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1. Bevezetés

A 39 aminosavbol allo tuberoinfundibularis peptid 39 (TIP39) nevii neuropeptid a
parathormon (PTH) receptorral rokon szekvencidju parathormon 2 receptor (PTH2 receptor)
fiziologias liganduma. Mig a PTH2 receptor a kozponti idegrendszer szdmos teriiletén,
legkifejezettebben a hypothalamusban és az agytorzsben expresszalodik korabbi,
alacsonyabb rendii eml6sokon végzett vizsgalatok alapjan, addig a TIP39-et expresszald
neuronok csak két helyen, a thalamus, illetve a rostralis pons egy-egy teriiletén voltak

megtalalhatok.

A thalamusban a TIP39 sejtek a thalamus hatso, ventromedialis részén talalhatod
subparafascicularis areaként (SPF) leirhato teriilet két kompartmentjében, medialisan a
periventricularis sziirkedllomanyban (PVG) és a lateralisabban illetve caudalisabban az SPF
parvicelullaris, a thalamus intralaminaris komplexumahoz tartozo teriileten helyezkednek el
(PIL). Mindkét sejtcsoport afferentacidja dontéen a hypothalamus és limbikus rendszerbdl
szdrmazik mig efferentdciojuk kiilonb6zd, a medialis magcsoport (SPF-PVG) inkabb a

limbikus rendszer, a lateralis magcsoport (SPFp-PIL) inkabb a hypothalamus felé vetiil.

A masik TIP39 magcsoport a pontomesencephalicus dtmenetben, a lemniscus lateralistol
medialisan helyezkedik el. Itt a TIP39 sejtek egy morfologiailag is jol definialhaté magot, a
medialis paralemniscalis magot alkotjak (MPL). A mag afferentacidja a hallorendszer és
hypothalamus fel6l szdrmazik, efferentacidja a hallérendszert €s a gerincveldt célozza. A
TIP39 expresszald sejtcsoportok egymassal is afferens-efferens neuronalis kapcsolatban
allnak.

A TIP39 sejtekkel ellentétben a PTH2 receptor széleskorti, Kiterjedt subcorticalis
kifejezédést mutat ragesalokban, amint azt in situ hibridizacioval, immunhisztokémiaval és
transzgén egértorzs felhasznalasaval végzett vizsgalatokban igazoltdk. A PTH2 receptor
nagy mennyiségben expresszalodik a limbikus rendszerben, a hypothalamusban, a thalamus
egyes teriiletein, az agytdrzsben és a gerincvelében is. Patkanyban a PTH2 receptort
kifejez0 sejttestek immunhisztokémiailag jol festhetéek ¢és megfelelnek az in situ

hibridizacidval talélt lokalizacidknak. Ezzel szemben egérben PTH2 receptor immunpozitiv



sejteket immunfestéssel kimutatni nem tudtak, csak a PTH2 receptor immunpozitiv rostokat,
annak ellenére, hogy a PTH2 receptort kifejezd neuronok jelenlétét egérben is igazoltak in
situ hibridizacioval. A PTH2 receptor gén els6 exonja helyett B-galaktozidazt expresszalo
egértdrzsben (knockin mice) hisztokémiai tton végzett vizsgalatok is jol korrelaltak az in
situ hibridizacios hisztokémia eredményeivel. Hasonlo jelenséget tapasztaltunk féemlésokon
végzett vizsgalatainkban. Magyarazatot valdsziniileg az egérben és féemldsokben jelen 1évo
gyors (a patkanyénal gyorsabb) axondlis transzport magyardzza, mely a perikaryonbdl a
PTH2 receptor fehérjét a szintézis utan gyorsan az axon vagy a dendritek felé tovabbitja. A

PTH2 receptort expresszald rostok korabbi vizsgalatok alapjan glutamatergnek bizonyultak.

Mig a PTH2 receptor az egész ¢€leten 4t folyamatosan expresszalodik az idegrendszerben, a
TIP39 kifejezddése a serdiilokor utdn jeletdsen lecsokken és csak kiilonleges élettani

koriilmények kozott aktivalodik ujra.

A TIP39-PTH2 receptor rendszer funkciojardl eddig keveset tudtunk. Korabbi, ragesalokon
végzett vizsgalatok szerint a TIP39 hidnydban (knock out egerekben) szorongasos,
depresszios viselkedés minta alakul ki. TIP39 intrecerebroventricularis adasaval a
fajdalomtiirés novekedik, csokken a novekedési hormon (GH), emelkedik a cortocotropin
releasing hormone (CRH) elvélasztasa. TIP39 sejtek medidljdk az auditoros stesszre
bekovetkez6 CRH valaszt, illetve legujabb eredmények szerint az SPFp-PIL és MPL
teriiletben levé TIP39 sejtek aktivalodasa részt vesz a laktacid sordn az anyai adaptacio

szabalyozasaban.

2. Célkitiizések

1.1.  TIP39-et expresszalo neuronok vizsgilata patkinyokban embrionalis és

postnatalis korban

Kordbban ragcsalokban mar vizsgaltdk a TIP39 immunpozitiv neuronok fejlodését a
postnatalis élet soran. Mint a bevezetésben részleteztiik, a vizsgalatok soran azt talaltak,
hogy a TIP39 neuronok mind a két ismert lokalizdcidban, a subparafascicularis areaban
(SPF) és a medialis paralemniscalis magban (MPL), mar az ujsziilottekben jelen vannak.

Ezutan a TIP39 expresszio a sziiletés utani 14. napig (PND-14) fokozodik, majd a 33. naptol



(PND-33) fokozatosan csokken, és a 125. napon (PND-125) mar kifejezetten alacsony
(Dobolyi és mtsai 2006b). A nemi éréssel parhuzamosan elkezd6dé csokkenés a himekben
kifejezettebb, igy idosebb allatok esetén a ndstényekben valamelyest tobb TIP39-et talalunk,
mint a himekben. A TIP39 az ¢letkorral valtozo, atmeneti expresszioja arra utal, hogy a
TIP39 valamilyen specifikus funkcioval birhat az ontogenezis és a reprodukciés folyamatok
soran. A célbdl, hogy a TIP39 neuronok életciklusat teljesen fel tudjuk térképezni, fontosnak
talaltuk a TIP39 expresszid vizsgalatanak kiterjesztését az embrionalis és a korai postnatalis

¢letkorra, 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 talalhatdé TIP39 neuronok
kompartmentalizaciojanak (SPF-PVG ill. SPF-PIL csoportokra)?

4) Van-e olyan, eddig még nem ismert TIP39-et kifejez6 teriilet, amelyet a postnatalis

fejlédés soran mar nem talalunk?

1.2.  TIP39-PTH2 receptor rendszer kimutatasa féemlés agyban

Annak ellenére, hogy a TIP39-PTH2 receptor rendszert részletesen feltérképeztek egér €s
patkany agyban, féemlds (majom és human) agyban vizsgalatok nem torténtek. Eddigi
ismereteink arra szoritkoztak, hogy a huméan TIP39-et és PTH2 receptort kodold gént

klénoztak, és azonositottak a génjeiket a human genomban.

Ahhoz, hogy késébbiekben a TIP39 esetleges human fiziologiai vagy patofiziologiai
jelentdségét megérthessiik, fontosnak tartottuk a TIP39-PTH2 receptor rendszer
feltérképezését féemlds (majom és emberi) agyban. Mivel irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy a TIP39-PTH2R rendszer Kkiterjedt hypothalamicus reprezentacioval rendelkezik,
érdemesnek talaltuk a hypothalamo-hypophysis tengellyel valdé anatémiai kapcsolat, és az
esetleges endokrin szabdlyozasaban betoltott szerepének kozelebbi vizsgélatat 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 morfoldgiai hatterét is tisztdzni kivantuk. Munkénk sordn az alabbi

kérdésekre kerestink valaszt:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

3.

Kimutathaté-e TIP39 expresszid féemlés agyban, és ha igen, akkor annak milyen az
eloszlasa?

Kimutathat6-e PTH2 receptor expresszid foemlds agyban, €s ha igen, akkor annak
milyen az eloszlasa?

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

Igazolhato-e a PTHZ2 receptor immunreaktiv rostok glutamaterg transzmisszidja
féemldsokben is?

Kimutathato-e kdzvetlen anatomiai kapcsolat a TIP39-PTH2 receptor rendszer és a
hypothalamo-hypohysis tengely kozott, elsdsorban CRH és somatostatin termelés
szabalyozasaban?

Korabbi irodalmi és sajat adatok alapjan mi lehet a TIP39-PTH2 receptor rendszer

potencialis ¢élettani szerepe?

Anyagok és modszerek

Minden patkdnyon végzett vizsgalatunkat a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti

Tudomanyos Etikai Tanacsa altal jovahagyott, az Eurdpai bizottsag ide vonatkozd 1986.

november 24-én kelt (86/609/EE) direktivajaval és a National Institute of Health (NIH)

kisérleti allatok gondozasarol és felhasznalasarol szolo utasitdsaival Osszhangban 1€vo

utmutatasok alapjan végeztiik.

Minden majom szovet kivételi eljaras a National Institute of Mental Health (NIMH) kisérleti

allatok gondozédsaval és felhasznalasaval foglalkozo bizottsdga altal jovahagyott, az

allatkisérletek végzésérdl, valamint a kisérleti allatok gondozéasarol és felhasznélasarol

rendelkezd utasitasokkal, és nemzetkozi etikai iranyelvekkel is 0sszhangban levd kisérleti

protokoll alapjan tortént.



A humén agymintdkat az emberi szovetek orvosi kutatdsokhoz vald felhasznalasat
szabalyozé etikai kodexének (HM 34/1999) és a Helsinki Deklaracio etikai kodexének
megfelelden gyljtottiik. Az agymintdkat a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Orvostani
Intézetében ¢és a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében végzett szekciok soran
nyertilk a Human Agyszdvet Bank program keretén beliil, a Semmelweis Egyetem és a Pécsi
Tudomdanyegyetem etikai jovahagyasaval. A vizsgalatban hasznalt humén agyszoveti mintdk

crer

mintakat szamkoddal lattuk el.

A vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézetében
végeztilk, majom vizsgalatok esetén az NIH-ben Dr. Ted Usdin munkacsoportjaval

kollaboracioban.

Patkanyok korai életkoraban végzett vizsgalatai soran a TIP39 kimutatasara koncentraltunk,
mivel errél korabbi irodalmi adatok nem éalltak rendelkezésre. Itt jol bevalt, kordbban is
kozolt metodikékat alkalmaztunk (TIP39 immuncitokéma, TIP39 in situ hibridizacid). A
munka masik vonala a PTH2 receptor kimutatasat célozta féemlds agyban, melyrdl korabbi
érdemi kozlések nem alltak rendelkezésre. Human és Rhesus majom agyon tobbfajta
vizsgalati mddszert is alkalmaztunk, melyek koziil nem mindegyik miikodott megfeleléen
(példaul TIP39 immunfestés human agyban), igy ezek kozlésre nem keriiltek. A munkéank
soran alkalmazott és publikdlhatdo eredményeket hozd vizsgdlati modszereket az alabbi

tablazatban foglaltuk ossze.

patkany TIF 39 immuncitokemia
TIP 39  kettés immunfestés (CGRF)
TIP 39 in situ hibridizacié

majom TIF 39 in situ hibiridizacio
FTH2ZR immuncitokemia
FTHZRE kettds immunfestés (VGLUT)
PTHZR in situ hibiridizacid

human PTHZR RT-PCR
FTHZR immuncitokemia
FTH2RE kettds immunfestés (CEH, 55)

Mint korabban leirtuk, ellentétben a patkannyal, sem human sem egér mintakon nem sikeriilt

PTH2 receptor pozitiv sejttesteket immunhisztokémiai modszerrel festeni, hanem csak a



rosthaldzat volt azonosithatd. Ez feltehetéen a gyors axondlis transzport kovetkezménye
lehet, ami a receptor fehérjét a szintézis utan azonnal a terminalisok felé mozgatja. Eppen e
homologia miatt valasztottuk a mapping soran Osszehasonlitasként az egeret és nem a
patkanyt. A rostok kimutatdsdt immunhisztokémiai modszerekkel végeztik, mig a
sejttesteket a PTH2 receptor mRNS kimutatasaval térképeztiik fel, igy a féemlds és az egér

agybdl azonos metodikakkal nyert eredményeket hasonlitottuk 6ssze.

A féemlds agyban PTH2 receptor mRNS kimutatasat két modszerrel, humén mintdkon RT-
PCR-ral, majmokban in situ hibridizacioval végeztiik el. Huméan mintédkon is probalkoztunk
in situ hibridizacioval, de ez feltehetGen az RNS bomlasa miatt nem volt értékelhetd. Bar az
RT-PCR humén mintdk egy 56 és egy 89 éves elhunytbol szdrmaztak, mig a majom 3 napos
volt, ismerve a PTH2 receptor expresszio életkortdl és nemtdl fiiggetlen voltat, a korrelaciot
lehetségesnek tartottuk. Az RT-PCR vizsgalatok el6tt a tisztitott RNS mindségét
ellendriztik, a vizsgalathoz azokat a mintdkat hasznaltuk fel, ahol a 28S rRNS mennyisége
meghaladta a 18S rRNS-ét, igy kizartuk az RNS lebomlasabdl eredendd alnegativ eseteket.
Az RT-PCR reakci¢ pozitiv kontrolljaként a minden GAPDH primerpar hozzdadéasaval
futtatott minta, negativ kontrollként RNS-t nem tartalmaz6 minta szolgalt. A human mintak
két agy kiilonbozd 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 intenzitasaban kiilonbozott. Ennek
elsdsorban metodikai okat latjuk: a mikrodisszekcioval nyert mintdk nem feltétlentil
homogének, amint a PTH2 receptort expresszalod sejtek eloszlasa sem homogén egy-egy
vizsgalt teriileten belill, amint ezt a majom in situ hibridizacidés eredmények mutatjak

példaul a corpus geniculatum mediale vagy a hypothalamus teriiletén.

fgy 6sszességében PTH2 receptort expresszalo sejtek tekintetében a human és majom agy
Osszehasonlitasat két eltéré metodikaval, RT-PCR és in situ hibridizacioval nyert topografiai

adatok birtokaban végeztiik el, majd ezeket vetettiik 6ssze a korabban leirt egér adatokkal.

Mivel a TIP39 expresszio 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 humén minta nem volt. Ugyanezt a majom agyat

hasznaltuk a PTH2 receptor mRNS situ hibridizécios hisztokémiaval torténd kimutatdsdhoz



is. A PTH2 receptor immunhisztokémiai kimutatdsdhoz egy 9 éves, mas kisérletes célbol
tulaltatott majom agyat hasznaltuk, de ragcsalokon végzett vizsgalatokbdl tudjuk, hogy a
PTH2 receptor expresszidja az élet folyaman nem valtozik, igy a kiilonb6zo ¢€letkoru allatok
ellenére az eredmények Osszevethetoek, ezzel minimalizalhato volt a kisérletekben
felhasznélt majmok szama. Human mintdkon harom kiilonb6zé TIP39 ellenes antitestet
teszteltiink, de az antitestek nem mikodtek, ellenben a PTH2 receptor immunfestés
latvanyos eredményeket adott. Ezek Osszehasonlithatoak voltak az egér PTH2 receptor

immunfestés adataival.

4, Eredmények

4.1. A TIP39 expresszio megjelenése a korai életszakaszban patkanyban

Korébbi vizsgalatok szerint a TIP39 neuronok mind a két ismert lokalizacidban, a
subparafascicularis areaban (SPF) és a medialis paralemniscalis magban (MPL) mar az
ujsziilottekben 1s jelen vannak, majd a TIP39 expresszid a sziiletés utani 14. napig
fokozodik, majd a 33. naptol, fokozatosan csokken, €s a 125. napon mar csak alig
kimutathat6. A nemi éréssel parhuzamosan elkezdddd csokkenés a himekben kifejezettebb,
igy iddsebb allatok esetén a ndstényekben valamelyest tobb TIP39-et taldlunk, mint a
himekben. Mivel a postnatalis szakaszban mindkét lokalizacioban hasonlé mdodon valtozott
a TIP39 szama és festddési intenzitasa, feltételeztiik, hogy mindkét TIP39-et expresszalo

teriilet hasonlo, kdzos szabalyozas ala esik .

Ezen feltételezésiinkkel ellentétben az embriondlis korban végzett vizsgalataink sordn a két
teriilet kozott jelentds fejlodési kiilonbséget talaltunk. Mig a medialis 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 TIP39-immunpozitiv sejteket.

Maga az SPF, amit projekcios kiilonbségek alapjan egy medialisabb paraventricularis (SPF-
PVG) ¢és egy caudo-lateralisabb, az SPF parvicelullaris, a thalamus intralaminaris
komplexumahoz tartozo 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 ¢élet soran az
embriondlis 16,5. napon észlelhetd, ettdl kezdve az PIL teriileti TIP39 expresszio
folyamatosan csokken, és az 5. postnatalis napra eléri a kifejlett egyedekben talalhato
nagyon alacsony szintet. Ezzel szemben a medialis teriileten (SPF-PVG) csak késobb a 20,5.
naptol jelenik meg az expresszid, ami az 5. postnatalis napig folyamatos novekedést mutat.
Mindez a fejlodéstani kiilonbség alatdmasztja azt az elképzelést, hogy két, kiilonbozo
neuronalis  0sszekottetésekkel, eltérd fejlodéstannal és szabalyozassal rendelkezo

magcsoportrol van szo.

A 16,5. embrionalis napon vizsgalt embriokban TIP39 pozitiv neuronok megjelenését
¢észleltiik az amygdala-hippocampus atmeneti zona teriiletén. Ezek a neuronok a postnatalis

¢let korai szakaszéaban eltlinnek, kifejlett dllatokban nem kimutathatdak.

Az embrionalis és korai postanatalis vizsgalatok soran talalt legfontosabb tény a TIP39
expresszid tranziens megjelenése volt. Két esetben latjuk a TIP39 expresszidjanak atmeneti
fokozodasat: 1. Az pSPF-PIL teriiletben a korai embrionalis életben jelenik meg kifejezett
expresszio, mely jelentds csokkenést mutat mar a korai postnatalis életben 2. Az embriondlis
¢letben tranziens expresszio jelenik meg az amygdalo-hippocampalis atmenetben, mely a
sziiletés utan hamarosan eltlinik. A tranziens expresszio, mely a mind a TIP39 neuronokat,
mind a rosthal6zatot érinti, mindenképpen felveti a TIP39 ontogenezisben betdltott szerepét,
melynek anatomiai bizonyitékaul szolgalhatnak eredményeink. Valojaban nem tudjuk, hogy
maguk a TIP39 neuronok degeneralddnak, vagy esetleg migralnak (akar a PIL-bdl medial
fel¢, az SPF-PVG teriiletbe), vagy csak TIP39 expresszié sziinik meg a sejtekben. A TIP39
neuronok elhelyezkedése és intenziv kapcsolata a hypothalamusszal, valamint az élet
folyaman észlelt valtozé mértékli expresszid6 mindenképpen felvetik a peptid reprodukcios

¢és szexualis viselkedést meghatarozé folyamatokban valé részvételét.

4.2. A TIP39 és a PTH2 receptor expresszioja féemlés agyban

4.2.1. TIP39-et expresszalo sejtek majom agyban.
A TIP39-et expresszalo sejtek kimutatasat in situ hibridizacioval végeztiik el 3 napos majom
agyon. Majomban a TIP39 a ragcsalokban leirt két ismert lokalizdcioban fordult eld: 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 a TIP39 mRNS-t nem tudtunk
kimutatni, ennek hatterében két tényezo jatszhat szerepet: 1. [rodalmi adatok alapjan ismert,
hogy a TIP39 expresszidja a postnatalis élet soran gyorsan csokken, az csak specialis
¢lettani  koriilmények kozott, példaul laktacio alatt aktivalodik uGjra. Az mRNS
vizsgédlatokhoz rendelkezésre 4all6 human mintdk idés agyakbol szarmaztak. 2. A
mikrodisszekcioval nyert mintak k6zott nem volt olyan, mely a specifikusan TIP39 sejteket
tartalmazo teriiletek valamelyikébdl szarmazott volna. Figyelembe véve a tényt, hogy a
PTH2 receptort expresszald sejttestek ¢és rostok tekintetében rendkiviili homologia
¢észlelhetd a ragcsalok és a human illetve nem-human féemlésok agyaban, feltételezziik,

hogy a TIP39 eloszlasa emberben is megegyezd a majomban vagy ragcsalokban talaltakkal.

4.2.2. PTH? receptort expresszalo sejtek human és majom agyban

A PTH2 receptor expressziot human mintdkban RT-PCR technikaval, mig majomban in situ
hibridizaciés hisztokémidval mutattuk ki. PTH2 receptor mRNS expressziot szamos helyen
igazoltunk a kozponti idegrendszerben. A hemisphaeriumokban a kéregben, illetve
kifejezettebben a septum pellucidumban lattunk PTH2 receptor expressziot human agyban.
Mig az amygdala teriiletén human RT-PCR vizsgalatokkal csak kozepes mértékii
expressziot talaltunk, addig majmokban in situ hibridizaciéval kifejezett expressziot
talaltunk elsdésorban a centrdlis és a medialis magban. A kiilonbséget valosziniileg a
micropunch technikaval nyert nagyobb minta okozta, igy PTH2 receptort kevéssé termeld

amygdala részek (basalis és lateralis mag) is a PCR mintaba keriiltek.

A diencephalonban és az agytdrzsben mindkét technikaval magas expressziot taldltunk a
medialis hypothalamusban, a corpus geniculatum medialeban, és hid tegmentumaban, mig
egyik mddszerrel sem taldltunk expressziot a thalamus ventralis, mediodorsalis magvaiban,
sem a pulvinarban. Alacsony expressziot talaltunk 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 koézépagyban
egyik technikdval sem volt igazolhaté PTH2 receptor kifejezédés. Osszességében a human
RT-PCR ¢s a majom in situ hibridizacidos 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
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PTH2 receptor mRNS-t. A kiilonbség szdrmazhat abbol, hogy mas életkorti agyakbol
szarmaztak a mintak, de a kifejezett homologia ellenére 1étezhetnek féemlds fajok kozotti

kiilonbségek, mint azt mas neuropeptideknél is leirtak.

4.2.3. PTH2 receptor mRNS expresszio dsszehasonlitasa ragesalo és féemlos agyban

A RT-PCR technikaval kapott eredményeink szerint a PTH2 receptor expresszidja nagy
hasonlosagot mutat az egérben leirtakkal. Magas PTH2 receptor expresszidt talaltunk 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 fejezddik ki PTH2 receptor a legtobb thalamus magban, a
nucleus suprachiastamicusban, a corpus mamillareban, a substantia nigraban, a nucleus
ruberben és az agytorzs motoros agyideg magjaiban. Mindezek nagyon jo egyezést mutatnak
az egérben talalt PTH2 receptor mRNS eloszlasaval. In situ hibridizacioval 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 talaltunk kiilonbséget. Ezekben a régiokban majomban
jol definialt, PTH2 receptort kifejezd sejtcsoportot talaltunk, mig egérben csak egy-egy

elszort sejt talalhato, ez megfelelhet fajok kozotti expresszios kiilonbségnek.

4.2.4. PTH? receptor immunreaktivitas — rostok és terminalisok a féemlos agyban

Eredményeink szerint az emberben a sejttestek nem mutatnak PTH2 receptor
immunfestddést — feltehetéen a gyors axonalis transzport kovetkeztében —, ezért a PTH2
receptor immunreaktivitds csak PTH2 receptor expresszald sejtek axonhalozatat
demonstralja. Human agyban siiri PTH2 receptor immunreaktiv rosthaldzatot talaltunk az
endokrin hypothalamusban, a medidlis preopticus areaban, a nucleus paravetricularisban, a
nucleus arcuatusban és az eminentia mediana teriiletén. Kifejezett immunfestddés talaltunk a
septumban, a thalamus nucleus paraventricularisaban és a  periaqueductalis
sziirkedllomanyban. PTH2 receptor pozitiv rostokat talaltunk még egyéb, elsdsorban
somatosensoros ¢és viscerosensoros érzékelésben résztvevo struktirakban, mint a gerincveld

hatsé szarva, a trigeminus sensoros magvai, a nucleus tractus solitarii és lateralis
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parabrachialis mag. Majom agyban csak a hypothalamus teriiletét vizsgaltuk
immuncitokémiaval, az eredmények teljes egyezést mutattak a human mintakban talaltakkal.
A human vizsgalatokat dontéen a diencephalonbdl és agytérzsbdl szarmazod mintakon
végeztiik, ezeket az eredményeket Osszevetve az egérbdl szarmazd PTH2 receptor

immunfestés eredményeivel szinte teljes egyezést talaltunk.

4.2.5. A TIP39 feltételezett hatdsmechanizmusa a hypothalamus-hypophysis rendszerben

Patkdnyban korabban leirtdk a PTH2 receptor rostok glutaminerg természetét. Majom
hypothalamusban kettds immunfestéssel végzett vizsgalatainkban a septumban és a
hypothalamusban nagyon stirit VGLUT-2 immunreaktiv halozatot talaltunk, ezek egy része
PTH2 receptorra is pozitivnak bizonyult, viszont gyakorlatilag az 6sszes PTH2 receptor
immunreaktiv terminalis is festddott VGLUT-2-re. A szoros kolokalizaci6 alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a septum, a hypothalamus ¢és feltételezhetden egyéb teriiletekben 1évo

PTH2 receptor terminalisok — a ragcsalokban leirtakhoz hasonldéan — glutamatergek.

Human hypothalamusban kettds immunfestést végeztiink PTH2 receptor és somatostatin
vagy corticotropin releasing hormone (CRH) ellenes antitestekkel. A somatostatint termel6
sejtek a nucleus periventricularisban foglalnak helyet, innen vetiilnek az eminentia mediana
felé, ahol a somatostatin felszabadul, majd a portalis keringésen 4t a hypophysisbe jut és a
novekedési hormont termeld sejteken hat. Az eminentia medianan taldlhat6 somatostatint
tartalmazo6 termindlisok egy része a PTH2 receptor receptorral kolokalizalt, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a TIP39 a PTH2 receptoron keresztiill serkenti a somatostatin

felszabadulésat, és igy kozvetve a ndvekedési hormon szint csokkenését okozza.

A somatostatin szabalyozassal szemben mas hatasmechanizmust feltételeziink a CRH
esetében. CRH immunfestés esetén nem lattunk kolokalizaciot PTH2 receptorokkal, viszont
a PTH2 receptor pozitiv terminalisok nagyon megkdzelitették a CRH pozitiv neuronokat.
Bar a CRH pozitiv sejttestek nem tartalmazzék a PTH2 receptort, viszont szamos 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 szekrécidt, amint azt korabban hypothalamus

szoveten in vitro igazoltak.
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Vizsgalataink anatémiai magyarazatot adhatnak a TIP39- PTH2 receptor neuromodulator
rendszer hypothalamo-hypophysis rendszeren korabban leirt hatasaira. Mindkét elobb
ismertetett hatasmechanizmus preszinaptikus modulaciot feltételez, mely a somatostatin
esetében kozvetleniil segiti a hormon felszabadulast a terminalison, mig a CRH esetében
maganak a CRH sejttest excitatoros ingerlésének facilitaldsa soran vezet a
hormonelvélasztas fokozasahoz. A preszinaptikus modulacid elméletét alatdmasztjak azok a
tények is, hogy a PTH2 receptor gyorsan transzportalédik az axon terminalisok felg,
valamint, hogy a TIP39 pozitiv és a PTH2 receptor pozitiv axon terminalis szubregionalis

eloszlasa jelentds mértékli egyezést mutat.

4.3. Osszegzés

Elséként mutattuk ki az embriondlis életben a TIP39 dtmeneti expresszidjat az amygdaldban,
mely mindenképpen felveti a peptid ontogenezisben, majd késébb a reprodukcios
folyamatokban valo szerepét, melyet irodalmi adatok is alatdmasztanak. Igazoltuk, hogy a
thalamomesencephalis atmenetben, az SPF-ben talalt TIP39 sejtek mar az embrionalis élet
soran két kiilonbozé magcsoportra oszlanak, igy ezek anatomiai és funkcionalis

megkiilonboztetése is indokolt.

Féemlds agyszoveten végzett vizsgalatainkban elséként igazoltuk a TIP39-PTH2 receptor
neuromodulator rendszer jelenlétét human és majom kozponti idegrendszerében, mind a
PTH2 receptor és a TIP39 mRNS kimutatasaval, mind a PTH2 receptor immunreaktivitas
feltérképezésével. A foemldsokben talalt anatomiai eloszlas nagyfoku hasonldsdgot mutat a
korabban ragcsalokban végzett vizsgalatokban talalttal, mely arra enged kdvetkeztetni, hogy
a TIP39-PTH2 receptor rendszer az emberi idegrendszerben is az endokrin, reproduktiv,
viscerosensoros funkcidkban vehet részt. Hypothalamuson végzett vizsgalataink alapjan
feltételezziik, hogy a TIP39- PTH2 receptor neuropeptid rendszer preszinaptikus modulacié

segitségével fejti ki hatasat a hypothalamus-hypophysis miikddésének szabalyozasakor.

5. Kovetkeztetések

a. A TIP39 expresszidja patkdnyokban az embriondlis élet 14. napjan kezdddik,
elsésorban a ponsban a medialis paralemniscalis mag (MPL) és thalamusban a

subparafascilularis area (SPF), valamint temporomedialisan az amygdalo-
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hippocampalis atmenet teriiletében. Az amygdaldban els6ként igazoltuk TIP39

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

A subparafascicularis areaban észlelt korai TIP39 expresszid elsdsorban a caudo-
lateralis, kissejtes (SPFp-PIL) teriiletben jelentkezik, mig a medialis teriiletekben
(SPF-PVQG), csak késébb az embrionalis élet 20. napjatdl jelenik meg. Az SPF-PVG
teriiletben jelentkez6 TIP39 expresszid a postnatalis élet folyaman perzisztal, mig a
SPFp-PIL TIP39 expresszidja a sziiletés utdn jelentdsen lecsokken, és
kutatdcsoportunk tovabbi eredményei alapjan csak specidlis koriilmények kozott (pl.
laktacio) aktivalodik ujra. Ez a fejlédéstani kiilonbség mindenképpen indokoltta teszi
a két magcsoport anatomiai és funkcionalis elkiilonitését, melyet kordbban

projekcids és funkcionalis vizsgélatok is alatdmasztottak.

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 expresszio
legkifejezettebb a septumban, a nucleus caudatusban, a corpus geniculatum

medialeban, a hypothalamusban, a pons tegmentumaban és a cerebellumban.

A részletes anatomiai térképezés soran kifejezett homologiat talaltunk a féemlds
(human és Rhesus majom) ¢€s ragcsalo (egér) agy PTH2 receptor expresszids

mintdzataban, még szubregionalis szinten is.

Igazoltuk a PTH2 receptor immunreaktiv rostok glutamaterg természetét féemlds

hypothalamusban.

Human hypothalamus CRH és szomatostatin termeld sejtjein végzett vizsgalataink
alapjan feltételezziik, hogy a TIP39 neuropeptidként a PTH2 receptoron keresztiil
preszinaptikus modulacié formajaban modositja a CRH és szomatostatin szekrécio
mértékét, ez képezheti a kordbban mar elirt, a TIP39 hatasara bekovetkezd

hormonalis valaszok morfologiai alapjat.
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