsé
exon az 1-34 pozicidoban 1évé aminosavakat, a hatuls6 exon a 35-100 elhelyezkedd
aminosavakat kodolja. A TIP39 szintézise sordn a prekurzor peptid két proteolizisen
megy at, az 1-30 aminosavak egy szignalpeptidet kodolnak, mig 31-100 aminosavak a
propeptidet (proTIP39), melybél a masodik hasitassal jon létre a tisztitassal nyert
TIP39, mely az eredeti prekurzor peptid 62-100 pozicioban 1évé aminosavait

tartalmazza (1. abra).

11
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szignélpeptid proTIP39
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1. abra

A TIP39 egy 100 aminosavbol allé pre-pro-TIP39 prekurzorbol
szarmazik, két proteolizissel. A 30/31 aminosav kozott hely lizise
lehasitja a szignalpeptidet. A hasitas utdn egy70 aminosavbol allo
propeptid marad (proTIP39). A propeptid els6 30 aminosavanak
levalasztasa utan keletkezik maga a TIP39, mely az eredeti prekurzor
62-100 aminosavait tartalmazza.

A human TIP39 (hTIP39) megegyezik a szarvasmarhabdl izolalt TIP39-el (bTIP39)
(Della Penna és mtsai 2003), hasonléan a patkany TIP39 (rTIP39) és az egér TIP39

(mTIP39) aminosav sorrendje is azonos (Della Penna és mtsai 2003; Dobolyi és mtsai
2003b). A human TIP39 89%-ban azonos az egér/patkany TIP39-el, attél négy

aminosavban tér el (2.abra).

TIP32 SLALADDAAFRERARLLAALERRHWLNSYMHKLLVLDAP
TIP32 SLALADDAAFRERARLLAALERRRWLDSYMQKLLLLDAP

human / szarvasmarha
patkany / egéer

2. abra

A human (szarvasmarha) és a patkany (egér) TIP39 aminosav sorrendje, a négy Kkiilonb6z6 aminosavat

szinessel emeltiik ki.
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A TIP39-et nemcsak emlésdkben, hanem csontos halakban is kimutattdk, mégpedig a
kovetkez6 fajokban (Papasani ¢és mtsai 2004; Shoemaker és mtsai 2006): fugu
(Takifugu rubripes), zebrahal (Danio rerio), nilusi és mozambiki tilapia (Oreochromis
niloticus, Oreochromis mossambicus). Ez utobbi két fajban a TIP csak 38 aminosavbol
all, igy TIP38-nak nevezziik (Shoemaker és mtsai 2006). A halakban leirt TIP
valtozatok kb. 60%-os homologiat mutatnak az emlds TIP-el. A zebrahalban kordbban
emlitett ZPTH2 nem azonos a zTIP39-el, az el6bbi inkabb az emlés PTH-ra, mig az

utobbi az emlos TIP39-re hasonlit.

2.2.3. A TIP39 mint a PTH2 receptor liganduma

Farmakoldgiai vizsgalatok szerint a TIP39 szelektiven és nagy affinitdssal kotddik a
PTH2 receptorhoz. A PTH parcialis agonistaként hat a PTH2 receptoron, de mas jellegi
valaszt talalunk TIP39 vagy PTH okozta aktivalodaskor. Mig PTH-ra csak atmeneti és
Kisfoki cAMP valasz alakul ki, addig a TIP39 tartosan magas CAMP akkumulaciot,
protein-kinaz C aktivaciot, receptor internalizaciot okoz, hatdsara atmeneti
deszenzitizacio alakul ki. A human TIP39 (hTIP39) nem hat sem a human PTHI
receptoron (hPTH1 receptor), sem a zebrahal PTH1 ¢és PTH3 receptoran (zPTHI1 és
zZPTH3 receptorok), viszont aktivalja a human, a patkany, és a zebrahal PTH2 receptort
is (Goold és mtsai 2001).

Az elébbiek arra utaltak, hogy a PTH, ami az idegrendszerben nem talalhaté meg, és a
PTH2 receptoron csak enyhe atmeneti aktivalodast okoz, nem lehet a PTH2 receptor
fiziologias liganduma. A fiziologias ligandum nagy valdsziniiséggel a PTH2
receptorhoz nagy szelektivitassal kotddd és annak tartos aktivalodasat okozo, a kdzponti

idegrendszerben is jelenlévo ) neuropeptid, a TIP39.

A két ligandum (TIP39 és PTH) PTH receptorokon vald kdtddésének hatsait, melyeket

irodalmi adatok alapjan korabbiakban részleteztiink, az 1. tdblazatban foglaltuk ossze.
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hPTH1R hPTH2R rPTHIR rPTH2R
hPTH erds agonista parcialis agonista hatastalan
rPTH agonista erds agonista hatastalan
hTIP39 hatastalan erds agonista hatéstalan erds agonista
rTIP39 hatéastalan erds agonista hatéastalan erds agonista
PTHrP parcidlis agonista hatéastalan parcialis agonista hatastalan

1. tablazat

A tablazatban a korabbi vizsgalatokban a human (hPTHIR és hPTH2R) és patkdny (rPTHIR és
rPTH2R) parathormon 1 és parathormon 2 receptorok kiilonb6z6 ligandumokra adott valaszait
Osszegeztiik (WPTH human parathormon, rPTH patkany parathormon, hTIP39 human TIP39, rTIP39
patkany TIP39, PTHrP parathormone related peptide).

2.2.4. A TIP39 lokalizacioja

TIP39 expresszidjat szamos szervben igazoltak. Patkdnyban jelentds TIP39 kifejezddést
talaltak RT-PCR technikéaval az agyszovetben és a herékben, emellett TIP39-et mutattak
Ki a szemben, a spinalis ganglionokban (Dobolyi és mtsai 2002), a vesében ¢és a
pancreasban (Eichinger és mtsai 2002). Emberben az agyban, a tracheaban, a foetalis
majban, a vesében és a szivben irtdk le. Mivel a TIP39 a vérben nem mutathato ki,

feltételezhetd, hogy a szervekben auto-, vagy parakrin modon fejti ki hatasat.

A PTH2 receptort tartalmazd szamos agyteriilettel szemben a TIP39-et expresszald
neuronok az emlés agy csak két nagyon jol korilirt helyén, a thalamusban a
subparafascicularis areanak nevezett subparafascicularis mag koriili teriileten (Dobolyi
¢s mtsai 2002; John és mtsai 2002), valamint a pontomesencephalicus atmenet
magassagaban a lemniscus lateralistol medialisan talalhatoak meg (Dobolyi és mtsai
2003a; Dobolyi és mtsai 2002). Mig a rostralis ponsban talalhatd TIP39 sejtek egy jol
definialhaté koriilirt sejtcsoportot alkotnak, amit medialis paralemniscalis magként
(MPL) sikeriilt azonositani (Varga és mtsai 2008), a subparafascicularis area (SPF)
TIP39 sejtjei komplexebb anatémiai elrendezést mutatnak. Maga a subparafascicularis

area a thalamus hatso, ventromedialis teriiletében helyezkedik el a fasciculus retroflexus
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és a parafascicularis thalamicus mag koriil. A subparafascicularis area TIP39-et
expresszalo sejtjei két, morfologiailag és funkcionalisan is elkiilonithetd csoportra
oszlanak. Az egyik a medialis, kozépvonali, a parafascicularis mag magnocellularis
részben elhelyezkedd, a thalamus periventricularis sziirkedllomanyahoz (PVG) tartozo
tomegesebb sejtcsoport (SPF-PVG), mig a masik, ettél caudalisan és lateralisan,
egészen a corpus geniculatum mediale-ig htz6dd, a subparafascicularis mag
parvicellularis részében (SPFp) elhelyezkedd, a thalamus hatsé intralaminaris
komplexumahoz (PIL) tartozé szétszortabb, ritkabb sejtcsoport (SPFp-PIL) (Dobolyi és
mtsai 2003a). A TIP39-et expresszald neuronok kis teriiletre Korlatoz6dd megjelenése
ellenére TIP39-immunpozitiv rostokat igen kiterjedten talalunk az agyban.
Roncsoléssal, anterograd és retrograd tracer vizsgéalatokkal feltérképezték a TIP39

neuronok széles projekcios és afferens kapcsolatait.

A medialis subparafascicularis, a periventricularis sziirkeallomanyhoz (SPF-PVG)
tartozd TIP39 neuronok elsddlegesen a medialis praefrontalis cortex, a nucleus septi
lateralis (LS), a bed nucleus of the stria terminalis (BNST), az amygdala, a thalamus
periventricularis magok, valamint a fundus striati iranyaba vetiilnek, tehat az efferens
projekcio dontéen a limbikus rendszer felé torténik (Dobolyi és mtsai 2003a; Wang és
mtsai 2006c). Az SPF-PVG jelentés bemenetet kap a limbikus rendszerbdl (medialis
praefrontalis kéreg, ectorhinalis kéreg, subiculum, septum) és a diencephalonbol,
hangsulyosan a hypothalamusb6l (ventromedialis, periventricularis, dorsomedialis
magok, a praeopticus area, a zona incerta) (Wang és mtsai 2006b). Ez az afferentacio
kiilonbozik a kdzépvonali és intralaminaris thalamikus magok afferens kapcsolataitol
(Van der Werf és mtsai 2002), mintazataban a kozépagy periaquaeductalis

szlirkeallomanyanak (PAG) neuronalis inputjahoz (Beitz, 1982) hasonlatos.

A lateralis subparafascicularis, a thalamus hats6 intralaminaris komplexumahoz tartozo
TIP39 neuronok (SPFp-PIL) projekcidinak célteriiletei a hypothalamus paraventricularis
¢és dorsomedialis magjai, az amygdala, valamint a medialis praefrontalis cortex, a
nucleus accumbens (AN) és a bed nucleus of the stria terminalis (BNST). Itt a projekcid
a limbikus és a neuroendokrin rendszert célozza (Dobolyi és mtsai 2003a). Az SPFp-

PIL TIP39 neuronok legfontosabb afferens kapcsolatai a limbikus rendszer (amygdala,

15



DOI:10.14753/SE.2012.1766

medialis praefrontalis cortex), a hypothalamus (lateralis praeopticus teriilet,
paraventricularis magok), a somatosensoros kéreg, valamint az agytorzsi
viscerosensoros kozpontok fel6l (locus coeroleus, nucleus tractus solitarii, nucleus

spinalis nervi trigemini) szarmaznak (Coolen és mtsai 2003).

A medialis paralemniscalis mag (MPL) els6sorban az agytorzs iranyaba vetiil, a
colliculus superior mélyebb rétegeibe, a colliculus inferior kiilsé kérgébe, a nucleus
parabrachialis  lateralisba, a corpus trapezoidumba, a periaquaeductalis
szlirkeallomanyba (PAG) és a gerincvelobe (Dobolyi és mtsai 2003a), vagyis az MPL
projekcidja jelentds a hallorendszer agytorzsi atkapcsold magvai iranyaban. Az MPL
mediale, colliculus superior, colliculus inferior, periolivaris teriilet) valamint a
hypothalamus (elsdsorban a ventromedialis magok) (Herbert és mtsai 1991; Varga és
mtsai 2008; Winer és mtsai 1998).

Az TIP39 neuroncsoportok (PVG, PIL, MPL) egymas iranyaban is adnak efferenseket
illetve kapnak afferentaciot, viszont ez nem TIP39 sejteken keresztiil torténik, amint ezt
retrograd tracer vizsgalatok igazoltak (Varga és mtsai 2008; Wang és mtsai 2006c). Az
SPF- PVG, SPFp-PIL és MPL TIP39 sejtek projekcioi dontéen ipsilateralisak.
Legjelentdsebb contralateralis vetiiletei PIL-nek vannak, melyek rostjai a supraopticus
decussation keresztiil vetiilnek az ellenoldali hypothalamusba. Ezen kiviil az MPL vetiil
az ellenoldali MPL-be, de ezt a kapcsolatot nem TIP39 rostok kozvetitik (Varga és
mtsai 2008) (3.abra).
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Limbikus rendszer Limbikus rendszer Hall6 rendszer
Hypothalamus Hypothalamus Hypothalamus
Viscerosensoros rendszer

SPF-PVG | SPF | SPFp-PIL

Limbikus rendszer Hypothalamus Hallérendszer
(Hypthalamus) (Limbikus rendszer) Gerincveld

3. dbra

A TIP39-et expresszaldo nagy sejtcsoportok legfontosabb afferens és
efferens kapcsolatai. A subparafascicularis area (SPF) medialis TIP 39
sejtcsoportja  (SPF-PVG) els6ésorban a limbikus rendszer és
hypothalamus feldl kap bemenetet, és féleg a limbikus rendszer,
kisebb mértékben a hypothalamus felé vetiil. Az SPF lateralis TIP39
sejtcsoportja  (SPFp-PIL) f6 afferensei a limbikus rendszer, a
hypothalamus és a visceromotoros rendszer fel6l jonnek, efferentacidja
els6sorban hypothalamikus, kisebb mértében limbikus. A pontin TIP39
sejtcsoport, amint medialis paralemniscalis magként (MPL) tartunk
szamon, afferentaciot kap a hallorendszer és a hypothalamus fel6l,

A

2.2.5. Eletkori és nemi kiilonbségek a TIP39 expressziojaban

Kiilonboz6 életkoru (1-125 napos) patkanyokon végzett in situ hibridizacios, kvantitativ
RT-PCR ¢és immuncitokémiai vizsgalatok szerint a TIP39 expresszid a
subparafascicularis teriileten (SPF) és a medialis paralemniscalis magban (MPL)
sziiletés utan folyamatosan emelkedik, tetdpontjat a sziiletés utani 14. napon éri el, a 33.
napig platon marad és ezutan folyamatosan csokken (Dobolyi és mtsai 2006b). A
csOkkenés nagyobb mértékii himekben. Fiatal him és ndstény patkdnyokban a TIP39
expresszid nem kiilonbozott, de tekintettel a himekben bekovetkez6 markansabb

csokkenésre, idOsebb allatokban a TIP39 mennyiségében nemi kiilonbséget talalunk, a
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nostények javara. A TIP39 kifejez6dés csokkenése részben megakadalyozhato volt
pubertas el6tt végzett gondd kiirtassal. A TIP39-el ellentétben a PTH2 receptor
expresszioja a postnatalis egyedfejlédés soran valtozatlan maradt, és a két nem kozott

sem talaltak kiilonbséget (Dobolyi és mtsai 2006b).

2.3. A TIP39-PTH2 receptor rendszer leirasa ragcsalokban

A TIP39 neuronok a korabbiakban leirt, két jol meghatarozott teriileten helyezkednek el
(SPF, MPL), és innen a diencephalon és az agytorzs iranyaban hosszi TIP39-
Immunpozitiv efferens halozattal rendelkeznek. Ezzel szemben a PTH2R pozitiv rostok
a PTH2 receptor pozitiv sejttestek kozelségében, kiterjedten helyezkednek el elsdsorban
a diencephalon és agytdrzs szamos teriiletén. Egér és patkany agyon végzett vizsgalatok
szerint a TIP39 projekcios célteriiletekben a TIP39-immunpozitiv és a PTH2 receptor
immunpozitiv rostok és végzddések eloszlasa azonos, még szubregionalis szinten is
(Dobolyi és mtsai 2003a; Dobolyi és mtsai 2006a). Ez az anatomiai helyzet, valamint az
a tény, hogy farmakologiailag a TIP39 a PTH2 receptor ligandumaként viselkedik, azt
bizonyitja, hogy a TIP39 a PTH2 receptort expresszald neuronokon hat, és egyiitt egy
1j, sajatos neuropeptid-receptor rendszert alkotnak. Mivel a TIP39 immunpozitiv rostok
¢és végzddések eloszlasa azonos a PTH2 receptor pozitiv rostokéval és a sejttesteken a
PTH2 receptor immunoreaktivitds mennyisége alacsony volt, elképzelhetd, hogy TIP39

és PTH2R neuronok k6zott axo-axonalis kapcsolat lehet.

A korabbi vizsgalatok azt is igazoltak, hogy egyes teriileteken a PTH2 receptor jelenléte
ellenére TIP39 immunreaktivitdst nem latunk, ilyen az eminentia mediana, az
interpeduncularis magok, a nucleus spinalis nervi trigemini és a gerincveld hatso szarva.
Feltételezhetjiik, hogy ezeken a teriileteken a receptor nem, vagy pedig csak
meghatarozott specialis koriilmények kozott, a TIP39 megjelenését kovetden
aktivalodik, vagy pedig a TIP39 ismeretlen helyen auto- vagy parakrin médon

képzddhet, esetleg a receptoron egy ismeretlen masik neuropeptid hat.

A PTH2 receptor immunpozitiv rostok glutamaterg természetét korabban igazoltak
patkanyban (Dobolyi és mtsai 2006a). A vezikularis glutamat transzporter (VGLUT)
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felelés a preszinaptikus terminalison a glutamat szinaptikus vezikulaba torténd
felvételéért. Jelenleg négyfajta vezikularis glutamat transzportert ismeriink VGLUTI,
VGLUT2, VGLUT3 és glutamatot és aszpartatot transzportald szialint (Fremeau és
mtsai, 2001; Hrabovszky és mtsai, 2008). A patkany hypothalamuson végzett
vizsgélatok szerint szinte az 0sszes PTH2 receptor immunpozitiv rost kolokalizaciot
mutatott VGLUT2-vel, viszont nem Kkolokalizalt a GABA szintézisért felelds
glutaminsav-dekarboxilazzal, mely alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PTH2
receptor pozitiv rostok glutamatergek és nem GABA-ergek. A TIP39 rostok sem
GABA, sem glutamaterg markerekkel nem mutattak kolokalizaciot.

2.4. A TIP39-PTH2 receptor rendszer funkcionalis vizsgalata

A PTH2 receptor jelentds mennyiségben expresszalodik a  gerincveld
szlirkeallomanyanak II. rétegében (Dobolyi és mtsai 2002), amely a nociceptiv
fajdalomérzetek tovabbitasanak anatdmiai szubsztratja. Bar TIP39 mRNS jelenlétét a
gerincveldben kimutatni nem tudtdk, valamint a spinalis ganglionban is csak alacsony
TIP39 expresszidt mértek, ismerve a medialis paralemniscalis mag (MPL) gerincveldi
projekciojat feltételezhetd, hogy a gerincveld oldalsd kotegében leszalld TIP39 rostok
részt vesznek a spinalis nociceptiv fajdalomingerek tovabbitdsanak szabalyozasdban.
Ezzel Osszhangban, intrathecalis TIP39 adasara valtozott az egyes fajdalmas
stimulusokra adott valasz latencija, valamint a fajdalmat elkeriild magatartas (Dobolyi

¢s mtsai 2002; Dimitrov és mtsai 2010; LaBuda and Usdin, 2004).

A szorongast vagy depressziot modellezd patkény vizsgalatokban a szisztémasan adott
(exogén) TIP39 anxiolitikumszer(i hatassal birt (LaBuda és mtsai 2004). TIP39-gént
nem expresszald transzgén (knock out) egereken végzett kisérletekben azt tapasztaltak,
hogy a TIP39-et nem tartalmazé egerek a vad tipustiakhozs (TIP39-et expresszalo)
képest emelkedett szorongasi reakciokat mutatnak (Fegley és mtsai 2008). Ezekben az
egerekben traumat kdvetden késdi fokozott szorongas, depresszio alakult ki (Coutellier
and Usdin, 2010). Az affektiv viselkedés szabalyozasaban résztvevé kozpontok

(amygdala, bed nucleus of the stria terminalis, nucleus septi lateralis, medialis
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praefrontalis cortex) mind bdségesen expresszalnak PTH2 receptort, és TIP39

afferentacioval is birnak, ez képezheti a hatas anatomiai alapjat.

Endokrin vizsgalatok igazoltak, hogy TIP39 befolyasolja az adrenocorticotropin
(ACTH), a luteinizal6 hormon (LH), a ndvekedési hormon (GH) és az antidiuretikus
ACTH szint emelkedés volt megfigyelheté (Ward és mtsai 2001). In vitro
vizsgalatokban TIP39 stimulacionak Kitett hypothalamus szdvet corticotorpin releasing
hormone (CRH) szekrécidval valaszolt, ezért feltételezhetd, hogy az in vivo ACTH
szint emelkedés is CRH medialt. Az anatomiai kapcsolat itt a hypothalamus
paraventricularis magjaban ¢és az eminentia medianaban talalt PTH2 receptor
expresszid, valamint az el6bbibe torténé TIP39 projekcid lehet (Dobolyi és mtsai
2003a; Palkovits és mtsai 2004).

Intracerebroventricularis TIP39 beadas hatasara gyors LH szint emelkedés jelentkezik,
mely — in vitro vizsgalatok szerint — luteinizing hormone releasing hormone (LHRH)
medial, ugyanakkor az intaperitonealisan adott TIP39-re is bekovetkezd gyors valasz
felveti direkt hypophysis hatas lehetoségét is, bar ez utobbit in vitro nem sikeriilt

igazolni (Ward és mtsai 2001).

Patkanyban a hypothalamus periventricularis magjaban (Pe) levd PTH2 receptorok
nagyfoka Kkolokalizaciét mutatnak az itt talalhaté somatostatint termelé neuronokkal,
melyek az eminentia mediana felé vetlilve résztvesznek a GH szekrécio
szabalyozasaban (Dobolyi és mtsai 2006a; Usdin és mtsai 1999a). TIP39
intracerebroventricularis beadasa utan a plazma GH szint csokkenését észlelték (Usdin
és mtsai 2003), melyért a TIP39 stimulus altal okozott somatostatin felszabadulas lehet

a felelos.

Intraventricularis TIP39 beadas utan plazma ADH szint csokkenést észleltek. A TIP39
hatdsa centralisnak tint, mivel nem kisérte sem hemodinamikai, sem szérum
ozmolaritas valtozds. Mivel az ADH szekrécioért felelds nucleus supraopticus €s a
paraventricularis mag magnocellularis része csak kevés PTH2 receptort fejez ki, a

hatasért az opioid neuronokat tartalmazé nucleus arcuatus lehet felelds (Palkovits, 1988;
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Van de Heijning és mtsai 1991), mely emellett boven ellatott PTH2 receptor
immunpozitiv rostokkal is. Ezt az hipotézist tamasztja ala, hogy a TIP39 hatasa

kivédhet6 volt opiat antagonista alkalmazasaval (Sugimura és mtsai 2003).

A medidlis paralemniscalis mag (MPL) kiterjedt auditoros afferentacidja és
efferentacidja (Varga és mtsai 2008) mindenképpen felveti a TIP39-PTH2R rendszer és
a hallorendszer funkcionalis kapcsolatat. Ezt tamasztottdk ala a patkdnyban a hangos zaj
kivaltotta stressztvizsgald kisérletek, melyek soran a dontéen az MPL-ben, kevéssé a
subparafascicularis areaban (SPFp-PIL) elhelyezkedé TIP39 neuronok c-fos aktivaciojat
irtak le (Palkovits és mtsai 2009). Mind az MPL, mind az SPFp-PIL sejtek a
hypothalamus paraventricularis magja felé is vetiilnek, ahol a CRH szekretalé neuronok
helyezkednek el. Ez képezheti az anatomiai alapjat a nagy intenzitast auditoros ingerre

bekdvetkez6 stressz reakcionak (Palkovits és mtsai 2009).

Him patkanyban a subparafascicularis areaban (SPF) parzas kapcsan lezajlott ejakulacio
utan c-fos aktivitast irtak le (Veening and Coolen, 1998). Kés6bb igazoltak, hogy ez a c-
fos aktivalodas az SPF TIP39 neuronjaiban is megjelenik (Wang és mtsai 2006a).
Korabban ismertettiik a TIP39 expresszido nemi €rés alatt bekdvetkezd valtozésait €s a
feln6ttkorra kialakuld dimorfizmusat (Dobolyi és mtsai 2006b), valamint a TIP39-
PTH2R rendszer neuroendokrin kapcsolatait. Mindezek arra utalnak, hogy a TIP39-
PTH2R rendszer szerepet jatszik a reprodukcios folyamatok centralis szabalyozasaban.
Anyapatkanyokon végzett in situ hibridizaciés és real-time RT-PCR vizsgalatok
jelentds TIP39 expresszio fokozodast talaltak a subparafascicularis area lateralis
részében (SPFp-PIL) azokban az anyakban, amelyeket a kolykokkel hagytak, azokhoz
az anyakhoz képest, akiktdl sziilés utan elkiilonitették az Gjsziilotteket. Az expresszioval
parhuzamosan fokozott immunpozitivitas, és c-fos aktivacio is jelentkezett a PIL
teriiletén. A lateralis, anyai viselkedés soran aktivalodott SPFp-PIL teriilet roncsolasa
utan a medialis praeopticus areaban, a hypothalamus periventricularis, paraventricularis
¢s dorsomedialis magjaiban, és az ipsilateralis amygdalaban csokkent jelentdsen a
TIP39 immunpozitivitads (Cservenak M., 2009a; Cservendk M., 2009b). PTH2 receptor
antagonista inftzioja gatolta a szopasi inger altal kivaltott szérum prolaktin szint

emelkedést (Cservenak és mtsai 2010). Mindez arra utal, hogy a SPF-PIL TIP39
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neuronjai szerepet jatszanak az anyai viselkedés élettani szabalyozasaban, kiilondsen a

laktaci6 idészakaban (Arbogast, 2010; Dobolyi, 2011).
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3. Célkitiizések

3.1. TIP39-et expresszalo neuronok vizsgalata patkinyokban embrionalis és

postnatalis korban

Korabban ragcsalokban vizsgaltak a TIP39 immunpozitiv neuronok fejlodését a
postnatalis élet soran (Dobolyi és mtsai 2006b). Mint a bevezetében mar részleteztiik, a
vizsgalatok soran azt talaltdk, hogy a TIP39 neuronok mind a két ismert lokalizacioban,
a subparafascicularis areaban (SPF) és a medialis paralemniscalis magban (MPL) mar
az ujsziildttekben is jelen vannak, majd a TIP39 expresszi6 a sziiletés utdni 14. napig
(PND-14) fokozo6dik, majd a 33. naptol (PND-33), fokozatosan csokken, és 125. napon
(PND-125) mar csak alig kimutathato (Dobolyi és mtsai 2006b). A nemi éréssel
parhuzamosan elkezd6dé csokkenés a himekben Kifejezettebb, igy id6sebb allatok
esetén a néstényekben valamelyest tobb TIP39-et talalunk, mint a himekben. A TIP39
az életkorral valtozd, atmeneti expresszioja arra utal, hogy a TIP39 valamilyen
specifikus funkcioval birhat az ontogenezis és a reprodukcios folyamatok soran. A
célbol, hogy a TIP39 neuronok életciklusat teljesen fel tudjuk térképezni, fontosnak
talaltuk a TIP39 expresszio vizsgalatanak kiterjesztését az embrionalis és a korai

postnatalis életkorra, mivel ilyen vizsgalatok eddig még nem torténtek.

Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestlink valaszt:

1) Mikor jelenik meg a TIP39 immunreaktivitas az egyedfejlodés soran?

2) Kiilonbozik-e a TIP39 immunreaktivitas az ismert TIP39 pozitiv teriiletekben
(SPF, MPL)?

3) Vannak-e jelei a korai egyedfejlodés soran a SPF-ben talalhatdo TIP39 neuronok
kompartmentalizacidjanak (SPF-PVG ill. SPF-PIL csoportokra)?

4) Van-e olyan, eddig még nem ismert TIP39-et kifejezd teriilet, amelyet a

postnatalis fejlodés soran mar nem talalunk?
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3.2.  TIP39-PTH2 receptor rendszer kimutatisa féemlés agyban

Annak ellenére, hogy a TIP39-PTH2 receptor rendszert részletesen feltérképezték egér
és patkany agyban, féemlGs (majom ¢és human) agyban vizsgalatok nem torténtek.
Eddigi ismereteink arra szoritkoztak, hogy a human TIP39-et és PTH2 receptort kodolo
gént klonoztak, és azonositottak a génjeiket a human genomban.

A célbdl, hogy késébbiekben a TIP39 esetleges human fizioldgiai vagy patofizioldgiai
jelentdségét megérthessiik, fontosnak tartottuk a TIP39-PTH2 receptor rendszer
feltérképezését féemlés (majom és human) agyban. Mivel irodalmi adatok alapjan
ismert, hogy a TIP39-PTH2R rendszer kiterjedt hypothalamicus reprezentacioval
rendelkezik, érdemesnek taldltuk a hypothalamo-hypophysis tengellyel valé anatémiai
kapcsolat, és az esetleges endokrin szabalyozasaban betoltott szerepének kozelebbi
vizsgalatat is. Korabbi adatok arra utaltak, hogy a TIP39 CRH-n keresztiil serkenti az
adenohyophysis ACTH termelését, mig somatostatinon keresztiil csokkenti a GH
termelést, ezért vizsgalatainkban ennek a hatdsnak a morfologiai hatterét is tisztazni

kivantuk. Munkank soran az alabbi kérdésekre kerestink valaszt:

1) Kimutathatd-e TIP39 expresszio foemlds agyban, és ha igen, akkor annak milyen
az eloszlasa?

2) Kimutathato-e PTH2 receptor expresszid foemlds agyban, és ha igen, akkor annak
milyen az eloszlasa?

3) Latunk-e kiilonbséget a ragcsald, majom és emberi agyban a TIP39-PTH2R
rendszer tekintetében?

4) Igazolhato-e a PTH2 receptor immunoreaktiv rostok glutamaterg transzmisszioja
féemldsokben is?

5) Kimutathat6-e emberben kozvetlen anatomiai kapcsolat a TIP39-PTH2R rendszer
és a hypothalamo-hypohysis tengely kozott, elsésorban CRH és somatostatin
termelés szabalyozasaban?

6) Korabbi irodalmi és sajat adatok alapjan mi lehet a TIP39-PTH2R rendszer

potencialis élettani Szerepe?
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4, Anyagok és modszer

4.1. Kisérleti allatok

4.1.1. Patkany

Minden patkanyon végzett vizsgalatunkat a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti
Tudomanyos Etikai Tanacsa altal jovahagyott, az Europai bizottsag ide vonatkozo6 1986.
november 24-én kelt (86/609/EE) direktivajaval és a National Institute of Health (NIH)
kisérleti allatok gondozasar6l és felhasznalasarol szolo utasitasaival Gsszhangban 1évé
utmutatasok alapjan végeztiik. A patkany kisérletek a Semmelweis Egyetem Anatomiai,
Szovet- és Fejlodéstani Intézetében torténtek. A vizsgalatokat 4 him (300-350g
testsulyu) és 12 néstény (250-290g testsulyu) kifejlett Wistar patkanyon (Rattus
norvegicus), és kolykeiken végeztiik. A patkanyokat miianyag dobozokban tartottuk 12
ords megvilagitott, 12 oras sotét ciklusokban, 22°C hdémérsékleten. Az allatok ad
libidum jutottak taplalékhoz és folyadékhoz. Minden beavatkozasnal figyelmet

forditottunk az allatok komfortjanak biztositasara.

A him patkanyokat a vizsgalat kezdetén 18 orakor 3 ndstény patkannyal k6z6s dobozba
helyeztiik, masnap reggel 8 orakor hiivelykenetet vettiink. A ndstényeket, amelyek
kenetében spermiumok voltak kimutathatok, elkiilonitettilk, mindezt addig folytattuk,
mig az 0sszes ndstény teherbe nem esett. A terhességet a pozitiv kenet napjan hajnali 1

oratol szamitottuk.

A vembhes patkanyokat 0,3 ml/testsuly 300g kevert (ketamin 60mg/ml, xylazin 8mg/ml)
anesztetikummal talaltattuk a vemhesség 14., 16., 18., vagy 20. napjan. Az embridkat
csaszarmetszéssel eltavolitottuk, minden életkorban két egyedet, majd 3 napig 4%-0s
paraformaldehid oldatban fix4ltuk, majd az agyakat eltavolitottuk. Ujsziilott
patkanyokat, 5 ndstényt ¢és 5 himet, az 1. és 5. postnatalis napon hasonldéan az
elébbiekhez tulaltattunk, majd az agyakat eltavolitottuk és 4% paraformaldehidben
fixaltuk.
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4.1.2. Majom szovetek

Minden majom szovet kivételi eljards a National Institute of Mental Health (NIMH)
kisérleti allatok gondozasaval és felhasznalasaval foglalkozd bizottsaga altal
jovahagyott, az allatkisérletek végzésérol, valamint a kisérleti allatok gondozasarodl és
felhasznalasarol rendelkezd utasitasokkal, és nemzetkdzi etikai iranyelvekkel is
Osszhangban lev kisérleti protokoll alapjan tortént. A majom szoveteket Dr. Ted Usdin

munkacsoprtja biztositotta (NIH).

In situ hibridizacios vizsgalatokhoz egy 3 napos Rhesus majom kolykot (Macacus
mulatta) ketamin szedalast kovetéen i.v. pentobarbitallal talaltattunk, majd az agy
eltavolitasa utan az agytorzset -80°C hoémérsékletre fagyasztottuk. A heréket

hibridizaciés proba készitéséhez eltavolitottuk €s lefagyasztottuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat egy masik, kisérleti célbol talaltatott 9 éves him
Rhesus majom perfundalt agyan végeztikk. Az in situ és immun vizsgalatok igy két
kiilonbozo koru allaton torténtek, ezzel a felhasznalt f6eml6sok szamat akartuk

minimalizalni.

4.2.  Human agyszovet

A huméan agymintdkat (2. tablazat) az emberi szovetek orvosi kutatasokhoz valo
felhasznalasat szabalyozo etikai kodexének (HM 34/1999) és a Helsinki Deklaracio
etikai kodexének megfelelden gylijtottiik. Az agymintdkat a Semmelweis Egyetem
Igazsagligyi Orvostani Intézetében ¢és a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai
Intézetében végzett szekciok sordn nyertiik a Human Agyszdvet Bank program keretén
beliil, a Semmelweis Egyetem ¢s a Pécsi Tudoméanyegyetem etikai jovahagyasaval. A
vizsgélatban hasznalt human agyszoveti mintak kiséré dokumentaciojabol a vizsgalatok

el6tt minden személyes azonositot toroltiink, a mintakat szamkoddal lattuk el.

Az agyakat a haladl bedllta utdn 2-6 oOraval tavolitottdk el a koponyabdl.

Mikrodisszekcidhoz egy 89 éves elhunyt n6 és egy 56 éves elhunyt férfibol szdrmazo
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agyakat hasznaltuk fel. Az agyakat 0t nagyobb darabra vagtuk (jobb és bal
hemisphaerium, diencephalon, agytorzs és cerebellum), és azokat azonnal -80°C
homérsékletre fagyasztottuk. Mikrodisszekcid elétt a nagyobb darabokat -5 és - 10°C
kozotti hémérsékleten 1,0-1,5 mm vastag coronalis sikil szeletekre vagtuk, majd a
szeletekbdl anatomia atlaszok (Mai és mtsai 1997; Paxinos and Huang, 1995) szerint
kivalasztott teriileteknek megfeleléen, sztereomikroszkop vagy lupé segitségével, 1,0-
3,5 mm atmér6jii punch tikkel, szovethengereket nyertiink (Palkovits, 1973). A
szovetminta vétel alatt a homérsékletet szarazjéggel biztositottuk. A szovethengereket
tovabbi felhasznalasig -80°C-on, légmentesen lezart Eppendorf csdvekben taroltuk.
Immunocitokémiai vizsgalatokhoz az agyakat 5-10 mm vastag szeletekre metszettiik,
majd 4%-o0s paraformaldehidet tartalmazo 0,1%-os foszfat pufferben fixaltuk 6-10
napig. Ezutan a szeleteket posztfixaltuk ugyanebben az oldatban, amihez még 15%-0S

telitett pikrinsav oldatot adtunk.

agy nem életkor (év) klinikai diagnézis  szOvetminta tipusa vizsgalati modszer

friss fagyasztott

1 né 89 Alzheimer-kor micropunch minta RT-PCR
friss fagyasztott

2 férfi 56 szivelégtelenség micropunch minta RT-PCR
immerzios fixalas

3 né 8 leukémia hypothalamus immunfestés
immerzios fixalas

4 férfi 10 leukémia diencephalon, agytorzs immunfestés
immerzios fixalas

5 férfi 62 ismeretlen nyult- és gerincveld (C1-2)  immunfestés

2. tablazat

Vizsgalatainkban hasznalt human agymintak. Az elhunytak neme, életkora, a minta tipusa (friss
vagy fixalt agy), valamint a vizsgalati modszer.
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4.3. Immuncitokémia

4.3.1. TIP39 immunfestés patkany agyon

A kivett patkdnyagyakat natrium-azidos foszfat pufferel készitett 4%-0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk 3 napon keresztiil 4°C-on, majd metszés el6tt 2
nappal 30% szacharoz tartalmu foszfat puffer oldatba helyeztiik. Az agyakat kriosztaton
(Leica CM3050S) 20um vastag coronalis szeletekbe metszettiik -15-17°C-on, majd a
metszeteket pozitiv felszini toltésti targylemezekre vittiik fel (Superfrost Plus, Fisher
Scietific, Pittsburgh, PA), és felhasznalasig 4°C-on taroltuk. Az immunfestést patkany
TIP39 ellenes nyul poliklonalis antitesttel végeztilk korabban kidolgozott metodika
szerint (Dobolyi és mtsai 2003a; Dobolyi és mtsai 2002). A metszeteket 0,5% Triton X-
100 és 3% bovine szérum albumin oldatba helyeztiik 1 o6rara. Ezutan 3%-0s bovine
szérum albumint és a primer anti-TIP39 antitestet 1:3000 higitasban tartalmazé foszfat
pufferben inkubaltuk, 48 o6ran keresztiil szobahémérsékleten. Ezutan vittiik fel 1 6rara a
szekunder antitestet, ami biotinizalt, szamarbdl szarmazo anti-nytl IgG volt, 1:600
higitasban (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA). Ezutan 2 oran keresztiil
inkubaltuk a metszeteket 1:500 higitast avidin-biotin-tormaperoxidaz komplexben
(ABC, Vectatstatin ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA). A hivast 0,02%
3,3-diaminobenzidint (DAB, Sigma), 0,08% nikkel(Il)-szulfatot és 0,0012% hidrogén-
peroxidot tartalmazé Tris pufferben (0,1 M, pH 8,0), 10 perces inkubacidval végeztiik.
A metszetek egy részét nuclear red-del hattérfestettiik (Vector Laboratories, USA), majd
a metszeteket megszaritottuk és Cytoseal 60-al (Stephens Scientific, Riverdale, NJ,
USA) lefedtiik.

A metszetek egy részén fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-tiramid amplifikacios
immunfluoreszcens festést hasznaltunk DAB helyett. Ezekben az esetekben az ABC
oldatban tortént inkubaciét kovetden a metszeteket 1:10.000 szeres higitasi FITC-
tiramidot és 0,001% hidrogén-peroxidot tartalmazo Tris pufferbe (0,1 M, pH 8,0)

helyeztiik 6 percre. Mosast kovetden a szeleteket a fluoreszcencia halvanyodasat gatlo
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médiummal (Prolong Antifade Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) fedtiik le és

sOtét helyen taroltuk.

4.3.2. TIP39 és CGRP kettés immunfestés patkany agyban

Az elobb részletezett modon fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-tiramid amplifikdcios
immunfluoreszcens festést alkalmaztunk a mintdkon, majd a metszeteket kecskébdl
szarmaz6 primer patkdny CGRP ellenes antitestekkel inkubaltuk 2 napig
szobahémérsékleten, majd Alexa Fluor 594-¢l jelzett, szamarbol szarmaz6 szekunder
(anti-goat) antitestekkel 2 oran at. Mosast kovetden a metszeteket a fluoreszcencia
halvanyodésat gatl6 médiummal (Prolong Antifade Kit, Molecular Probes) fedtiik le és
sOtét helyen taroltuk.

4.3.3. PTH2 receptor immunfestés majom agyban

A 9 éves majom kivett agyat coronalis sikban 40 pum vastag szeletekbe metszettiik
mikrotommal, majd -20°C-on taroltuk 30% etilén-glikolt és 20% glicerint tartalmazo
0,05 M foszfat pufferben. Felengedés és mosas utan a metszeteket 0,5% Triton X-100
és 3% bovine szérum albumin oldatba helyeztiik 30 percre. Ezutan a mintékat anti-
PTH2R  primer antiszérumba (nyal) helyeztik  (1:20.000), 48  oOrara,
szobahOmérsékleten. A hasznalt antiszérumot korabbi vizsgalatokban mar tesztelték és
hasznaltak (Usdin és mtsai 1999a) (Wang és mtsai 2000). Anti-PTH2R antiszérummal
tortént inkubéacido utdn, a metszeteket biotinilalt (szamarbdl szarmazd) anti-nyul
masodlagos antitestet tartalmazo oldatba (1:600 higitas, Vector Laboratories) helyeztiik
2 Orara, ezt kovetden 0jabb két orara avidin-biotin-tormaperoxidaz komplexbe (1:300
higitds, ABC, Vector Laboratories). Az ABC oldatban tortént inkubaciot kovetéen a
metszeteket 1:10.000 szeres higitasi FITC-tiramidot és 0,001% hidrogén-peroxidot
tartalmazd Tris pufferbe (0,1 M, pH 8,0) helyeztik 6 percre. A metszeteket
targylemezre vittiik, megszaritottuk, majd a metszeteket a fluoreszcencia halvanyodasat
gatlo médiummal (Prolong Antifade Kit, Molecular Probes) fedtiik le és sotét helyen

taroltuk.
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4.3.4. PTH2 receptor és VGLUT2 kettés immunfestés majom agyban

Dupla immunfestés esetén a PTH2 receptor FITC-tiramid festés utdn a mintakat 10 mM
citromsavas pufferbe (pH 6,0) helyezziik 30 percre szobahémérsékleten, majd 25 percre
90°C-on. Ezutan a metszeteket anti-VGLUT2 primer antiszérumban (1:10.000 higitas,
Dr. Robert Edwards adomanya, UCSF, CA, USA) inkubaltuk 48 éran keresztiil 4°C-on.
Ezt az antiszérumot kordbbiakban széles korben mar alkalmaztdk a VGLUT2
azonositasara (Fremeau és mtsai 2001; Hartig és mtsai 2003). Anti-VGLUT2 primer
antiszérumban tortént inkubalas utan, a metszeteket karbocianin(Cy)-5-konjugalt anti-
nyul szekunder antitestet tartalmazo (1:300 higitas, Vector Laboratories) diamidin-
fenilindol (DAPI) oldatba helyeztiik 5 percre. A metszeteket targylemezre vittik,
megszaritottuk, majd a metszeteket a fluoreszcencia halvanyodasat gatlo,
polivinilalkohol(PVA)-2,4-diazabiciklo-2,2,2-oktan médiummal fedtik le és sotét
helyen taroltuk. Kontrollként olyan metszetek szolgaltak, ahol a VGLUT2

antiszérummal torténé inkubaciot elhagytuk.

4.3.5. PTH2 receptor immunfestés human agyban

Emberi agybdl szarmazo, fixalt, 1x1x2 cm-es blokkokat hasznaltunk fel a PTH2
receptor immuncitokémiai vizsgalatahoz. A blokkok 3 kiilonb6z6 agybol szarmaztak és
a kovetkez6 teriileteket tartalmaztak: insularis kéreg, hypothalamus, diencephalon,

mesencephalon, pons, medulla oblongata, medullospinalis atmenet, nyaki gerincveld.

Metszés eldtt két nappal a blokkokat foszfat puffer oldatba helyeztiik két napra, hogy a
felesleges paraformaldehidet kimossuk, ezutan a blokkot 2 napra 20% szachardz oldatba
tettiik krioprotekcio céljabol. Ezt kdvetden a blokkokat lefagyasztottuk, majd 50 pm
vastag coronalis szeletekbe metszettiik mikrotomon. Az immunfestést minden tizedik
metszeten végeztiik el. A metszeteket 30 percig, szobahémérsékleten 3% bovine szérum
albumint és 0.5% Triton X-100-at tartalmazo6 foszfat pufferben inkubaltuk. A mintakat
ezutan anti-PTH2 receptor primer antiszérumba helyeztiik (1:20.000 higitas) 48 orara,
szobahdmérsékleten. A primer antitestet korabbi vizsgilatokban mdar eredményesen

hasznaltak (Dobolyi és mtsai 2006a; Usdin és mtsai 1999a; Wang és mtsai 2000). Anti-

30



DOI:10.14753/SE.2012.1766

PTH2 receptor antiszérummal tortént inkubéacid utdn, a metszeteket biotinilalt
(szamarbdl szarmazd) anti-nyul masodlagos antitestet tartalmazé oldatba (1:600 higitas,
Vector Laboratories) helyeztiik 2 orara, ezt kovetéen Gijabb két oOrara avidin-biotin-
tormaperoxidaz komplexbe (1:300 higitas, ABC, Vector Laboratories). Az ABC
oldatban tortént inkubaciot kovetden a metszeteket 1:8.000-Szeres higitasa FITC-
tiramidot és 0,003% hidrogén-peroxidot tartalmazo Tris pufferbe (0,05 M, pH 8,0)
helyeztiik 6 percre. A metszeteket targylemezre vittiik, megszaritottuk, majd a
metszeteket a fluoreszcencia halvanyodasat gatldé médiummal (Prolong Antifade Kit,

Molecular Probes) fedtiik le és sotét helyen taroltuk.

4.3.6. PTH2 receptor és CRH vagy somatostatin kettds immunfestés human agyban

A hypothalamusbdl szdrmazdé metszetek masik részét kettds immunfestéses
vizsgalatokhoz hasznaltuk fel. Elsé 1épésként, az el6bbiekben leirt mdédon PTH2
receptor immunfestést végeztiink azzal a kiilonbséggel, hogy korabbi ajanlasoknak
megfeleléen (Hunyady és mtsai 1996) a primer antitestet nagyobb higitasban
alkalmaztuk (1:40.000). Ezt kovetéen a metszeteket nyal anti-CRH antitesttel
(Peninsula Laboratories Inc., San Carlos, CA, USA) vagy nyul anti-somatostatin
antitesttel inkubaltuk (Peninsula Laboratories Inc.). A primer antitestekkel valo
inkubalast kovetden a metszeteket Alexa Fluor 594 anti-nytl masodlagos antitesttel
kezeltiik (Molecuar Probes, 1:500 higitas) 2 o6raig. A metszeteket targylemezre vittiik,
megszaritottuk, majd a fluoreszcencia halvanyodasat gatld6 médiummal (Prolong
Antifade Kit, Molecular Probes) fedtiik le és sotét helyen taroltuk.

Mivel mindkét antitest nyalbdl szarmazott a keresztfestddést a kovetkez6 moéddon
eloztik meg: Mivel FITC tiramid erdsitést alkalmaztunk az els6dleges PTH2R
immunfestés kapcsan, itt a a PTH2R primer, nyulbdl szdrmazé antitestet, a korabbi
kozleményekben is ajanlott nagy (1:40.000) higitasban alkalmaztuk, mely még elegendd
volt a FITC tiramid amplifikalassal valé vizualizacidhoz, de az Alexa Fluor 594-el
jelolt, piros, anti-nyal masodlagos antitest mar nem ismerte fel. A CRH és somatostatin
ellenes primereket, melyek szintén nyulbol szarmaznak, az amplificacio utan vittiik csak
fel olyan magas koncentracidoban (1:500x), hogy azt az Alexa 594-el jelolt, piros anti-

nyul masodlagos antitest felismerje. Kontrollként olyan festést is készitettiink, amihez
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nem adtunk masodik primer antitestet. Ekkor a masodjara alkalmazott Alexa 594-el
jelolt, piros anti-nyul masodlagos antitest jelenléte ellenére sem kaptunk piros jelet, azaz

ez az antitest nem ismerte fel az els6 primert, az anti-PTH2 receptor antitestet.

4.4. RT-PCR vizsgalatok emberi agyon

Az RNS izolaléast Trizol reagenssel végeztiik 50-100 mg sulyu agyszovet darabokbol.
Az RNS bomléas megitéléséhez a tisztitott RNS mintdkat denaturdld formaldehid gélen
futtattuk. PCR vizsgalathoz azokat a mintakat hasznaltuk fel, ahol a 28S rRNS
mennyisége meghaladta a 18S rRNS-ét. A teljes RNS-t tartalmazo mintat 2 mg/pl-re
higitottuk, majd az RNS mintdkat DN-4zzal kezeltik (Amplification Grade Dnase,
Invitrogen), majd Superscript Il reverz transzkriptaz kittel (Invitrogen) a recept szerint
CDNS-t készitettiink. Az RT-PCR soran alkalmazott primer par egy 440 bp hosszisagu
terméket eredményezett, ami megfelel a human PTH2 receptor 2162 és 2601 bazisparok
kozé esd szakaszanak, ezt szekvenalassal is igazoltuk. A PCR technikai kontrolljaként a
glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS kimutatasat is elvégeztiik (an.
housekeeping gene). A GAPDH RT-PCR soran alkalmazott primer par, egy 423
bazisparbol allo terméket eredményezett, mely megfelel a human GAPDH 650-1072
bazispar kozé esé szakaszanak. A PCR reakciokat iTaq DNS polimerazzal (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) végeztiik 12,5 pl-es végtérfogatban, a primereket
300 nM koncentracioban alkalmaztuk. 95°C 3 perc inditds utan a ciklusok a
kovetkezdek voltak:, 95°C 0,5 percig, majd 60°C 0,5 percig és 72°C 1 percig. GADPH
jelenlétét 33 ciklus, PTH2R jelenlétét 38 ciklus elteltével vizsgaltuk. 10 ul mennyiségii
PCR terméket futattunk meg gélen, majd UV megvilagitasban digitalis fényképet

készitettiink a gélrdl.
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4.5. In situ hibridizacio
4.5.1. TIP39 in situ hibridizaciés hisztokémia patkany agyon

2 him és 2 ndstény patkany agyat a kivétel utan azonnal -80°C-ra fagyasztottunk. Az
agyat kriosztaton (Leica CM3050S) 20 um vastag coronalis szeletekbe metszettiik -15-
17°C-on, majd a metszeteket pozitiv felszini toltésii targylemezekre vittiik fel
(Superfrost Plus, Fisher Scietific, Pittsburgh, PA), megszaritottuk, majd tovabbi
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az in situ hibridizacioés vizsgalatokat korabban
hasznalt és részletesen leirt NIH protokoll szerint végeztiik
(http://intramural.nimh.nih.gov/Icmr/snge/Protocols/ISHH/ISHH.html). (**S)-UTP jelslt
riboprobe-ot MAXIscript transzkripcios kittel (Ambion, Austin, TX) allitottunk el6
PCR-rel amplifikalt TIP39 ¢cDNSbo6l, melyet pBluescript vektorba vittiink (Stratagene,
La Jolla, CA, USA). Az antisense és sense (kontroll) riboprobe-ok T7 vagy T3 RNS
polimeraz segitségével késziiltek a TIP39 cDNS egy olyan 18 aminosavat kodold
szakaszara, melynek elsé aminosava a végleges TIP39 molekula elsé aminosavanak
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) taroltuk 4°C-on 3 hétig. Ezutan a metszeteket
Kodak eldhivoval majd fixaloval kezeltiik, Giemsaval hattérfestettiik, majd Cytoseal 60-

al fedtiik le.
4.5.2. TIP39 és PTH2 receptor in situ hibridizacids hisztokémia majom agyon

12 um vastag metszeteket készitettiink kriosztaton a diencephalon rostralis részétdl (a
commissura anterior sikja el6tt Imm-re) indulva a pontobulbaris atmenetig (17 mm-re
caudalisan a commissura anterior sikjatol), majd a metszeteket pozitiv felszini toltési
targylemezekre vittiikk fel, megszaritottuk, majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on
taroltuk. A vizsgélatokra minden 10. metszetet hasznaltuk fel, igy a térképezés soran

hasznalt ,,felbontas” 240 pm volt.

Az (*¥S)-UTP jelslt probakk készitéséhez cDNS template-et majom hereszovetbol
nyertiink RT-PCR technikaval, human TIP39 specifikus (5°-

33


http://intramural.nimh.nih.gov/lcmr/snge/Protocols/ISHH/ISHH.html

DOI:10.14753/SE.2012.1766

GGGGACTGTGCGGGAAGC-3’ ¢s 5-GCATGTACGAGTTCAGCCAGTGG-3’) ¢és
PTH2 receptor specifikus (5-TGTGGGCTTCATCTTGATAGG-3> ¢és 5°-
ATGGCGGTGTCCTTTTCCAGTC-3’) primerparokkal. A termékeket plazmid
vektorba iiltettiik, szekvenalassal azonositottuk. A tovabbi PCR reakcidohoz egy-egy
plazmid szolgalt template-ként, mely soran olyan antisense primereket hasznaltunk,
melyek az 5° terminalison T7 RNS polimerdz szignalszekvenciat tartalmaztak (5°-
GCGCGTAATACGA-CTCACTATAGGG-3’) (MAXIscript  transscription  kit,
Ambion). A TIP39 proba 372 bazis hosszsagu és 16 bazisban (elszorva) kiilonbozott a
human génbank szerint josolt szekvenciatol, valamint a konyvtar szerinti indito
szekvencia két aminosavat kodoldé kodon is hianyzott. A PTH2 receptor proba 14
bazisban tért el a human szekvenciatol, valamint tartalmazott a 49 bazis hosszusagu
intronnak megfeleld szekvenciat. Ezek a kis eltérések vagy PCR hibanak és

miterméknek, vagy pedig diszkrét fajok kozotti genetikai kiillonbségnek felelnek meg.

Az antisense jeldlt riboprobe-ok MAXIscript transzkripcids kittel, T7 RNS RNS
polimeraz segitségével késziiltek. Hibridizaco és mosas utdn a metszeteket NTB nuclear
track emulzioban (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) taroltuk 4°C-on 3 hétig.
Ezutan a metszeteket Kodak elohivoval majd fixaloval kezeltik, Giemsaval

hattérfestettiik, majd Cytoseal 60-al fedtiik le.

Az in situ hibridizacios vizsgalatokat, csakiigy, mint a patkdny mintdkon, a kordbban

hasznalt és részletesen leirt NIH protokoll szerint végeztiik.

4.6. Mikroszkopos vizsgalatok és képrogzités

Az in situ hibridizacioval jelolt metszeteket Zeiss Axioplan 2 és Olympus 1X70
mikroszkopokkal —vizsgaltuk. A fotokat 1300x1300 pixeles felbontasban a
mikroszkdphoz csatlakoztatott AxioCam HR és CoolSnap FX digitalis fényképezdkkel

készitettiik. A montazsok Zeiss AxioVison szoftverrel késziiltek.

Tovabbi metszeteket Olympus BX60 fluoreszcens megvilagitasra is alkalmas
mikroszkoppal vizsgéltunk. A fotok 2048x2048 pixel felbontasban SPOT Xplorer
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digitalis kameraval késziiltek (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA). A

sotétlatoteres képek 4x objektivvel, a vilagos latoteriiek 20x €s 40x objektivekkel.

A konfokalis képek Nikon Eclipse E800 konfokalis mikroszkoppal késziiltek, Bio-Rad
Radiance (2100) Laser Scanning System segitségével 60x objektivvel, 2 pm-es optikai
vastagsaggal. Az élesség és a kontraszt beallitasa Adobe Photoshop CS 8.0 szoftver
Llevel” és ,,sharpness” paraméterek valtoztatasaval tortént. A posztexpoziciés munkak
soran a nagy felbontast mindaddig megoriztik, amig a képekbdl a kozlésre szant
teriileteket ki nem emeltiik. A kivagott képrészletek felbontasat ezutan egységesen 300
dpi-re allitottuk be. A rajzokat anatomiai atlaszok alapjan készitettilk (Martin and
Bowden, 1996; Paxinos és mtsai 1991; Paxinos and Watson, 2007).
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S. Eredmények

5.1. Patkany agyon végzett vizsgalatok

5.1.1. TIP39 expresszid az embrionalis €s korai posztnatalis patkany agyban

Immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink kiilonboz6 életkorti patkany embriok és
Ujsziilott patkanyok agyan, a célbol hogy megismerjiik a TIP39 pozitiv neuronok
fejlodését az ontogenezis korai szakaszaban. Elsé 1épésként kifejlett patkanyokban a
TIP39 immunreaktiv neuronokat tartalmazo két kiilonallo teriilet, a subparafascicularis

area (SPF) és a medalis paralemniscalis mag (MPL) vizsgalatat végeztiik el.

51.1.1. TIP39 az SPF teriiletén

A kifejlett egyedekben az SPF két anatomiailag is elkiilonithetd teriiletén, a
rostromedialis SPF-PVG-nek illetve a caudolateralis SPFP-PIL kiilonalld nagyobb
teriiletén talaltak korabban TIP39 sejteket.

Immunhisztokémiai vizsgalattal a korai embrionalis ¢letben a subparafascicularis area
rostromedialis részén (SPF-PVG), a III. kamra és a fasciculus retroflexus kozott
elhelyezkedd teriileten nem taldltunk szamottevé TIP39 immunreaktivitast. A 20,5.
embrionalis napon csak kevés, halvanyan festddd TIP39 pozitiv sejt 1athato itt. A sejtek
szama ¢és fest6désének intenzitdsa az 5. posztnatalis napig kifejezett novekedést mutat,
és ezutan mar megegyezik a Kifejlett patkanyokban latott képpel. A TIP39

immunreaktiv sejtek eloszlasa mindkét nemben azonos volt (4. abra).

Az SPF-PVG-ben latottakkal ellentétben a TIP39 pozitiv sejtek az SPFP-PIL teriiletén
mar a 14,5. embrionalis napon megjelennek. A 16,5. napig ez a sejtpopulacio kifejezett
novekedést mutat, ekkor a TIP39 pozitiv neuronok a thalamus PIL teriiletének jelentds
részét elfoglaljak. A 16,5. naptol kezdve a sejtpopulacié fokozatos csokkenése
észlelhetd az 5. postnatalis napig. Bar mind az elsd, s6t még az 5. postnatalis napon is
latunk TIP39 immunreaktivitast, de a festés intenzitdsa messze alatta marad az

embrionalis ¢let 14,5. vagy 16,5. napjan tapasztaltakkal. Azt hogy ez a festés valdban
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TIP39 sejttesteket jelol, in situ hibridizacioval is ellendriztiik, mely az immunfestéssel
azonos eredményt mutatott (5. és 6. abra). A kettés immunfestés szerint a TIP39 sejtek
a PIL-ben mar korabban leirt calcitonin gene related peptidet (CGRP) termeld
neuronokhoz (D'Hanis és mtsai 2007) képest medialisan helyezkednek el, kolokalizaciot

az utobbiakkal nem mutatnak (D'Hanis és mtsai 2007).
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4. abra

A TIP39-et kifejez6 neuronok a subparafascicularis teriileten (SPF-PVG). (A) A 20.5 embrionalis
napon csak kevés halvanyan festdd6 TIP39 neuron lathato a III. kamra (3V) és a fasciculus retroflexus
(fr) kozott. (B) Az 5. posztnatalis napon jelentds szamu, erés immunfestédést mutatdo TIP39 neuronok
lathatoak ugyanezen a teriileten. (C) A subparafascicularis teriilet elhelyezkedése coronalis sik
metszeten atlasz alapjan (Paxinos és mtsai 1991). A Iépték az A abran 250u-t, a B abran 300um-t
jelez.

Az immunhisztokémiai vizsgélatokkal nem csak magukat a TIP39 pozitiv sejttesteket,
hanem az SPF-PIL TIP39 sejtekbdl szarmazd TIP39 pozitiv rostokat is sikeriilt
azonositanunk. A rostok a 16,5. embriondlis naptdl lathatoak. Festddésiik a 18.5.
embrionalis napig fokozodik, majd a 20,5. embriondlis napig ismét csokken, végiil
sziiletés utan teljesen eltlinik. A rostokat coronalis siki metszeteken kovethetjiik, amint
a PIL teriiletébdl a zona incertan keresztiil rostralisan haladnak, majd ventralis iranyba
fordulva csatlakoznak a supraopticus decussatio rostjaihoz. Itt a rostokon helyenként
varicositasok is megjelennek. Néhany rost dorsalis iranyban folytatodva a lateralis
hypothalamusban végzddik. Néhadny a kozépvonalat keresztez6 TIP39 rost is
megfigyelhetd a chiasma felett. Ezeken a rostokon kiviil a embrionalis fejlédés soran

egyéb TIP39 pozitiv rostot nem sikeriilt azonositani (7.abra).
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5. abra

A TIP39-et expresszald neuronok a subparafascicularis teriilet caudolateralis részében (SPF-PIL) és a
ponshan, a medialis paralemniscalis mag teriiletén (MPL). (A) A 14,5. embrionalis napon készitett
metszeten TIP39 immunreaktiv neuronok lathatéak a PIL és az MPL teriiletén. (B) Mindkét teriileten
jelentésen emelkedik a festddo sejtek szama a 16,5. napra. (C) A18,5. napon a PIL-ben 1év6 TIP sejtek
szama valamelyest csokkent, mig az MPL-ben valtozatlan marad. (D) Nagy nagyitasu kép a PIL TIP39
sejtjeirdl. (E) Nagy nagyitasi kép az MPL TIP39 sejtjeirdl. (F) Coronalis metszet a hatsé thalamus és a
rostralis pons magassdgdban embrionalis agyban atlasz alapjan (Paxinos és mtsai 1991) (G) Az
embriondlis agy sajatos morfologidja miatt egy metszetben lathatdé hatsd thalamus és a rostralis pons.
(Altman and Bayer, 1995) A 1épték az A, B és C abran 300pu-t, a D és E abran 50um-t jelez.
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6. abra

A TIP39-et expresszald neuronok a subparafascicularis teriilet caudolateralis részében (SPF-PIL). (A) Az
5. abrahoz képest a 20,5. embrionalis napra a PIL TIP39 sejtek mind szamban, mind a festddés
intenzitsaban csokkentek. (B) Nagy nagyitast képeken lathatdoak a PIL TIP39 immunreaktiv sejtjei. (C)
Atlaszbdl vett coronalis metszeten lathatoak az A (bal oldali keret) és B abran (jobb oldali keret) a
vizsgalt teriiletek (Paxinos és mtsai 1991). (D) Kettds fluoreszcens immunestéssel lathato, hogy a TIP39
immunreaktiv sejtek (z6ld) a PIL CGRP immunreaktiv sejtjeitd] medialisan helyezkednek el. (E) A PIL
TIP39 sejtjei him patkdnyban az 1. postnatalis napon. (F) A PIL TIP39 sejtjei ndstény patkanyban az 1.
postnatalis napon. A sejtek szama és festddése is azonos mindkét nemben. (G) A PIL-ben TIP39 reaktiv
sejtek in situ hibridizacidval azonos eloszlast mutatnak az immuncitokémiai vizsgalatnal tapasztaltal. A
lépték az A és G abrakon 30pum-t, a D abran 200um-t jeldl.
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7. abra

300-400 um tavolsaggal metszett coronalis metszeteken a TIP39 immunreaktiv rostok kovethetéek a PIL
régidbol a hypothalamus iranyaban 18,5. napos patkany embrioban. (A) TIP39 sejtek a PIL-ben. (B)
Rostralisabban TIP39 pozitiv rostok keresztmetszete lathatd a zona incerta teriiletén. (C) TIP39
immunreaktiv varicositasok és axon termindlisok lathatéak a hypothalamusban a supraopticus decussatio
tertiletében. (D) A rostok rostromedialis iranyban a chiasmaig kovethetdek. A Iépték az A dbran 500um-t,

a B dbran 400pm-t, a C és D dbrakon 200um-t jelol.
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TIP39 az MPL teriiletén

A medialis paralemniscalis magban, a lemniscus lateralis ventralis magjatol medialisan,

a rubrospinalis palyatol dorsalisan elhelyezked6 teriileten a TIP39 immunreaktiv sejtek

a 14,5. embrionalis napon jelennek meg. Ezutan a sejtek szama, és az immunfestodés

intenzitasa is fokozodik, mig az 1. postnatalis napra eléri a maximalis szintet. A TIP39

sejtek eloszlasa mindkét nemben azonos. Az 5. postnatalis napon a magbdl kiindulo,

dorsalis és ventralis iranyba tartdé TIP39 pozitiv rostok is lathatoakka valnak (8. abra).
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8. abra

TIP39 immunreaktiv neuronok az MPL teriiletében a 20,5. embrionalis és az 5. postnatalis napon. (A)
TIP39 neuronok a 20,5. embrionalis napon az MPL teriiletén. (B) Ugyanezen sejtek nagy nagyitassal. (C)
Az MPL TIP39 neuronjai az 5. postnatalis napon. (D) Az MPL elhelyezkedése atlasz alapjan, a keretben
lathato teriilet megfelel az A és C vizsgalt teriiletnek (Paxinos és mtsai 1991). A 1épték az A abran Imm-t,
a B dbran 100 pm-t, a C dbran 500 pm-t jelol.
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5.1.1.3. TIP39 immunreaktivitas egyeb teriileten

A 16,5. embrionalis napon vizsgalt embriokban TIP39 pozitiv neuronok megjelenését
észleltiik az amygdala-hippocampus atmeneti zona teriiletén. A sejtek az dtmeneti zOna
anterolateralis teriiletén, a nucleus amygdaloideus corticalis hatso részétdl dorsalisan, a
nucleus amygdaloideus medialis hatsé rész¢étél medialisan helyezkednek el, néhany sejt
pedig nucleus amygdaloideus basomedialis hatsé teriilet mellett foglal helyet. A 16,5.
nap utan a sejtek immunreaktivitasa fokozatosan csokken. Az 1. postnatalis napon
vizsgalt agyakban mar csak nagyon halvanyan fest6d6 sejtek lathatoak, Kifejlett
allatokban pedig nem kimutathatdoak (9. abra).
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9. abra

TIP39 immunreaktiv neuronok az amygdalo-hippocampalis transitionalis zonaban a 16,5. és 18.5.
embrionalis napon. (A) TIP39 neuronok a 16,5. embrionalis napon az amygdalo-hippocampalis
atmenetben. (B) Ugyanez a teriilet nagy nagyitassal. (C) Halvanyabban fest6d6, kevesebb TIP39 neuron a
18,5. embrionalis napon az amygdalo-hippocampalis atmenetben. (D) Az amygdalo-hippocampalis
transitionalis zéna elhelyezkedése atlasz alapjan, a keretben lathat6 teriilet megfelel az A és C édbran
vizsgalt teriiletnek. (Paxinos és mtsai 1991) A 1épték az A abran 200 um-t, a B abran 50 um-t, a C abran
200 pm-t jelol.
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Ezt az amygdalaban ideiglenesen megjelené TIP39 immunreaktiv sejtcsoportot korabbi
vizsgalatok nem irtak le, igy felmeriilt aspecifikus immunfestddés lehetOsége is. Az
immunfestés specificitasat a TIP39 mRNS jelenlétének in situ hibridizacioval torténd
kimutatasaval és fluoreszcens amplifikalt immunhisztokémiaval kivantuk igazolni. Az
amygdalat az 1. postnatalis napon vizsgaltuk — a halvany DAB festés helyett — FITC-
tiramid fluoreszcens immuncitokémiaval és radioktiv in situ hibridizaciéval. Az
immunfestés és az in situ hibridizaci6 eredményei tokéletesen megegyeztek, igy
igazoltuk, hogy az amygdalaban leirt TIP39 immunreaktivitds valéban TIP39

expresszid kovetkezménye (10. abra).

10. abra

TIP39 immunreaktiv és TIP39 mRNS expressziot mutatd sejtek az 1. postnatalis napon az amygdalo-
hippocampalis transitionalis zéndban. (A) TIP39 immunreaktiv neuronok amplifikalt fluoreszcens
immunfestéssel. (B) A kerettel jelzett teriilet nagy nagyitassal, jol lathatoak a TIP39 reaktiv sejttestek. (C)
Sotét latomezds in situ hibridizacios felvételen lathaté az A dbranak megfeleld teriileten a TIP39 mRNS
expresszio. (D) Vilagos latoterli, nagy nagyitasu felvétel az amygdalo-hippocampalis transitionalis
z6narol, a sejttestek felett jol lathatdoak a TIP39 mRNS expressziot jelzé autoradiographias szemcsék. A
lépték az A abran és C abran 300 um-t, a B abran 30 um-t, a D dbran 50 pm-t jeldl.
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5.2.  Majom agyszdveten végzett vizsgalatok

Ragcsalokon végzett korabbi vizsgalatok szerint a TIP39 expresszidja csokken a
szliletés utan (Dobolyi és mtsai 2006b), ezért a TIP39 in situ hibridizacios
vizsgélatokhoz egy 3 napos Rhesus majom agyat hasznaltuk fel. Mivel a PTH2 receptor
mRNS expresszidja az élet folyaman nem valtozik (Dobolyi és mtsai 2006b),
ugyanebbdl az agybodl szarmazé mintakon végeztiik el a PTH2 receptor mRNS in situ

hibridizacios hisztokémiai vizsgalatokat is.

5.2.1. TIP39 mRNS eloszlasdnak kimutatdsa majom agyban in situ hibridizaciés

hisztokémiaval

A korabban patkdny agyon végzett immuncitokémiai vizsgalatainkhoz hasonld
eloszlasban, a majomagy két korulirt teriiletén talaltunk TIP39 mRNS expressziot: a
hatsé thalamusban a subparafascicularis areaban (SPF) valamint a rostralis ponsban.

A TIP39 neuronok a hatsé thalamusban itt is két nagyobb csoportban jelentek meg, a
fasciculus retroflexustdl a medialisan, a III. kamra felé, amely megfelel patkany agyban
is leirt SPF-PVG teriiletnek, illetve a fasciculustdl lateralisan és caudalisan, mely
megfelel a koraban leirt parvicellularis SPF (SPFp) posterior intralaminar complexként
(PIL) leirt teriiletének (SPFp-PIL) (11. abra).

A TP39 neuronok masik csoportja a pontomesencephalicus atmenetben lemniscus

lateralis ventralis magjatol medialisan jelent meg, ez a teriilet megfelel a korabban leirt

medialis paralemniscalis magnak (MPL) (11. ébra).
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11. abra

TIP39 mRNS expressziot mutatd sejtek majom agyban. A TIP39 mRNS kimutatasat coronalis sik(
metszeteken végeztiik in situ hibridizacioval. A sotét latoterti fotokon fehér pottyok jelzik a TIP39 mRNS
jelenlétét bizonyitd pozitiv autoradiografias jelet. (A) A rajz a diencephalon-mesencephalon atmenetet
mutatja coronalis sikil metszeten, majom agyban. A bekeretezett régié felel meg a B abran vizsgalat
teriiletnek. (B) Sotét latoteres felvétel, melyen lathatok a medialis, a II1. kamra és a fasciculus retroflexus
kozott elhelyezkedd, a subparafascicularis magnak megfeleld TIP39 expresszalo sejtek. (C) A rajz a
pontomesencephalis atmenetet mutatja coronalis siki metszetet abrazolja. A bekeretezett régio felel meg
a D abran vizsgalat teriiletnek. (D) Sotét latoteres felvétel, melyen lathatok a medialis paralemniscalis
magnak (MPL) megfelelé TIP39 expresszalo sejtcsoport, mely a lemniscus lateralis ventralis magjatol
(VLL) medialisan helyezkedik (E) A D abran bekeretezett teriilet nagy nagyitasu, vilagos latoteri képe,
melyen jol lathatok az autoradiografias szemcsék a TIP39 expresszalo sejtestek felett. A 1épték az B és D
abran 1 mm-t, az E abran 200 pum-t jelol. A sémas rajzok atlaszbol szarmazo képek modositasaval
késziiltek (Atlas of the macaque brain, Martin and Bowden 1996), az AP (anterior-posterior) koordinatak
az atlasznak megfeleldek, ahol a zéré koordinata a commissura anterior sikjanak felel meg.

5.2.2. PTH2 receptor mRNS kimutataisa majom agyban in situ hibridizacios

hisztokémiaval

Basalis ganglionok és a temporomedialis strukturak

A legrostralisabb coronalis metszeteken lehet6ségiink nyilt az amygdala, a
hippocampus, valamint a térzsdliicok egy részének vizsgalatara. Mig a hippocampusban
csak szorvanyosan lathatd néhdny PTH2 receptort expresszalé neuron, addig az

amygdala, mind a centralis, mind a medialis mag teriilete bdségesen tartalmaz PTH2
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receptort expresszald sejteket. Az amygdala egyéb teriiletein sokkal kisebb mértékii
PTH2 receptor expressziot latunk. Hasonld gyenge PTH2 receptor expresszidt talaltunk
a nucleus caudatusban, a substantia innominata teriiletén. A putamen, valamint a globus

pallidus teriiletén PTH2 receptor expresszid nem volt igazolhato (12. abra).

Thalamus

Osszességében a corpus geniculatum mediale teriiletét kivéve alig lattunk PTH2
receptor expressziot a thalamusban. A corpus geniculatum medialen belil a
legkifejezettebb expressziot a medialis magban, valamivel csekélyebbet a ventralis
magban talaltunk. A dorsalis mag és a szomszédos nucleus suprageniculatus thalami
nem mutatott PTH2 receptor expressziot. Kevés PTH2 receptor expressziot mutatod
neuront talaltunk még a kézépvonali thalamus magokban, elsdsorban a paraventricularis
magban, a habenula lateralis magjaban, a peripeduncularis areaban ¢és a corpus
geniculatum lateraleban. A thalamus eliils6, lateralis, ventralis, hatuls6 magcsoportjai

vizsgalatainkban nem expresszaltak PTH2 receptor mRNS-t.

Hypothalamus

A hypothalamus rendkiviil gazdag PTH2 receptort expresszalo neuronokban. A
legkifejezettebb expressziot mutato teriilet a medialis preopticus mag, mig a preopticus
area egyéb teriiletei gyengébb PTH2 receptor expressziot mutatnak. A hypothalamus
paraventricularis magja, kiilondsen a mag parvicellularis része nagyon intenziv PTH2
receptor expressziot mutatott. A PTH2 receptort -expresszalé neuronok, bar kisebb
szamban, a periventricularis magban is megtalalhatéak voltak. Intenziv PTH2 receptor
expresszalo sejtek csoportjat talaltuk még a lateralis hypothalamicus area (LHA)
ventralis részében. A hypothalamus egyéb részeiben (nucleus supraopticus, anterior
hypothalamic nucleus, nucleus infundibularis, ventromedial hypothalamic nucleus,
dorsomedial hypothalamic nucleus, perifornical hypothalamic nucleus, posterior
hypothalamic nucleus, tuberomamillary nucleus, premamillary nucleus) csak Kkis
szamban talaltunk PTH2 receptort kifejez6 sejteket. Kevés PTH2 receptor expresszalo
sejt volt lathatd a corpus mamillareban (superior mamillary nucleus) €s a nucleus

subthalamicusban.
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12. abra

PTH2 receptor expressziot mutatd sejtek majomban a diencephalon és az amygdala teriiletén. A PTH2
receptor mRNS kimutatasat coronalis siki metszeteken végeztiik in situ hibridizacioval. A sotét latoterti
fotokon fehér pottyok jelzik a PTH2 receptor mRNS jelenlétét bizonyitd pozitiv autoradiografias jelet.
(A) A rajz a hypothalamus sikjaban készitett coronalis siki metszet, melyen medialisan a hypothalamus,
lateralisan a temporomedialis struktirak és torzsducok lathatoak. A bekeretezett régiok a B és C képeken
vizsgalt teriileteknek felelnek meg. (B) Sotét latoteres felvétel, melyen nagyszamt PTH2 receptort
expresszald neuron lathato a hypothalamus paraventricularis magjaban (Pa) valamint a lateralis
hypothalamicus area (LHA) ventralis részében. Szinténlathatok aa III. kamra és a fasciculus retroflexus
kozott elhelyezkedd, a subparafascicularis magnak megfeleld TIP39 expresszalo sejtek. (C) Sotét
latoteres felvétel nagyobb szamu PTH2 receptor expresszald neuron lathatd az amygdala centralis (CeA)
magjaban, mig hasonld sejtek lathatok, csak kisebb szdmban a medialis magban (MeA). (D) A rajz a
metathalamus magassagaban késziilt coronalis sikii metszetet abarzolja a két corpus geniculatummal. A
bekeretezett régio felel meg az E abran vizsgalat teriiletnek. (E) Sotét latoteres felvétel, melyen
nagyszami PTH2 receptor expresszald neuron lathat6 a corpus geniculatum mediale medialis (MMG) és
ventralis (VMG) magjaban, mig a corpus geniculatum laterale (LG) teriiletén alig latunk PTH2 receptor
expressziot. (F) Nagy nagyitast, vilagos latoterti felvétel, melyen jol lathatok az autoradiografias
szemcsek a PTH2 receptortexpresszalo sejtestek felett a coprus geniculatum mediale teriiletén. A 1épték a
B, C és E abran 1 mm-t, az F é&bran 200 um-t jelol. A sémds rajzok atlaszbdl szarmazd képek
modositasaval késziiltek (Atlas of the macaque brain, Martin and Bowden 1996), az AP (anterior-
posterior) koordinatak az atlasznak megfelel6ek, ahol a zér6 koordinata a comissura anterior sikjanak
felel meg.
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Mesencephalon

A mesencephalon tobb részében is talalunk bdséges PTH2 receptor mRNS expressziot.
A colliculus superior felszines rétegeiben kifejezett, mig mélyebb rétegeiben gyengébb
PTHZ2 receptor expressziot lattunk. A periaqaeductalis sziirkealloméanyban, elsésorban a
lateralis teriileteken talaltunk tobb PTH2 receptort kifejezé sejtet, mig az egyéb
teriileteken kevesebbet. Erds expressziot lattunk a dorsalis raphe magban és a
parabigeminalis nucleus teriiletén is. A koézépagy egyéb teriiletei diszkrétebb PTH2R
kifejez6dést mutattak, ide tartozik a zona incerta, a ventralis tegmentalis area, a
subbrachalis mag és colliculus inferior. Nem talaltunk expressziot a substantia nigra, a

nucleus ruber és az oculomotorius magok teriiletén (13. abra).

13. abra

PTH2 receptor expressziot mutatd sejtek majom mesencephalonban. A PTH2 receptor mRNS kimutatasat
coronalis sikll metszeteken végeztiik in situ hibridizacids hisztokémidvall. A sotét latdterti fotokon fehér
pottyok jelzik a PTH2 receptor mRNS jelenlétét bizonyitd pozitiv autoradiografias jelet. (A) A rajz a
mesencephalon sikjaban készitett coronalis sikil metszet. A bekeretezett régidk a B (colliculus superior),
C (periaqueductal gray), D (dorsal raphe nucleus) és E (parabigeminal nucleus) képeken vizsgalt
teriileteknek felelnek meg. (B) Sotét latoteres felvétel, melyen szamos PTH2 receptor expresszald neuron
lathat6 colliculus superior (SC) kiilsé rétegiben. (C) Sotét latoteres felvétel PTH2 receptor expresszald
neuronok lathatoéak a periaquaeductalis sziirkealloméany ventrolateralis részén. (D) So6tét latoteres felvétel,
melyen PTH2 receptort kifejez6 neuronok lathatéak a dorsalis raphe magban (DR) (E) Sotét latoteres
felvétel, melyen PTH2 receptor expresszalé neuronok lathatéak a parabigeminalis magban (PBG) a
leminiscus lateralistol (Il) lateralisan. (F) Nagy nagyitasu, vilagos latoterii felvétel, mely az E dbran
bekeretezett teriiletnek felel meg. Jol lathatok az autoradiografias szemcsék a PTH2 receptor mRNS-t
kifejez6 sejttestek felett a parabigeminalis mag teriiletén. A 1épték az B és C abran 1mm-t, a D és E abran
500pm-t, az F abran pedig 100um-t jelol. A sémas rajzok atlaszbol szarmazod képek modositasaval
késziiltek (Atlas of the macaque brain, Martin and Bowden 1996), az AP (anterior-posterior) koordinatak
az atlasznak megfelelek, ahol a z&rd koordinata a commissura anterior sikjanak felel meg.
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Pons

A ponsban a nucleus tegmentalis dorsalis (ahol intenziv mRNS in situ hibridizacios jelet
lattunk) kivételével csak kevés, szétszort PTH2 receptort kifejezé neuront talaltunk a
tegmentum, a parabrachialis magok, trigeminus érzémagja és a formatio reticularis

tertiletén.

5.2.3. Vesicularis glumatat transzporter (VGLUT2) Kkimutatasa PTH2 receptor

immunreaktiv terminalisokon

A vizsgalatokhoz a majom agy commissura anteriortol a diencephalon végéig terjedd
szeleteit hasznaltuk fel. Kiterjedt PTH2 receptor immunreaktiv rosthalozatot talaltunk a
lateralis septumban, a thalamusban és hypothalamusban, és néhdny pozitiv rostot a kérgi
teriiletekben. A lateralis septumban ¢és praeopticus areaban kettds immunfestéssel
gyakorlatilag az 6sszes PTH2 receptor immunreaktiv rost tartalmazott VGLUT2

immunreaktivitast (14. abra).

14. abra

PTH2 receptor ¢s VGLUT2 immunreaktivitas egyméshoz viszonyitott elhelyezkedése majomagy
praeopticus area magassidgaban készitett coronalis siki metszetein kett6s immunfestéssel. (A) A Kis
nagyitasu fluromikroszkdpos felvételen lathatd, hogy a hypothalamus periventricularis magjaban (Pe), a
medialis praeopticus nucleusban (PMN) mind PTH2 receptor (zéld), mind VGLUT2 (piros)
immunreaktiv rostok és termindlisok megtalalhatoak. A PTHZ2 receptor rostok FITC-tiramid, a
VGLUT? rostok karbo-cianid festést, mig sejtmagok DAPI (kék) hattérfestést kaptak. A * a B és C
képeken a vizsgalt teriiletet jelzi. (B) Nagy nagyitasi konfokalis mikroszkopos képen lathato, hogy a
PTH2 receptor -immunoreaktiv terminalisok jelentés része VGLUT2 kolokalizéciét mutat, melyek
sarga szinnel lathatoak foton (z6ld+piros=sarga). Szamos ilyen terminalist fehér nyillal jeldltiink meg.
Lathaté hogy szamos egyéb rost is jelen van, melyek csak VGLUT2-re festddnek, ezek tovabbra is piros
szinnel abrazolédnak. (C) A zold kikapcsolasa utan ugyanebben a latotérben lathatéak az elézé képen is
nyillal jeldlt PTH2 receptor -VGLUT?2 kolokalizaciét mutaté rostok és terminalisok. A 1épték az A
abran 300pum-t, a B és C abran pedig 30pum-t jelsl.
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5.3. Human agyszoveten végzett vizsgalatok

5.3.1. PTH2 receptor immunreaktivitas eloszlasa a human agyszovetben

Immuncitokémiai vizsgalatokkal human agyszovet kiilonboz6 teriiletein talaltunk PTH2
receptor immunreaktivitast, melyet az alabbiakban anatomia szerint részleteziink és

késObb tablazatban is 6sszefoglalunk.

Cortex
Az insularis cortex vizsgalatara nyilt lehetdségiink, itt csak néhany elszoért PTH2R

pozitiv rostot sikeriilt kimutatnunk.

Thalamus

A thalamusban viszonylag kevés PTH2 receptor pozitivitas talalhato. Jelentésebb szamu
PTH2 receptor pozitiv rostot csak a paraventricularis magban talalunk. Kevés tovabbi
PTH2 receptor reaktiv rost lathatd még az anteromedialis, lateralis hatsé és
suprageniculatus magokban, tovabba a habenulaban, a peripeduncularis areaban és a

corpus geniculatum lateraleban (15. abra).

Hypothalamus

A hypothalamus az agy PTH2 receptor rostokkal és terminalisokkal legjobban atszott
teriilete. Kiilonosen stirti immunfestést mutat a medialis praeopticus area, mig a lateralis
praeopticus area festddése csekély. Hasonldan intenziv PTH2 receptor immunreaktivitas
¢észlelhetd a paraventricularis és infundibularis magokban, ezek az immunreaktiv rostok
az eminentia mediana felé vetiilnek, ahol szintén erés immunfestést talalunk, kiilondsen
a kiilsé rétegben. Szamos immunpozitiv rost talalhatd az egész lateralis hypothalamicus
areaban, a nucleus supraopticusban, a dorsomedialis és hats6 hypothalamicus és a
tuberomamillaris valamint praemamillaris magokban. Mérsékelten erds immunfestés
lathaté az eliils6, ventromedialis, perifornicalis és subthalamicus magokban, a corpus
mamillareban, mig a nucleus suprachiasmaticusban csak néhany elszort immunpozitiv

rost lathato (15. abra).
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15. abra

Human diencephalon PTH2 receptor immunreaktivitas vizsgalata FITC-tiramid fluoreszcens
amplifikaciés immuncitokémiaval coronalis metszeteken. (A) A rajz a commisura anterior sikjaban
készitett coronalis metszetet abrazolja. A keretezett régio, a B képen vizsgalat teriilet, a pracopticus area.
(B) Stirti PTH2 receptor pozitiv rosthalozat lathatd a medialis pracopticus area (MPA) teriiletén, mig
csekély vagy hidnyzik az immunreaktivitds a supraopticus (SO) és a suprachiasmaticus magok (SCh)
teriiletén. (C) A rajz a hypothalamus paraventricularis magjanak sikjaban késziilt coronalis metszetet
abrazolja, a keretezett teriiletek a D és E abran vizsgaltaknak felelnek meg. (D) Stri PTH2 receptor
pozitiv rosthalozat lathatd a paraventricularis magban (Pa). (E) Hasonlé kép lathato a nucleus
infundibularisban (F) Markans PTH2 receptor fest6dés lathaté az eminetia medianat elérd terminalisok
tertiletén. (G) A rajz a corpora mamillaria sikjaban késziilt coronalis metszetet dbrazolja, a keretezett
terliletek a H és I abran vizsgaltaknak felelnek meg. (H) B6 PTH2 receptor pozitiv rosthaldzat lathato a
thalamus paraventricualris magjaban (PVT), mig a szomszédos anteromedialis magban (AM) nem latunk
érdemi immunfestést. (I) Sok PTH2 receptor reaktiv rost lathato a lateralis hypothalamicus areaban
(LHA), mig a nucleus mamillaris medialis (MMN) nem festédik. A sémads rajzok atlaszbdl szarmazo
képek modositasaval késziiltek (Atlas of the human brain, Mai et al, 1997), az AP (anterior-posterior)
koordinatak az atlasznak megfelelek, ahol a zérd koordinata a commissura anterior sikjanak felel meg.
A lépték az B, H és I abran Imm-t, a D, E és F abran 500um-t jelol.
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Mesencephalon

A kozépagyban a legnagyobb immunpozitiv rostsliriség a periaquaeductalis
szlirkeallomanyban (PAG) talalhato. A PTH2 receptor immunreaktiv rostok haldzatot
képeztek a PAG dorsomedialis és lateralis részében, mig a rostsiiriiség alacsonyabb volt
a dorsolateralis és ventralis teriiletekben. A mesencephalon kovetkezo teriiletei is
relative magas szamban tartalmaznak PTH2 receptor immunreaktiv rostokat: zona
incerta, subbrachial nucleus, pretectal area, colliculus superior, colliculus inferior és a
ventral tegmental area. Még alacsonyabb immunreaktivitast talaltunk dorsalis raphe
magban, viszont egyaltalan nem talaltunk PTH2 receptor festddést a substantia

nigraban, a nucleus ruberben és az oculomotorius magok teriiletében (16. abra).

Pons

Strtt PTH2 receptor immunpozitiv rosthalozat taladlhaté a lateralis parabrachialis
magban. Joval alacsonyabb rostdenzitast lattunk a tegmentumban és a trigeminus
sensoros magjaban. Elszorva egy-egy PTH2 receptor reaktiv rostfestddést talaltunk a
formatio reticularisban, a pontin raphe nucleusban, az oliva superior magjaban és a

vestibularis magokban (16. abra).

Medulla oblongata

Kifejezett PTH2 receptor immunpozitivitast talaltunk a nucleus spinalis nervi
trigeminiben, hasonlé festédés volt lathatdo a nucleus tractus solitarii area postrema
mellett elhelyezkedd részében, valamint a nucleus dorsalis reticularisban. PTH2
receptor pozitiv rostok talalhatdéak még az aera postremaban és a formatio reticularis

nyultvedi szakaszan is.

Medulla spinalis

A gerincveld harant metszetein varicositasokban gazdag PTH2 receptor immunpoztiv
rostokat taldlunk jelentds szamban a sziirkedllomany hatsé szarvaban, a Rexed I-1l
zonaban. Néhany gyengébben festddd rost lathatdo a intermediomedialis magban és a
Rexed X. zonaban. Néhany elszort PTH2 receptor immunreaktiv rost lathatdé még a

hatsé szarv mélyebb zénaiban illetve a ventralis szarvban.
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Obex +40 mm

16. abra

PTH2 receptor immunreaktivitds vizsgalata human mesencephalon, a pons és a medulla oblongata
terliletén FITC-tiramid fluoreszcens amplifikacidos immuncitokémiaval coronalis metszeteken. (A) A rajz
a rostralis pons sikjaban készitett coronalis metszetet abrazolja. A keretezett régid, a B képen vizsgalat
terliletnek felel meg. (B) Strti PTH2 receptor pozitiv rosthalézat lathatd a parabrachialis nucleusban
(PBL) mig a lemniscus lateralis szomszédos ventralis magjaban nem latunk festédést. (C) A rajz a
rostralis mesencephalon sikjaban késziilt coronalis metszetet abrazolja, a keretezett teriiletek a D abran
vizsgalt teriiletnek felel meg. (D) Siirt PTH2 receptor pozitiv rosthaldzat lathatd a periaquaeductalis
(PAG) dorsomedialis (DMPAG) és lateralis teriiletében (LPAG). (E) Kifejezett PTH2 receptor
immunreaktivitast mutato, gazdag rosthalozat lathaté a C2 magassagaban készitett gerincvel6i metszeten
a Rexed II. zonaban (L2) a hatso szarv (DH) teriiletén. A szomszédos fasciculus cuneatus, a fasciculus
dorsolateralis és a hats6 szarv mélyebb zonai is csak elvétve tartalmaznak egy-egy immunpozitiv rostot.
A sémas rajzok atlaszbol szarmazo képek modositasaval késziiltek (Atlas of the human brainstem,
Paxinos and Huang, 1995), az AP (anterior-posterior) koordinatak az atlasznak megfeleléek, ahol a zéro
koordinata az obex sikjanak felel meg. A 1épték a B, D és E abran 500 um-t jelol.

5.3.2. PTH2 receptor expresszio eloszlasa huméan agyszovetben RT-PCR

vizsgalatokkal
A human mintakbol 2-10 ng RNS-t nyertiink. Formaldehid gélen valo futtatds soran a

28S rRNS legalabb egyforma intenzitast mutatott a 18S csikkal, igy megfeleld6 RNS

mindségre kovetkeztettiink az 6sszes mintaban. PTH2 receptor specifikus primerparral
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végzett reverz transzkripciot kovetden kiilonb6z0 intenzitdsu, de a vart 440bp
hosszusagnak megfeleld csikot kaptunk a gélen, mely megfelelt a hasznalt primer parral
nyerheté PTH2 receptor specifikus PCR terméknek. A terméket szekvenalassal is
igazoltuk. A gélen kapott csik intenzitasabol kovetkeztettiink az adott mintaban 1évé

teriilet PTH2R expresszidjara.

Magas intenzitasu PCR csikot kaptunk a septumbol, a nucleus caudatusbol, a corpus
geniculatum medialebol, a praectectalis teriiletb6l, a pons tegmentumabdl és a

cerebellaris cortexbdl szarmazo mintakbol.

Alacsonyabb PTH2 receptor kifejez6désre utald eredményt kaptunk a frontalis
cortexbdl, az amygdalabol, a corpus geniculatum lateraleb6él, a nucleus
subthalamicusbo6l, a ventralis tegmentalis areabol, a dorsal vagal complexbdl és a

nucleus spinalis trigeminib6l szarmazo mintakbol.

Nem kaptunk PTH2 receptor specifikus PCR terméket az alabbi teriiletekbdl szarmazd
mintakbol: ventralis thalamus, mediodorsal thalamic nucleus, pulvinar, substantia nigra,

nuclei pontis, oliva inferior és medulla oblongata ventrolateralis része.

Kilenc egyéb teriiletrdl két kiilonb6zd agybdl is kaptunk mintdkat. Mindkét agybol
egyforma, kozepesen intenziv jelet kaptunk a hippocampusbdl, a nucleus
subthalamicusbol €s a pons formatio reticularisdbol szarmaz6 mintdkban. Egyik agyban
sem kaptunk PCR terméket a kovetkezd teriiletekrdl: ventralis thalamus, mediodorsal
thalamic nucleus, nuclei pontis. A két agy kozott kiilonbséget lattunk a praetectalis
areabol, a tegmentum pontisbdl €s a cerebellaris cortexbdl kapott mintdkban. Itt mindkét
agy esetén pozitiv eredményt kaptunk, de a masodik agybol szarmaz6 mintakban a PCR
csik intenzitdsa alacsonyabb volt.

A PCR reakcio kontrolljaként GAPDH specifikus primerekkel minden RNSt tartalmazo
mintdban a vart 423bp hossziusaga PCR terméket kaptuk, mig az RNSt nem tartalmazo

minta negativ kontrollként szolgalt (17. abra).
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17. abra

PTH2 receptor expresszido kimutatdsa human agy kiillonbozd teriileteibdl szarmazo mintakbol reverz
transzkripcidos PCR technikdval. A szovetmintakbol szarmazo cDNS mintakkal és a PTH2 receptor
specifikus primer parral végzett PCR reakcid termékeit futtattuk gélen. A felsé sorban a PTH2 receptor
specifikus 440bp hosszisagh PCR termék csikjai lathatéak — kiillonbozi intenzitassal, melybdl a
kiilonboz6 teriiletek eltéré PTH2 receptor expresszids aktivitasara kovetkeztethetiink. Az alsé sorban a
PCR reakcid pozitiv kontrolljaként alkalmazott GAPDH gén jelenlétére utald 423 bp hosszisagii PCR
termék csikjai lathatéak minden RNS-t tartalmaz6 mintaban, egyforma intenzitassal.

5.3.3. PTH2 receptor immunreaktiv rostok viszonya emberi hypothalamus

somatostatin é¢s CRH termel6 neuronjaihoz.

A hypothalamus periventricularis magjdban a somatostatin-immunreaktiv neuronokat és
az eminentia mediana valamint hypothalamus mediobasalis részei fel¢ vetiild
somatostatin-immunreaktiv rosthalozatot talalunk. Kett6s immunfestéssel igazoltuk,
hogy ezen somatostatinerg rostok egy része PTH2 receptor immunfestédést is mutat,
mig mas rostok vagy csak PTH2 receptor vagy somatostatin specifikus festddést

mutatnak.
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18. abra

PTH2R immunreaktiv rostok viszonya somatostatin és CRH immunreaktiv rostokhoz és sejtekhez human
hypothalamus paraventricularis, periventricularis magjaiban ¢és az eminentia medianaban. Kettds
immunfestéssel késziilt felvételek coronalis siki metszetekrél. Az A, B és C képeken PTH2R ¢és
somatostatin, a D és E képeken PTH2R és CRH immunfestést alkalmaztunk. (A) Somatostatin pozitiv
rostok és sejtek (piros), valamint fekete nyillal jelolt PTH2R pozitiv rostok (z6ld) a periventricularis
magban (Pe). A keretezett régio, a B képen vizsgalt teriiletnek felel meg. (B) Nagy nagyitassal késziilt
konfokalis képen lathato a PTH2R és somatostatin kolokalizacio (sarga), melyet fehér nyillal jeloltink. A
kolokalizacid arra enged kovetkeztetni, hogy a somatostatin rostok egy része PTH2 receptort tartalmaz.
(C) Az eminentia medianardl késziilt nagy nagyitasi konfokalis képen lathatéak a fehér nyillal jelolt
kettés, PTH2R és somatostatin fest6dést mutatd sarga szinii terminalisok. (D) CRH immunreaktiv sejtek
és rostok a paraventricularis magban (Pa). A keretezett régio, az E képen vizsgalt teriiletnek felel meg. (E)
Nagy nagyitasu konfokalis képen CRH pozitiv sejttestek és rostok (piros), valamint PTH2R pozitiv rostok
(zo1d) lathatoak. Nem latjuk a kolokalizaciora utald sarga festodést, de megfigyelhetd, hogy a varicosus
rost terminalisok nagyon megkdzelitik a CRH pozitiv sejttesteket, ahogy ezeket fehér nyillal meg is
jeloltiik. A lépték az A abran 200 um-t, a B és E abran 50 pm-t, a C abran 30 pm-t, a D abran 1 mm-t
jelol.
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Az eminentia mediana teriiletén nagyon nagy szdmban taldlunk PTH2 receptor és
somatostatin immunpozitiv rostokat. Nagy nagyitassal lathaté, hogy magaban az
eminentia medianaban 1év6 PTH2 receptor terminalisok donté tobbsége somatostatin
festddést mutat. Ezzel szemben a somatostatin terminalisoknak csak egy része

kolokalizal a PTH2 receptor immunreaktivitassal.

A hypothalamus paraventricularis magjaban jelentés szamban taldlunk CRH
immunreaktiv rostokat és neuronokat. Kettds immunfestéssel viszont azt lattuk, hogy a
CRH pozitiv rostok nem mutattak kettds festddést az itt talalhaté PTH2 receptor pozitiv
rostokkal, bar a PTH2 receptor terminalisok nagyon megkdozelitették a CRH pozitiv
sejttesteket (18. dbra).

54. A PTH2 receptor térképezés 0Osszefoglald eredményei foemlds és ragcesald

agyon.

Irodalmi adatok szerint a PTH2 receptor legjobb anatémiai feltérképezése eddig egér
agyban tortént meg. A human agymintakon reverz-transzkripcidos PCR technikaval (RT-
PCR), immuncitokémiaval (ICCH), valamint a majom agyszdvetben in situ
hibridizaciés (ISHH) technikéaval nyert lokalizacios adatainkat a korabbi irodalmi (egér)
adatokkal vald Osszehasonlitasban a 3. tablazatban tiintettiik fel. Az RT-PCR, valamint
in situ hibridizacios hisztokémia szolgaltatta adatok alapjan elsésorban a PTH2 receptor
mRNS szintézisének helyét, a perikaryonokat térképeztiik fel, mig immuncitokémiaval
(a human mintakban a sejttestek nem igazan festédnek) a PTH2 receptor immunreaktiv
rosthalozat anatomiai elhelyezkedését ismerhettik meg. A tabldzatban szinkddokat
hasznaltunk a PTH2 receptor, vagy PTH2 receptor mRNS jelenlétének szemikvantitativ

megjelenitésére.

A vizsgalt szeletben talalt jelolt sejtek szama:

nincs jelolt sejt: fehér mezo (N) N
1-10 jelolt sejt: vildgoskék mezo (+)

11-20 jeldlt sejt: kozépkék mezd (++)
20-nal tobb jelolt sejt: sotétkék mezo (+++)
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Hasonl6an ehhez, rostok esetében:

nincs jelolt rost:

fehér mez6 (N)

kevés jelolt rost:

halvanypiros mezd (+)

szamos jelolt rost:

piros mez6 (++)

sok jelolt rost:

bord6 mezo6 (+++)
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PTH2R mRNS - sejttestek PTH2R immunreaktiv rostok
huméan majom egér huméin egér
RT-PCR ISHH ISHH ICCH ICCH

Hemisphaeriumok

Cortex
Frontalis kéreg
Insularis kéreg
Hippocampus
Septum pellucidum
Medial septal nucleus
Lateral septal nucleus
Amygdala
Central nucleus
Basal nuclei
Lateral nucleus
Medial nucleus
Cortical nucleus

Torzsducok

Nucleus caudatus

Putamen nuclei lentiformis
Globus pallidus

Claustrum

Nucleus accumbens
Substantia innominata

Diencephalon

Thalamus
Anterior thalamic nuclei
Midline thalamic nuclei
Lateral thalamic nuclei
Ventral thalamic nuclei
Reticular nucleus
Mediodorsal thalamic nucleus
Habenular nuclei
Posterior thalamic nuclei
Peripeduncular area

Suprageniculate thalamic nucl.

Corpus geniculatum mediale
Dorsal nucleus
Ventral nucleus
Medial nucleus
Corpus geniculatum laterale
Pulvinar thalami
Hypothalamus
Medial preoptic area
Lateral preoptic area
Nucleus supraopticus
Supraoptic decussations
Suprachiasmatic nucleus

Anterior hypothalamic nucleus

Nucleus paraventricularis
Nucleus periventricularis
Nucleus arcuatus
Eminentia mediana
Ventromedial nucleus

N N N
N N

| N N N N N
N N N N

| N N N N N
N N
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PTH2R mRNS - sejttestek

PTH2R immunreaktiv rostok

human
RT-PCR

majom
ISHH

egér
ISHH

Dorsomedial nucleus
Lateral hypthalamic area
Perifornical nucleus
Posterior hypthalamic nucleus
Tuboromamillary nucleus
Premamillary nucleus
Corpus mamillare
Superior mamillary nucleus
Medial mamillary nucleus
Lateral mamillary nucleus
Nucleus subthalamicus

human
ICCH

Mesencephalon

egér
ICCH

Zona incerta
Substantia nigra
Nucleus ruber
Subbrachial nucleus
Pretectal area
Colliculus superior
Colliculus inferior
Parabigeminal nucleus
Periaqueductal gray
Dorsal raphe nucleus
Ventral tegmental area
Nuclei nervi oculomotorii

Pons

Nuclei lemnisci lateralis
Medial paralemniscal nuclei
Tegmentum pontis

Medial parabrachal nuclei
Lateral parabrachial nuclei
Nuclei pontis

Oliva superior

Pontine reticular formation
Nucelus principalis nervi trigemini
Nucelus motorius n. trigemini
Pontine raphe nucleus

Nuclei vestibulares

| N N N N N
N N
| N
N N N
N N
N N

Medulla oblongata

Nuclei cochleares

Nucleus spinalis nervi trigemini
Prepositus hypoglossal nucleus
Medullary reticular formation
Oliva inferior

Dorsal vagal complex

Nucleus tractus solitarii

Dorsal motor vagal nucleus
Area postrema

Nucleus motorius nervi hypoglossi
Nucleus ambiguus

Medullary raphe nuclei

]

N N N
N
N N N

zZ|1Z2|1Z2|Z2|2

Z2|Z2|1Z2|Z2 |2

Z|1Z2|1Z2|Z2|2

Cerebellum

Kéreg
Cerebellaris magok
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6. Megbeszélés

A TIP39-PTH2 receptor rendszer alacsonyabb rendii emldsokon kordbban részletes
leirasra keriilt. A receptor-ligand péros anatomiai eloszldsa, megjelenése, valamint
szamos funkcionalis vizsgalat arra enged kovetkeztetni, hogy a TIP39-PTH2 receptor
rendszer az emlds agy endokrin, viscerosensoros ¢€s auditoros miikkodésében jatszik
szerepet. Kordbbi vizsgalatokbol ismert volt, hogy TIP39 expresszidja a posztnatalis
korban jelent6sen valtozik, ezért megvizsgaltuk a TIP39 expresszidjat a praenatalis és
korai postanatalis szakban is. Abbol a célbdl, hogy a ragcsalokban nyert funkcionalis
eredményeket a human idegrendszerre is extrapoldlni tudjuk, el@szor az anatomiai
megjelenés azonossagait ¢és esetleges kiilonbozoségeit kellett megvizsgalnunk.
Neurokémiai modszerekkel feltérképeztik a TIP39-PTH2 receptor rendszer
megjelenését majom €s ember kézponti idegrendszerében és azokat a ragcsalokban
szerzett korabbi adatokkal hasonlitottuk Ossze, majd megvizsgaltuk, hogy a PTH2
receptort legnagyobb siirtiségben kifejez6 hypothalamusban a TIP39 mi médon fejtheti
ki hatasat a hypothalamo-hypophysis rendszeren.

A megbeszélésben eldszor nagy vonalakban Osszegezziik a TIP39-PTH2R rendszer
¢s PTH2 receptor lokalizacidjanak anatomiai feltérképezéséhez tobb kiilonbozd
metodikat is alkalmaztunk, melyek egy része szandékos, egy része kényszerii valasztas
volt, melyet itt részleteziink. Leirjuk a TIP39 sejtek korai életszakban észlelt
megjelenését, majd a human és majom agyszovetben végzett térképezés eredményeit
hasonlitjuk Ossze a kordbbi, ragcsalokbol nyert adatokkal. Utolsoként a
hypothalamusban végzett vizsgalataink alapjan diszkutaljuk a TIP39-PTH2 rendszernek

crer

6.1. Anatomiai leiras
A PTH receptorral rokon szekvenciaju PTH2 receptor a kdzponti idegrendszer szamos

teriiletén, legkifejezettebben a diencephalonban és az agytdrzsben expresszalodik.

Korabbi, alacsonyabb rendii emldsokdn végzett vizsgalatok szerint a receptor fizioldgias
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liganduma egy kozelmultban leirt, 39 aminosavbol all6é neuropeptid, a
tuberoinfundibularis peptid 39 (TIP39). Ragcsalokban szerzett adatok szerint, mig a
PTH2 receptor a subcorticalis allomanyban széles korben megtalalhato, addig a TIP39
expresszald neuronok csak a thalamusban illetve a ponsban, egy-egy koriilirt tertileten

csoportosulnak.

A thalamusban a TIP39 sejtek a thalamus hatso, ventromedialis részén talalhato
subparafascicularis areaként (SPF) leirhat6 tertilet két kompartmentjében, medialisan a
periventricularis sziirtkedllomanyban (PVG) és a lateralisabban illetve caudalisabban az
SPF parvicelullaris, a thalamus intralaminaris komplexuméhoz tartozo teriileten
talalhatoak (PIL). Mindkét sejtcsoport afferentacidja dontéen a hypothalamus és
limbikus rendszerbdl szarmazik mig efferentaciojuk kiilonboz6, a medialis magcsoport
(SPF-PVG) inkabb a limbikus rendszer, a lateralis magcsoport (SPFp-PIL) inkabb a

hypothalamus felé vetiil.

A masik TIP39 magcsoport a pontomesencephalis atmenetben, a lemniscus lateralistol
medialisan helyezkedik el, itt egy morfologiailag is jol definialhaté magot, a medialis
paralemniscalis magot alkotja (MPL). A mag afferentacidja a hallorendszer és
hypothalamus feldl szarmazik, efferentacidja a hallorendszert és a gerincvel6t célozza.

A TIP39 expresszalo sejtcsoportok egymassal is afferens-efferens kapcsolatban allnak.

A TIP39 sejtetekkel ellentétben a PTH2 receptor széleskorti €s kiterjedt subcorticalis
expressziot mutat ragcsalokban, amint azt reverz-transzkriptaz PCR-ral (RT-PCR), in
situ hibridizacioval, immunhisztokémiaval €s transzgén egértorzs felhasznalasaval
végzett vizsgalatokban igazoltak (Faber és mtsai 2007). A PTH2 receptor a
bevezetésben részletezettek szerint nagy mennyiségben expresszalodik a limbikus
rendszerben, a hypothalamusban, a thalamus egyes teriiletein, az agytorzsben és a
gerincveldben  is. Patkanyban a PTH2 receptort kifejez6  sejttestek
immunhisztokémiailag jol festhetéek és megfelelnek az in situ hibridizacidval talalt
lokalizacioknak (Wang ¢és mtsai 2000). Ezzel szemben egérben PTH2 receptor
immunpozitiv sejteket immunfestéssel kimutatni nem tudtak, csak a PTH2 receptor

immunpozitiv rostokat, annak ellenére, hogy a PTH2 receptort kifejezé neuronok
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jelenlétét egérben is igazoltak in situ hibridizacioval (Faber és mtsai 2007). A PTH2
receptor gén elsd exonja helyett B-galaktozidazt expresszald egértorzsben (knockin
mice) hisztokémiai Uton végzett vizsgalatok is jol korrelaltak az RT-PCR ¢és in situ
eredményekkel (Faber és mtsai 2007). Hasonlo jelenséget tapasztaltunk féemlésokon
végzett vizsgalatainkban (Bagd és mtsai 2009). Magyarazatot valoszintileg az egérben
¢s féemldsokben jelen 1évo gyors (a patkanyéndl gyorsabb) axondlis transzport
magyarazza, mely a perikaryonbol a PTH2 receptor fehérjét a szintézis utdn gyorsan az

axon vagy a dendritek felé tovabbitja.

6.2. Metodikai megfontolasok

Patkanyok korai ¢letkoraban végzett vizsgalatai soran a TIP39 kimutatasara
koncentraltunk, mivel errél korabbi irodalmi adatok nem alltak rendelkezésre. Itt jol
bevalt, korabban is kozolt metodikakat alkalmaztunk. A munka masik vonala a PTH2R
Kimutatasat célozta féemlés agyban, melyrél korabbi érdemi kozlések nem alltak
rendelkezésre. Human ¢és Rhesus majom agyon tobbfajta vizsgalati modszert is
alkalmaztunk, melyek koziil nem mindegyik miikodott megfelelden (példaul TIP39
immunfestés human agyban), igy ezek kozlésre nem keriiltek. A munkéank soran
alkalmazott és publikalhatd eredményeket hozd vizsgalati moddszereket az alabbi

tablazatban foglaltuk dssze (4. tdblazat).

4. tablazat

patkany TIF 39 immuncitokemia
TIP 39  ketths immunfestés (CGRF)
TIP 39 in situ hibridizacid

majom TIF 39 in situ hibindizacio
FTHZR immuncitokeémia
FTHZRE kettds immunfestés (VGLUT)
PTH2R in situ hibiridizacid

human FTHZRE RT-FCR
FTH2R immuncitokemia
FTHZRE kettds immunfestés (CRH, 55)
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Mint kordbban leirtuk, ellentétben a patkannyal, sem humén sem egér mintdkon nem
sikeriilt PTH2 receptor pozitiv sejttesteket immunhisztokémiai moddszerrel festeni,
hanem csak a rosthalozat volt azonosithat6. Ez feltehetéen a gyors axonalis transzport
kovetkezménye lehet, ami a receptor fehérjét a szintézis utan azonnal a terminalisok felé
mozgatja (Faber és mtsai 2007). Eppen e homoldgia miatt vélasztottuk a mapping soran
Osszehasonlitdsként az egeret ¢és nem a patkdnyt. A rostok kimutatisat
immunhisztokémiai modszerekkel végeztiik, mig a sejttesteket a PTH2 receptor mRNS
Kimutatasaval térképeztiik fel, igy a féemlds és az egér agybol azonos metodikakkal

nyert eredményeket hasonlitottuk dssze.

A féemlds agyban PTH2 receptor mRNS kimutatasat két modszerrel, human mintdkon
RT-PCR-ral, majmokban in situ hibridizacioval végeztiik el. Human mintakon is
probalkoztunk in situ hibridizacioval, de ez feltehetéen az RNS bomlasa miatt nem volt
értékelhetd. Bar az RT-PCR human mintdk egy 56 és egy 89 éves elhunytbdl
szarmaztak, mig a majom 3 napos volt, ismerve a PTH2 receptor expresszid életkortol
és nemtdl fliggetlen voltat, a korrelaciot lehetségesnek tartottuk. Az RT-PCR
vizsgalatok eldtt a tisztitott RNS mindségét ellendriztiik, a vizsgalathoz azokat a
mintdkat hasznaltuk fel, ahol a 28S rRNS mennyisége meghaladta a 18S rRNS-ét, igy
kizartuk az RNS lebomlasabol eredendd alnegativ eseteket. Az RT-PCR reakci6 pozitiv
kontrolljaként a minden GAPDH primerpar hozzaadasaval futtatott minta, negativ
kontrollként RNS-t nem tartalmazé minta szolgéalt. A human mintédk két agy kiilonb6z6
teriileteibdl szarmaztak, de 9 teriiletet mindkét agybol megvizsgaltunk, ezek koziil 6
esetben teljesen identikus eredményeket kaptunk, mig 3 esetben a két agybol nyert
mintdkban a PTH2 receptort jelz6 DNS csik intenzitdsaban kiilonbozott. Ennek
elsésorban metodikai okat latjuk: a mikrodisszekcioval nyert mintdk nem feltétleniil
homogének, amint a PTH2 receptort expresszalo sejtek eloszlasa sem homogén egy-egy
vizsgalt teriileten beliil, amint ezt a majom in situ hibridiz4cios eredmények mutatjak

példaul a corpus geniculatum mediale vagy a hypothalamus teriiletén.

fgy osszességében PTH2 receptort expresszalé sejtek tekintetében a human és majom

agy Osszehasonlitasat két eltérd metodikaval, RT-PCR ¢és in situ hibridizacioval nyert
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topografiai adatok birtokaban végeztiik el, majd ezeket vetettiik 6ssze a kordbban leirt

egér adatokkal.

Mivel a TIP39 expresszi6 a thalamus SPFp-PIL teriiletében ragcsalokban sziiletés utan a
legmagasabb, a TIP39 mRNS in situ hibridizacios vizsgalatokat a rendelkezésre allo 3
napos Rhesus majom agyon végeztiik, ilyen fiatal human minta nem volt. Ugyanezt a
majom agyat hasznaltuk a PTH2 receptor mRNS situ hibridizaciés hisztokémiaval
torténd kimutatasahoz is. A PTH2 receptor immunhisztokémiai kimutatasahoz egy 9
éves, mas kisérletes célbol tulaltatott majom agyat hasznaltuk, de ragcsalokon végzett
vizsgalatokbol tudjuk, hogy a PTH2 receptor expresszioja az élet folyaman nem
valtozik, igy a kiilonbozd életkora allatok ellenére az eredmények Osszevethetdek, ezzel
minimalizalhaté volt a kisérletekben felhasznalt majmok szama. Human mintakon
harom kiilonboz6 TIP39 ellenes antitestet teszteltiink, de az antitestek nem mikodtek,
ellenben a PTH2 receptor immunfestés latvanyos eredményeket adott. Ezek szépen

egybevethetdek voltak az egér PTH2 receptor immunfestés adataival.

6.3. A TIP39 expresszio megjelenése a korai életszakaszban patkanyban

Korabbi vizsgalatok szerint (Dobolyi és mtsai 2006b) a TIP39 neuronok mind a két
ismert lokalizacidban, a subparafascicularis areaban (SPF) és a medidlis paralemniscalis
magban (MPL) mar az jsziilottekben is jelen vannak, majd a TIP39 expresszio a
sziiletés utani 14. napig fokozodik, majd a 33. naptol, fokozatosan csokken, és 125.
napon mar csak alig kimutathato (Dobolyi és mtsai 2006b). A nemi éréssel
parhuzamosan elkezd6dé csokkenés a himekben kifejezettebb, igy idosebb allatok
esetén a néstényekben valamelyest t6bb TIP39-et talalunk, mint a himekben. Mivel a
postnatalis szakban mindkét lokalizacidban hasonlé6 mddon valtozott a TIP39 szama és
festodési intenzitdsa, feltételeztiik, hogy mindkét TIP39-et expresszalo teriilet hasonlo,

kozos szabalyozas ala esik .

Ezen feltételezésiinkkel ellentétben az embrionalis korban végzett vizsgalataink soran a

két teriilet kozott jelentds fejlodési kiilonbséget talaltunk. Mig a medialis
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paralemniscalis magban (MPL) mar a 14,5. embrionalis napon megjelenik a TIP39
expresszio, addig a subparafascicularis teriilet medialis részén (SPF-PVG) csak a 20,5.

embrionalis napon talaltunk csak TIP39 sejteket.

Maga az SPF, amit projekcios kiilonbségek alapjan egy medialisabb paraventricularis
(SPF-PVG) és egy caudo-lateralisabb, az SPF parvicelullaris, a thalamus intralaminaris
komplexumahoz tartozé teriiletére osztunk (SPFp-PIL) sem egységesen fejlodik az
embrionalis életben. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a PIL teriiletén mar a
14,5. naptol jelen vannak a TIP39 sejtek, a legintenzivebb TIP39 expresszid az egész
¢let soran az embrionalis 16,5. napon észlelhetd, ettél kezdve az PIL teriileti TIP39
expresszio folyamatosan csokken, és az 5. postnatalis napra eléri a kifejlett egyedekben
talalhato szintet. Ezzel szemben a medialis teriileten (SPF-PVG) csak kés6bb a 20,5.
naptol jelenik meg az expresszid, ami az 5. postnatalis napig folyamatos novekedést
mutat. Mindez a fejlodéstani kiillonbség alatdmasztja azt az elképzelést, hogy két,
kiilonboz6 neuronalis  6sszekottetésekkel, eltéré fejlédéstannal és szabalyozassal

rendelkezé magcsoportrol van szo.
A 16,5. embrionalis napon vizsgalt embriokban TIP39 pozitiv neuronok megjelenését

észleltik az amygdala-hippocampus atmeneti zoéna teriiletén. Ezek a neuronok a

postnatalis életben eltiinnek, Kifejlett allatokban nem kimutathatoak.
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TIP39 expresszidjanak idébeni megjelenése. ED embriondlis életkor (nap), PND postnatalis életkor (nap).
MPL: medialis paralemniscalis mag. SPF-PVF: subparafascicularis area medialis paraventricularis része.
pSPF-PIL: subparafascicularis area caudolateralis kiterjedése a posterior intralaminaris complexben.
Amygdala: amgydalo-hippocampalis atmeneti zona. Piros vonal: sziiletés.

Az embrionalis és korai postanatalis vizsgalatok soran talalt legfontosabb tény a TIP39
expresszio tranziens megjelenése. Két esetben latjuk a TIP39 expresszidjanak atmeneti
fokozodasat: 1. Az pSPF-PIL teriiletben a korai embrionalis életben jelenik meg
kifejezett expresszid, mely jelentds csokkenést mutat mar a korai postnatalis életben 2.
Az embrionalis életben tranziens expresszio jelenik meg az amygdalo-hippocampalis
atmenetben, mely a sziiletéssel eltlinik. A tranziens expresszid, mely a mind a TIP39
neuronokat, mind a rosthalozatot érinti, mindenképpen felveti a TIP39 ontogenezisben
betoltott szerepét, melynek anatomiai bizonyitékdul szolgalhatnak eredményeink.
Valgjdban nem tudjuk, hogy maguk a TIP39 neuronok degeneralodnak, vagy esetleg
migralnak (akar a PIL-bdl medial fel¢, az SPF-PVG teriiletbe), vagy csak TIP39
expresszid szlinik meg atmenetileg. A TIP39 neuronok elhelyezkedése és intenziv
kapcsolata a hypothalamusszal, valamint az élet folyaman észlelt valtozoé mértéki
expresszio mindenképpen felvetik a peptid reprodukcids €s szexualis viselkedést

meghatarozoé folyamatokban valo részvételét.
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6.4. A TIP39 és a PTH2 receptor expresszioja foemlés agyban

6.4.1. TIP39-et expresszalo sejtek

A TIP39-et expresszalod sejtek kimutatasat in situ hibridizacioval végeztiik el 3 napos
majom agyon. Majomban a TIP39 a ragcsalokban leirt 3 ismert lokalizacioban fordult
el6: a thalamusban, a subparafascicularis area medialis, illetve caudolateralis részében, a
korabban részletezett SPF-PVG, illetve SPFp-PIL teriiletekben, tovabba a ponsban a
medialis paralemniscalis magnak megfeleléen (MPL). Human agyban TIP39 mRNS-t
nem tudtunk kimutatni, ennek hatterében két tényezé jatszhat szerepet: 1. Irodalmi
adatok alapjan ismert, hogy a TIP39 expresszidja a posthatalis élet sordn gyorsan
csokken, az csak specialis élettani koriilmények kozott, példaul laktacio (Cservenak és
mtsai 2010), aktivalodik wjra. Az mMRNS vizsgalatokhoz rendelkezésre all6 human
mintak i1dés agyakbol szarmaztak. 2. A mikrodisszekcioval nyert mintdk kozott nem
volt, mely a specifikusan TIP39 sejteket tartalmaz6 teriiletek valamelyikébdl szarmazott
volna. Figyelembe véve a tényt, hogy a PTH2 receptort expresszalo sejttestek és rostok
tekintetében rendkiviili homologia észlelhetd a ragesalok és a human illetve nem-human
féemldsok agyaban, feltételezziik, hogy a TIP39 eloszldsa emberben is megegyezd a

majomban vagy ragcsalokban talaltakkal.

6.4.2. PTH2 receptort expresszald sejtek human és majom agyban

A PTH2 receptor expressziot human mintakban RT-PCR technikaval, mig majomban in
situ hibridizacios hisztokémiaval mutattuk ki. PTH2 receptor mRNS expressziot szamos
helyen igazoltunk a kozponti idegrendszerben, a térképezés részletes eredményeit a 3.
tablazatban foglaltuk 6ssze, a kifejez0désmértékét szemikvantitativ szinskalaval jelolve.
A hemisphaeriumokban a kéregben, illetve kifejezettebben a septum pellucidumban
lattunk PTHZ2 receptor expressziét human agyban. Mig az amygdala teriiletén human
RT-PCR vizsgalatokkal csak kozepes mértékli expressziot talaltunk, addig majmokban
in situ hibridizacioval kifejezett expressziot talaltunk elsésorban a centralis és a

medialis magban. A kiilonbséget valosziniileg a micropunch technikaval nyert nagyobb
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minta okozta, igy PTH2 receptort kevéssé termeld amygdala részek (basalis és lateralis

mag) is a PCR mintaba kertiltek.

A diencephalonban ¢és az agytorzsben mindkét technikaval magas expressziot talaltunk a
medialis hypothalamusban, a corpus geniculatum medialeban, és hid tegmentumaban,
mig egyik modszerrel sem talaltunk expressziot a thalamus ventralis, mediodorsalis
magvaiban, sem a pulvinarban. Alacsony expressziot taldltunk a corpus geniculatum
lateraleban, a nucleus subthalamicusban és a ventralis tegmentalis areaban és a hid
formatio reticularisaban, mig a substantia nigra, vagy a nucleus ruber teriiletében a
kozépagyban egyik technikdval sem volt igazolhaté PTH2 receptor kifejezddés.
Osszességében a humén RT-PCR és a majom in situ hibridizaciés eredmények
szinkronban vannak, csak egy lokalizacioban talaltunk markans kiilonbséget. Ez a
praetectalis area, ahol emberben RT-PCR-ral magas expressziot mértiink, mig
majomban in situ hibridizacioval nem talaltunk PTH2 receptor mRNS-t. A kiilonbség
szarmazhat abbol, hogy mas életkort agyakbodl szarmaztak a mintak, de a Kifejezett
homolégia ellenére létezhetnek féemlds fajok kozotti kiilonbségek, mint azt mas
neuropeptideknél is leirtak, példaul a substance P prekurzoranal, a preprotachykinin-A-
nal (Hurd és mtsai 1999).

6.4.3. PTH2 receptor mRNS eloszlds — homoldgia és kiillonbozdség ragesald és

féemlds agyban

A RT-PCR technikaval szerzett eredményeink szerint a PTH2 receptor expresszidja
nagy hasonlosagot mutat az egérben leirtakkal (Faber és mtsai 2007). Magas PTH2
receptor expressziot taldltunk a septumban, a nucleus caudatusban, a corpus
geniculatum medialeban, a hypothalamusban, a pons tegmentumaban ¢és a
cerebellumban, mig alacsony expressziot igazoltunk a cortexben, a hippocampusban, az
amygdalaban, a corpus geniculatum lateraleban, a ventralis tegmentalis areaban, a pons
formatio reticularisaban, a dorsal vagal complexben, a nucleus spinalis trigeminiben.
Nem fejez6dik ki PTH2 receptor a legtobb thalamus magban, a nucleus
suprachiastamicusban, a corpus mamillareban, a substantia nigraban, a nucleus ruberben

¢s az agytdrzs motoros agyideg magjaiban. Mindezek nagyon jo egyezést mutatnak az
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egérben talalt PTH2 receptor mRNS eloszlasaval. In situ hibridizacidval egyes teriiletek
részletesebb feltérképezésére is lehetdség nyilt. Ezek alapjan még szubregionalis Szinten
is nagyon jo egyezést talaltunk majom ¢és egér agy kozott, példaul a hypothalamusban,
vagy a corpus geniculatum medialeban. Osszesen két teriileten, a lateralis hypothalamus
ventralis részén ¢és a nucleus parabigeminalis taldltunk kiilonbséget. Ezekben a
régiokban majomban jol definialt, PTH2 receptort kifejezd sejtcsoportot taldltunk, mig
egérben csak egy-egy elszort sejt taldlhatd, ez megfelelhet fajok kozotti expresszios

kiilonbségnek.

6.4.4. PTH2 receptor immunreaktivitas — rostok és terminalisok a féemlds agyban

Eredményeink szerint az emberben a sejttestek nem mutatnak PTH2 receptor
immunfestddést — feltehetden a gyors axonalis transzport kdvetkeztében —, ezért a PTH2
receptor immunreaktivitas csak PTHZ2 receptor expresszald sejtek axonhaldzatat
demonstralja. Human agyban siiric PTH2 receptor immunreaktiv rosthaldzatot talaltunk
az endokrin hypothalamusban, a medialis preopticus areaban, a nucleus
paravetricularisban, a nucleus arcuatusban €és az eminentia mediana teriiletén. Kifejezett
immunfestédés talaltunk a septumban (lateral septal nucleus), a thalamus nucleus
paraventricularisaban és a periaqueductalis sziirkeallomanyban. PTH2 receptor pozitiv
rostokat taldltunk még egyéb, els6sorban somatosensoros ¢és viscerosensoros
érzékelésben résztvevd struktarakban, mint a gerincveld hatsd szarva, a trigeminus
sensoros magvai, a nucleus tractus solitarii és lateralis parabrachialis mag. Majom
agyban csak a hypothalamus teriiletét vizsgaltuk immuncitokémiaval, az eredmények
teljes egyezést mutattak a human mintakban talaltakkal. A human vizsgalatokat dontéen
a diencephalonbol és agytdrzsbdl szarmazo mintakon végeztiik, ezeket az eredményeket
Osszevetve az egérbdl szarmazd PTH2 receptor immunfestés eredményeivel szinte teljes

egyezeést talaltunk.
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6.5. A TIP39 feltételezett hatasmechanizmusa a hypothalamus-hypophysis

rendszeren

Patkanyban korabban leirtak a PTH2 receptor rostok glutaminerg természetét (Dobolyi
és mtsai 2006a). Majom hypothalamusban kettés immunfestéssel végzett
vizsgalatainkban a septumban és a hypothalamusban nagyon strit VGLUT-2
immunreaktiv halézatot talaltunk, ezek egy része PTH2 receptorra is pozitivnak
bizonyult, viszont gyakorlatilag az 6sszes PTH2 receptor immunreaktiv terminalis is
fest6dott VGLUT-2-re. A szoros kolokalizacié alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a
septum, a hypothalamus ¢s feltételezhetéen egyéb teriiletekben 1évé PTH2 receptor

termindlisok — a ragcsalokban leirtakhoz hasonloan — glutamatergek.

Human hypothalamusban kettés immunfestést végeztiink PTH2 receptor receptor és
somatostatin vagy corticotropin releasing hormone (CRH) ellenes antitestekkel. A
somatostatint termeld sejtek a nucleus periventricularisban foglalnak helyet, innen
vetiilnek az eminentia mediana felé, ahol a somatostatin felszabadul, majd a portalis
keringésen at a hypophysisbe jut és a novekedési hormont termeld sejteken hat. Az
eminentia medianan talalhatd somatostatint tartalmazo terminalisok egy része a PTH2
receptor receptorral kolokalizalt, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a TIP39 a PTH2
receptoron keresztiil serkenti a somatostatin felszabadulasat, és igy kozvetve a
novekedési hormon szint csokkenését okozza (Bluet-Pajot és mtsai 1998). A

feltételezett hatdismechanizmust a 20. abran foglaltuk 6ssze.
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20. abra

Az eminentia medianaban talalhatd somatostatint tartalmazo terminalisok egy része
PTH2 receptort is expresszal. A TIP39 sejtek feltehetdéen ezeken a PTH2
receptorokon keresztiil Ca®* é cAMP szint emelése keresztiil serkenti a
somatostatin felszabadulast, mely a hypophysis portalis keringésén at a hypophysis
GH termelo sejtjeit gatolva csdkkenti a GH szekréciot.

A somatostatin szabalyozéassal szemben mas hatdsmechanizmust feltételeziink a CRH
esetében. CRH immunfestés esetén nem lattunk kolokalizaciot PTH2 receptorokkal,
viszont a PTH2 receptor pozitiv terminalisok nagyon megkozelitették a CRH pozitiv
neuronokat. Bar a CRH pozitiv sejttestek nem tartalmazzak a PTH2 receptort, viszont
szdmos serkentd glutamaterg szinapszis vesz részt ezen neuronok szabalyozasaban, és
ezen szinapszisok egy része PTH2 receptor pozitivitas mutat, igy azt feltételezziik, hogy
a TIP39 ezeken a szinapszisosokon keresztiil serkenti a CRH szekréciot, amint az
korabban hypothalamus szdveten in vitro igazoltak (Ward és mtsai 2001). A feltételezett

hatdsmechanizmust a 21. abran foglaltuk dssze.
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21. abra

A hypothalamus paraventricularis magjaban (Pa) talalhaté CRH neuronok nem
tartalmaznak PTH2 receptorokat, viszont a neuronokat beidegzdé glutamaterg
neuronok egy része PTH2 receptort expresszal, igy a TIP39 ezeken a PTH2R pozitiv
terminalisokon preszinaptikusan, a glutamaterg transzmisszio és ezaltal a CRH

s

Vizsgalataink anatomiai magyarazatot adhatnak a TIP39- PTH2 receptor
neuromodulator rendszer hypothalamo-hypophysis rendszeren korabban leirt hatasaira.
Mindkét el6bb ismertetett hatdsmechanizmus preszinaptikus moduléciot feltételez, mely
a somatostatin esetében kozvetleniil segiti a hormon felszabadulast a termindlison, mig
a CRH esetében maganak a CRH sejttest excitatoros ingerlésének facilitalasa soran
vezet a hormonelvalasztas fokozasahoz. A preszinaptikus modulacié elméletét
alatamasztjak azok a tények is, hogy a PTH2 receptor gyorsan transzportalodik az axon
terminalisok felé, valamint, hogy a TIP39 pozitiv és a PTH2 receptor pozitiv axon
terminalis szubregionalis eloszlasa nagyon sok egyezést mutat (Dobolyi és mtsai 2006a;

Faber és mtsai 2007).
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6.6. Osszegzés

Elsoként mutattuk ki az embriondlis ¢letben a TIP39 atmeneti expresszidjat az
amygdaldban, mely mindenképpen felveti a peptid ontogenezisben, majd késobb a
reprodukcios folyamatokban vald szerepét, melyet irodalmi adatok is alatimasztanak.
Igazoltuk, hogy a thalamomesencephalis atmenetben, az SPF-ben talalt TIP39 sejtek
mar az embrionalis ¢élet soran két kiilonbdzé magcsoportra oszlanak, igy ezek anatdémiai

¢és funkcionalis megkiilonboztetése is indokolt.

FéemlOs agyszOveten végzett vizsgalatainkban els6ként igazoltuk a TIP39-PTH2
receptor neuromodulator rendszer jelenlétét humén ¢és majom kozponti
idegrendszerében, mind a PTH2 receptor és a TIP39 mRNS kimutatasaval, mind a
PTH2 receptor immunreaktivitas feltérképezésével. A féemldsokben talalt anatomiai
eloszlas nagyfoku hasonlésdgot mutat a korabban ragcsalokban végzett vizsgalatokban
talalttal, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a TIP39-PTH2 receptor rendszer az
emberi idegrendszerben is az endokrin, reproduktiv, viscerosensoros funkciokban vehet
részt. Hypothalamuson végzett vizsgalataink alapjan feltételezziik, hogy a TIP39- PTH2
receptor neuropeptid rendszer preszinaptikus modulacio segitségével fejti ki hatasat a

hypothalamus-hypophysis mitkdésének szabalyozasakor.
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Kovetkeztetések

A TIP39 expresszioja patkanyokban az embrionalis élet 14. napjan kezddédik,
els6sorban a ponsban a medialis paralemniscalis mag (MPL) és thalamusban a
subparafascilularis area (SPF), valamint temporomedialisan az amygdalo-
hippocampalis atmenet teriiletében. Az amygdalaban elséként igazoltuk TIP39

tranziens expresszidjat, mely itt csak az embrionalis élet soran volt kimutathato.

. A subparafascicularis areaban észlelt korai TIP39 expresszio elsésorban a
caudo-lateralis, Kissejtes (SPFp-PIL) teriiletben jelentkezik, mig a medialis
teriiletekben (SPF-PVG), csak kés6bb az embrionalis élet 20. napjatol jelenik
meg. Az SPF-PVG teriiletben jelentkezd TIP39 expresszid a postnatalis élet
folyaman perzisztdl, mig a SPFp-PIL TIP39 expresszioja a sziiletés utan
jelentdsen lecsokken, ¢és kutatocsoportunk adatai alapjan csak specialis
koriilmények kozott (pl. laktacio) aktivalodik ujra. Ez a fejlédéstani kiilonbség
mindenképpen indokolttd teszi a két magcsoport anatomiai és funkcionalis
elkiilonitését, melyet kordbban projekcidos ¢€s funkciondlis vizsgalatok 1is

alatamasztottak.

Els6ként igazoltuk TIP39 és a PTH2 receptor jelenlétét human és rhesus majom
kozponti idegrendszerében. TIP39 sejtek a primata agyban is harom teriileten: a
thalamus subparafascicularis teriiletének PIL ¢és PVG magcsoportjaiban,
valamint a ponsban a MPL-ben helyezkednek el, mig a PTH2 receptor
expresszid legkifejezettebb a septumban, a nucleus caudatusban, a corpus
geniculatum medialeban, a hypothalamusban, a pons tegmentumaban és a

cerebellumban.
. A részletes anatdmiai térképezés sordn kifejezett homologiat talaltunk a féemlds

(human és rhesus majom) ¢és ragcsalo (egér) agy PTH2 receptor expresszios

mintazatadban, még szubregionalis szinten is.
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lgazoltuk a PTH2 receptor immunreaktiv rostok glutamaterg természetét

féemlds hypothalamusban.

Human hypothalamus CRH ¢és szomatosztatin termel6 sejtjein  végzett
vizsgélataink alapjan feltételezziik, hogy a TIP39 neuropeptidként a PTH2
receptoron keresztiil preszinaptikus moduldcié formdjaban moédositja a CRH és
somatostatin szekrécié mértékét, ez képezheti a korabban mar elirt, a TIP39

hatasara bekdvetkez6 hormonalis valaszok morfologiai alapjat.
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8. Osszefoglalas

A parathormon 2 receptor (PTH2 recptor) és liganduma a tuberoinfundibularis peptid 39
(TIP39) egy 0j neuromodulator rendszert alkot, ami ragcsalokon végzett vizsgalatok
alapjan az endokrin, nociceptiv funkciok szabalyozasaban vesz részt. TIP39 sejtek az
agyban csak két helyen talalhatéak: a thalamus subparafascicularis teriiletén (SPF),
valamint a ponsban, ahol a TIP39 sejtek egy jol koriilirt magcsoportot formanak, melyet
medialis paralemniscalis magnak (PML) neveziink. A TIP39 sejtekkel ellentétben a
PTH2 receptort expresszald sejtek bdségesen el6fordulnak az agy kiilonb6z6
struktaraiban, de kiilondsen a hypothalamus, a limbikus rendszer, a sensoros és
auditoros teriiletékben. Bar a TIP39-PTH2 receptor rendszert ragcsalokban mar
részletesen leirtak, a TIP39 korai egyedfejlédés soran valé megjelenésérél nem allnak
rendelkezésre eredmények, és a TIP39-PTH2R rendszer kefejez6dését sem vizsgaltak
még féemlds, ezen belill human agyban. Munkank célja kettds volt: 1. Megvizsgalni
patkany agyban a TIP39 sejtcsoportok megjelenését és aktivitasat az embrionalis élet
soran. 2. Kimutatni és feltérképezni a TIP39 és PTH2 receptor expresszidjat majom ¢&s
human agyban. Patkany embriok agyszovetében kimutattuk olyan 0j TIP39 sejtcsoport
jelenlétét az amygdalaban, ami korabban nem volt ismert, tovabba igazoltuk, hogy a
thalamusban a TIP39 sejtek két csoportja kiilon idében jelenik meg az embrionalis
¢letben ¢és ez a térbeli és iddbeli elkiiloniilés is indokolttd teszi a két magcsoport
anatomiai szétvalasztasat. Huméan ¢s majom agyon végzett vizsgalatokainkban
Kimutattuk a TIP39 és PTH2 receptor expresszidjat. Tobbféle metodikat alkalmazva
részletesen feltérképeztiik a PTH2 receptort kifejezé sejtek és rostok elhelyezkedését.
Igazoltuk a PTH2 receptor rostok glutamaterg természetét, valamint human
hypothalamuson végzett vizsgalataink alapjan a preszinaptikus modulacio kétféle
anatomiai modelljét is leirtuk, mely megmagyarazhatja a TIP39 hypothalamus-
hypophysis rendszerre, elsdsorban a corticotropin releasing hormone (CRH) és a

novekedési hormon (GH) szekréciora gyakorolt hatasat.
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9. Summary

Parathyroid hormone receptor 2 (PTH2 receptor) and its ligand, tuberinfudibular peptide
of 39 residues (TIP39) constitute a neuromodulator system affecting the central
endocrine and nociceptive regulation based on rodent studies. TIP39 cells are located in
only two regions of the brain: in the thalamic subparafascicular area (SPF), and in
rostral pons, where the TIP39 cells form the medial paralemniscal nucleus (PML). In
contrast, PTH2 receptor expressing cells show a widespread distribution through the
brain, especially in hypothalamic, limbic, sensory and auditory regions. Although the
TIP39-PTH2 receptor system was described in details in rodents, there were no data
published on the TIP39 expression in the embryonic life, and only very limited TIP39-
PTH2 receptor data in the primate brain. Our aims were: 1. To investigate the TIP39
cells in the embryonic brain in rats. 2. To describe the presence and expression pattern
of TIP39 and PTH2 receptor in the brain of primates, including macaque and human. In
rat embryos we described the existence of a previously not known, new TIP39
expressing cell group in the amygdala. Furthermore we found that the two different
TIP39 cell in the SPF showed up at different time points of the prenatal life. This spatial
and temporal separation of the SPFp-PIL and SPF-PVG TIP39 neurons is consistent
with the suggested anatomical and functional discrimination of the two groups. In
primate studies we verified the expression of TIP39 and PTH2 receptor in human and
macaque brain. Using different methods we described the detailed topography of PTH2
receptor expressing cell bodies and fibers in the primate brain. We confirmed the
glutamergic nature of PTH2 receptor terminals, and based on our double labeled
immunochemistry studies in human hypothalamus we described two different
anatomical models of presynaptic modulation, which can explain the way of action of
TIP39 via PTH2 receptors on the secretion of corticotropine releasing (CRH) and

growth hormones (GH) in the hypothalamo-hypophysis axis.
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