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1. Bevezetés

1.1. A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (FACAP)

A 38 aminosavbdl all6 peptidet 1989-ben izolaltaklészor birka
hypothalamusbol, a hypohysisben kifejtett adertilaaz aktivalé hatasa alapjgiliyata
és mtsai, 1989]Egy évvel késdbb egy aktiv, de rovidebb fragmensét is azonoakptz
volt a PACAP27, mivel szerkezete 27 aminosavbol [Bliyta és mtsai, 1990] Az
emibsokben elforduld PACAP majdnem 90 %-at a PACAP38 (tovabbzaki®ACAP)
teszi ki, rovidebb formaja kisebb mennyiségben yalen. A rovidebb fragmensek
antagonista hatassal birnak, ezek kozll legaltaksttan hasznalt a PACAP6-38
[Bourgault és mtsai, 2008] A PACAP tagja a vasoaktiv intestinalis polipeptid
(VIP)/szekretin/glukagon peptidcsaladngkrimura, 1998, Mustafa és Eiden, 2006]
Szerkezete 67 %-ban megegyezik a VIP strukturgjéeabdenilat-ciklaz hatasa ezerszer-
tizezerszer nagyobb a VIP-nél. A PACAP génje 26&kleotidbdl all és a 18.
kromoszoméan helyezkedik el. A peptid szekvencidjaden embsben azonos (birka,
patkany és ember), a békdban is csak egy amindgaesetalalhatjKoves és Vincze,
2001]. Egyéb gerincesekben is csak egy-négy aminoséaeslimutathatd KiVincze és
Kdves, 2001, Vaudry és mtsai, 2008] PACAP megtalalhaté é@yerinchuros allatokban
és alacsonyabb retidgerinctelenekben is, melyek bizonyitjdk, hogy Bgénetikai
fejlodés soran szinte valtozatlanul konzervalodott mdéelklapvei élettani funkcidkkal
rendelkezik. A felfedezése 6ta eltelt kdzel husakait a peptidet — nevével ellentétben —
gyakorlatilag mindenhol kimutattak és sok hatasatdk.

Az irodalomban talalhaté — leginkdbb ésikre vonatkozé — adatok szerint a
PACAP nemcsak a kozponti és periférids idegrenteperhanem mas szoévetekben,
tobbek kdzott az endokrin mirigyekben és a gastesiindlis tractusban is megtalalhato.
gy — hasonléan sok méas peptid tipust hormonhoz rewrointestinalis (brain-gut)
peptidek k&ézé sorolhaté. Eésibkben a PACAP legnagyobb mennyiségben a
hypothalamus teriletén mutathatd ki, de mas expatimalamicus helyen, pl. az

agykéregben, mesencephalonban, medulla oblongatalb@zalis ganglionokban,



amygdalaban, thalamusban, hypohysisben, cerebeadlumsbkimutathat§Arimura, 1998;
Kdves és mtsai, 1990. 19914 periférias idegrendszer terlleténdsterban a ganglion
spinaleban, valamint a pre- és postganglionarisamakban figyelhét meg a PACAP
[Sundler és mtsai, 1996]

A PACAP-nak szerepe van az agy ddgsében, a neuroblastok
differencidlédasaban, proliferaciojaban, az axoehkedésben, és a ek
tagozédasabajtrhardt €s mtsai 2001]Knockout egerekben, ahol a PACAP vagy annak
receptora hidnyzik, szamos sulyos funkciondlis eledességet észleltek, beleértve a
memoriazavarokatRoberto és Brunelli 2000, Otto és mtsai 2001, Mgdsna €s mtsai
2003, Regldi és mtsai 2009 és 2012a,b]

1.2. A PACAP eléfordulasa emlys szervezetben

A PACAP ebfordulasat entisok kozponti idegrendszerében a 1. tédblazat
mutatja.

Nem idegi szOveteket vizsgalva a PACAP jalerkoncentracioban megtalalhato
a testisben, a mellékvese chromaffin sejtjeibea Eangerhans-szigetek sejtjeiben. Egyéb
szervekben (sziv, tidd méj, vese, nyirokszervek) is detektaltak, de szidi, hogy az ott
talalhaté PACAP idegi és/vagy endokrin erédétrimura és mtsai 1991, Kantor és mtsai
2002, Koves és mtsai 193]



1. tablazat. A PACAP eléfordulasa az embsok kdzponti idegrendszerében, in situ hibridizaciéés
immunreakcio. [Vaudry és mtsai 20091+++ = nagy denzitas-jeldlés, ++ = kozepes denzitgdblés, + =
alacsony denzitas-jeldlés, - = nincs jeldlés vagypiunreakcio.

Struktdra MRNS Perikarion Idegrostok
Bulbus olfactorius —nucleus olfactorius ant ++
Cortex cerebri
gyrus cinguli ++ +/- +
nucleus endopiriformis - + -
entorhinalis cortex - + +
frontalis cortex + - +
area olfactoria ++ -
neocorticalis terilet - ++
Septum
nucleus septalis lat. - - ++
nucleus septofimbrialis - - +
nucleus septohippocampalis - - +
Amygdala ++ +
bed nucleus J++ b+
nucleus amigdaloideus centralis - ++
Hippocampus
CAl + -J++ +
CA2 + -J++ +
CA3 + -J++ +
Gyrus dentatus ++ J++ +
Broca-féle diagonalis kdteg - ++ ++
Lamina terminalis —organum vasculosum - + +
Diencephalon — epithalamus
nucleus habenularis +++ - +
corpus pineale - - ++
Diencephalon — thalamus
nucleus medialis centralis - - ++
nucleus dorsomedialis ++ - ++
nucleus paraventricularis ++ + ++
Diencephalon — hypothalamus
commissura anterior - - ++
nucleus commissurae anterioris - ++ -
area hypothalamica anterior - -[+ -[++
nucleus arcuatus ++ -J++ 4+




nucleus dorsomedialis - ++ -
nucleus intermedialis - ++ -
nucleus lateralis - ++ -
area hypothalamica lateralis - -[++ -+
nucleus habenularis ++ ++ -
area preoptica medialis - ++ -
nucleus supramammillaris - ++ -
nucleus ventromedialis ++ ++

Ventricularis rendszer

subfornicalis szerv - + -
eminentia mediana - - ++
nucleus paraventricularis ++ +H+++ ++
nucleus perifornicalis - + +
tuber cinereum - ++ ++
nucleus ventromedialis +++ ++ +++
Mesencephalon

substancia grisea centralis - - +
periaqueductalis allomany - - +
pretectum - +
Cerebellum

stratum granulosum - - J++
stratum moleculare - - J++
stratum ganglionare -[+ -[++ -I+
nuclei cochleares - + -
Plexus choroideus +

Myelencephalon

locus ceruleus - + -
nuclei pontis + + -
nucleus parabrachialis lateralis + + +
nucleus nervi vagi + + -
nucleus ambiguus - ++ -
area postrema - - ++
nuclei raphi - ++ .
nucleus dorsalis nervi vagi - ++ ++
nucleus hypoglossi - + +
tractus pyramidalis - + -
nucleus tractus solitarii - ++ ++
nucleus tractus spinalis nervi trigemini - - +++




1.3. A PACAP eléfordulasa nem emés (madar) szervezetben

Az embsben (emberben) és madarban taldlhat6 PACAP smtekezgy
aminosav eltérést mutg§frimura 1998, Nowak és mtsai 2003ladarban a PACAP
kozponti idegrendszeri @&brdulasa hasonlé elrendiest, megoszlast mutat, mint
emibsokbenPeeters és mtsai 2000]

A PACAP ebfordulasat madarak kozponti idegrendszerében aaBlazat
mutatja.

A telencephalon teriletén nagy denzitdsban mégtata a PACAP a
hippocampusban, de ennél kisebb mértékben kimutataaPACAP a hyperstriatum
accessoriumban. A telencephalon ventrélisabb mégmeostriatum intermedium, nucleus
basalis) szintén magas a PACAP-pozitiv idegelenzkmsa. A telencephalon lobus
parolfactorius tertletén — mely megfelel az &k putamenjének caudalis részével —
nem taldlhaté PACAP. Ellenben nagyon nagstiségben mutathaté ki PACAP-tartalmu
idegsejt és -rost a bulbus olfactoriusban. Kiseldstékben az archistriatum valamennyi
részeén jelen van.

A diencephalonban a preopticus terlleten talalhatigyszamu PACAP-
immunreaktiv sejt és rost: a nucleus magnocelsilapreopticusban, a nuclues
supraopticusban, a nucleus suprachiasmaticusban amwdl a  tractus
septomesencephalicusbfiicGoogan és Cassone 1999, Yoshimura és mtsai 2@00]
thalamus és hypothalamus rostralis részén — nueletesior, medialis és lateralis thalami
— és a nucleus paraventricularisban viszont csakskanmunpozitiv képlet mutathaté ki.
A commissura anterior szintjében & vbed nucleus szintén gazdag PACAP-ban,
hasonléan a hypothalamus dorsalis részéhez (nudetsolateralis anterior, nucleus
ovoidalis, nucleus subrotundus, nucleus paramediamiernus). Nagyszamu PACAP-
pozitiv idegsejt talalhaté a nucleus spiriformis dmaéisban és a nucleus pretectalis
medialisban.

A mesencephalonban a PACAP-tartalmi idegelemelsziésa a tectum
opticumban kifejezett. Az alabbi tertleteken csa@skamu PACAP-tartalmu struktira

mutathaté ki: nucleus intercollicularis, nucleus sewcephalicus lateralis, nucleus



tegmenti pedunculopontinus (ez utobbi megfelel bstntia nigranak eisdkben),
formatio reticularis mesencephali és nucleus EdiWjestphal.

Az agytdrzs (pons, medulla oblongata, cerebellumniletén nagyszamu
PACAP-pozitiv képlet talalhat6 a nucleus lemnisatetalis kérnyékén, a nucleus
parabrachialisban, nucleus subceruleus ventraligisaa locus ceruleusban. A PACAP
kimutathat6 még néhany agyideg magjaban is, ugymieteus motorius nervi facialis,
nucleus nervi glossopharyngei, nucleus dorsaligi vagi, trigeminus magok, valamint a

nucleus tractus solitarii tertiletén. A kisagyi Roji-sejtekben szintén talalhatd6 PACAP.

1.4. PACAP-receptorok és aedfordulasuk madarakban

A PACAP-receptorok éfordulasat madarak kézponti idegrendszerében a 2.
tablazat mutatja.

A PACAP hatasat a szervezetben specifikus G-prioézi kobdé receptorok
kozvetitik. A receptorok, mely a VIP-receptor csila tartoznak, hét transzmembran kart
és egy intracellularisan G-proteint &6domént tartalmaznak. A human PACL1 receptort
kodold gén a hetedik kromoszéman talalhatd. A PAgCEptor két-harom nagysagrenddel
nagyobb affinitdst mutat a PACAP-hoz, mint a VIR-henig a VPAC1- és VPAC2-
receptorok a PACAP-ot és a VIP-et egyforméseéggel kéti{Arimura 1998, Laburthe
és mtsai 2007] A PACAP-receptorok eloszldsa fiigg a receptor sipdl: PAC1-
receptorok kimutathatok az agyban, a gerintlveh, az adenohypophysisben, a
mellékvesevdlben és a herében. VPAC1-receptor taldlhaté a kdizpdegrendszer
mellett a tidben, a majban, a Iépben, a thymusban, az ovariudgbangastrointestinalis
tractusbarfHashimoto és mtsai 1996, Joo és mtsai 20@84PAC1-receptor nyolc splice
variansa ismert. A harmadik intracellularis karakathato ,hip” és ,hop” szekvenciakat
tartalmazé variansokat PAC1R-hip, -hopl, -hop2p-+#opl, -hip-hop2, mig az ezt nem
tartalmazd varianst révid (,short”) variansnak neteé el[Arimura 1998]. A ,very short”
varians esetében az N-terminalis végén hianyziexamacellularis domén, mig a PAC1R
TM4 varians esetében a masodik és negyedik tramsbnd® domeén kilonbozilrimura
1998, Dickson és Finlayson 2009, Vaudry és mtsadap



A madarban talalhatdé PAC1 megoszlasa nagyon hasanl PACAP
megoszlasahoz. Nagyiiriségben talalhaté ez a receptor a telencephalonaldors
terliletében, neostriatumban, a bulbus olfactorimgbanak bels granularis rétegében), a
nucleus accumbensben és a ventralis paleostriatuniiaebb mennyiségben a PAC1
receptor kimutathaté a preopticus tertleten (nucl@ueopticus medialis, fasciculus
diagonalis Brocae) és a supraopticus-paraventrisulgerileten. Nagyszamu PAC1-
tartalmu sejt taldlhato a nucleus infundibularisbarcleus mamillarisban. A thalamusban,
a kisagyi granularis rétegben, tectum opticumbasohidan nagy denzitasban mutathato

ki a receptofPeeters és mtsai, 2000]

2. tdblazat. A PACAP és a PACL1 receptor mRNS éfordulasa csirkeagyban (in situ hibridizacid).
+ = kevés jeldlés, ++ = kbzepes jeldlés, +++ = geldlés, - = nincs reakcigPeeters és mtsai, 2000]

Agyteriilet PACAP mRNS PAC1 mRNS
Dorsalis telencephalon
hyperstriatum accessorium ++ +++
hippocampus +++ -
hyperstriatum intercalatum supremum + -
hyperstriatum ventrale et dorsale + +++

Ventralis telencephalon
neostriatum intermedium +++ +++
nucleus basalis +++ -
lobus parolfactorius - -

paleostriatum primitivum + +

Ventrolateralis telencephalon

archistriatum anterior + -
archistriatum intermedium + -
archistriatum mediale + -
regio septalis ++ -
area corticoidea dorsolateralis + -
bulbus olfactorius +++ +++

Area preoptica
nucleus magnocellularis preopticus ++ ++

nucleus supraopticus ++ ++

Rostralis hypothalamus
nucelus anterior medialis ++ ++

nucelus lateralis ++ ++
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nucleus ventromedialis ++ -
nucelus inferior ++ -
Commissura anterior szintje

bed nucleus +++

nucleus tractus septomesencephalicus +++ +++
nucleus dorsolateralis anterior +++ +++
nucleus ovoidalis +++ +++
nucleus subrotundus +++ -
nucleus paramedianusinternus +++ -
Area pretectalis

nucleus spirifomis medialis +++ -
nucleus pretectalis medialis +++ -
Mesencephalon

nucleus intercollicularis + -
nucleus mesencephalicus lateralis, pars dors. + -
area ventralis (Tsali) + -
nucleus tegmenti pedunculopontinus + -
formatio reticularis mesencephali + -
nucleus Edinger-Westphal + -
Pons

nucleus lemnisci lateralis ++ -
nucleus parabrachialis ++ -
locus ceruleus +++ -
nuclei pontis ++ -
nucleus olivaris superior ++ -
nucleus motorius nervi facialis ++ -
nucleus angularis + -
Medulla oblongata

nucleus nervi glosspharyngei +++ +
nucleus dorsalis nervi vagi +++ +
nucleus tractus solitarii +++ +
formatio reticularis ++ +
Cerebellum

Purkinje sejtek ++ +




1.5. PACAP élettani hatasai

A PACAP szamos élettani hatassal rendelkezik avezetben. A hatasairdl toébb
tanulmany is megjelent, melyekkiént embs szervezetekre vonatkozngitimura 1998,
Vaudry és mtsai 2000a, Ganea és Delgado 2002, XeuétaEiden 2006, Counis és mtsai
2007, Sherwood és mtsai 2000 és 20®HBként a hypothalamusbdl izolaltak, igy
kezdetben a centralis endokrin hatasai valtak igé@Koves és mtsai 1990, 1998a,
Counis és mtsai 2007]Elssként leirt funkcija a hypophysis hormontermelégéne
szabdalyozasa, az elélgs a hatso lebenyben egyarfitiodera és mtsai 1995, Rawlings
€és Hezareh 1996, Evans és mtsai 1999, Kantor ési @2@90, Vaudry és mtsai 2006,
Okada és mtsai 2007A PACAP a hypophysisben is terrdeik, €s a mirigyben kifejtett
szerepének koszonkden ma mar magyar egyetemi szovettan tankonyvbereepel a
PACAP, mint hypophysis neurohormdfRoéhlich 2002] Egyéb endokrin hatasai is
ismertek: szerepe van a pajzsmirigikddés szabalyozasabfbkada és mtsai 2007
gonadok szteroidtermelésének szabalyozasalpahGehani és mtsai 2000] a
spermiogenezisben és az ovarialis follicularisétisbenCsaba és mtsai 1997, Apa és
mtsai 2002, Barberi és mtsai 2007, Gras és mts@b28oppan et al. 2012; Li és mtsai
2004; Regldi és mtsai 2012a,bjstimulalja a mellékvese katekolamin szintéz[ssnbe
és mtsai 2003]és a pancreas inzulintermeléd&inzell és Ahren 2007]

A PACAP kozponti szerepet jatszik a napi ritmushsitgozasdban ifKoves és
mtsai 2003, Hannibal és Fahrenkrug 2004, Hannil@20& Vereczki és mtsai 2006, Nagy
és Csernus 2007,]JA PACAP a glutamat mellett a retinohypothalamiquélya
transzmittere, és szamos folyamatot befolydsol elems suprachiasmaticusban és a
corpus pinealebarjRékasi és Czompoly 2002, Hannibal 20064 corpus pineale
melatonin termelésére kifejtett hatdsat munkatakse vizsgaltdk. Kimutattdk, hogy a
PACAP fokozza a melatonin termelést a tobozmirigybmely méar korai embrionalis
korban is megfigyelhéf azonban a melatonin cirkadian ritmusat nem bégmija
[Csernus és mtsai 2004, Faluhelyi és mtsai 20045R0A PACAP szabalyozza a
migracios viselkedést is. Tobb vandorl6 madarbanukattak a ADCYAP1 gén variacioit
a migracio soran. Ez az a gén, mely kddolja a PAGAMueller és mtsai 2011]

A PACAP-rél kimutattak, hogy részt vesz az alvabakgozasbafMurck és mtsai

2007], a centralis sympathicus neuronalis aktivitds dkaizasabarjFarnham és mtsai
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2008], a WszabalyozasbafPataki és mtsai 2002gs befolyasolja a kemorecepciot a
glomus caroticumbafXu és mtsai 2008]A PACAP serkenti a memoariafolyamatokat,
amit a PACAP valamint a PACAP-receptor knock-ouDjKegerek memdriazavara is
mutat [Roberto és Brunelli 2000, Otto és mtsai 2001, Mgtsna és mtsai 2003A
PACAP szamos viselkedésre gyakorolt hatasat isaleiBefolyasolja tébbek kdzott a
szteroid-indukalta reprodukcids viselkedést patkamyés egérbefApostolakis és mtsai
2004], noveli a lokomotoros aktivitast patkanyban ésrlegé[Masuo és mtsai 1995,
Adamik és Telegdy 20Q4fészt vesz a stressz adaptacios magatartas wzaisAban
[Agarwal és mtsai 2005, Légradi és mtsai 2007; Gaszt al. 2012]és antidepresszans
hatasai is vanngReichenstein és mtsai 2008]

Az egyéb periférias hatasok kozil kiemeléndhogy a peptid befolyasolja a
gastrointestinalis traktusban és léggparatusban a motilitast és szekréfiGives és
mtsai 1993, Foda és mtsai 1995, Barthd és mtsaD,2D@zar és mtsai 2001, Tornoe és
mtsai 2001, Oh és mtsai 20054z excitabilitdst és a hormonszekréciot a szivben
[Hardwick és mtsai 2006]a hugyuti szervekben hat a vizeletiritési refled@s az
erzobeidegzésre[Fahrenkrug és Hannibal 1998, Braas és mtsai 2006alamint
simaizom relaxans hatasa van az erelhenti és mtsai 2007]A PACAP stimulélja a
kalcium felszabadulast a herében és fokozza a DANfegist is[Doan és mtsai 2012]
Hatassal van a fajdalomérzés szabalyozdsara a mibzp® periférids idegrendszerben
egyarant. Az éddegvégsdésekben fajdalom hatasara felszabadul6 szenzoros
neuropeptid szekréciéra kifejtett hatasat munkatdksis vizsgaltakiNémeth és mtsai
2006, Helyes és mtsai 2007, Davis-Taber és mtsa8,28andor és mtsai 2008, 2010,
Markovics és mtsai 2012]

A PACAP neurotrophicus és neuroprotektiv hataseitedlezése 6ta szamos,
foként in vitro kisérlet bizonyitotta. A neuroprotiekhatas szorosan dsszefiigg a PACAP-
nak az idegrendszer féflésében betoltott szerepével, mely kodzelebb vihet a
neuroprotektiv hatds megeértéséhez; a trophicusitdisa fontos a kisagy féplésében is
[Aubert és mtsai 2007]Minél jobban megismerjik a PACAP egyedidgsben betoltott
szerepét, anndl inkdbb valosiithet az, hogy az embrionalis féfdésben szerepet
jatsz6 mechanizmusok Ujra fokozottabban aktivalkda&kor, ha az idegrendszert
karositd hatasok érifVaschek 2002] Az idegrendszerben a PACAP és receptorai igen

kordn megjelennek, és kimutatottan nagy szerepisizghak a neurogenezisben, a
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neuronalis differenciaciéban, a gliasejtekddgsében, valamint az idegrendszeri mintazat
kialakitasdban is[Waschek 2002] Az idegrendszert ért sérilések utdn a PACAP
upregulaciéjat mar tdbb munkacsoport leirta, égéd neuroprotektiv szerepe is ismert
a PACAP KO egerek tanulmanyozasa, illetve a PACABogén antagonizalasa révén

[Waschek 2002, Somogyvari-Vigh és Bdp2004.]

Intézetiinkben mutattak ki a PACAP neuroprotektivtagait szamos agyi
karosodasban, mint pl. Parkinson kor, Huntingtoaref, traumas agykarosodas és agyi
ischemia patkdny modelljeibdiReglsdi és mtsai 2004a,b 2011, Taméas és mtsai 2002,
2006a,b; 2012]

1.6. A VIP szerkezete, alfordulasa embbsdokben és madarakban

A VIP abba a peptidcsaladba tartozik, ahova arstek glukagon és a PACAP.
A VIP és a PACAP szerkezete a filogenezis sorankmizervalodott: az aminosav
sorrendjeik majdnem azonosak az é&tkben[Arimura és mtsai 1998, Sherwood és
mtsai 2000] E nagyfoku szerkezeti hasonl6sag valdsgitina fontos élettani szerepuket.

A VIP szerkezetét a nem entls gerincesekben — alligator, béka és néhany
halfaj kivételével — kevés ismerettel rendelkez{iNksson 1975, Wang és mtsai 1993,
Chartel és mtsai 1995, Sherwood és mtsai 2080dkgtobb allatfajban a VIP szerkezete
csak néhany aminosavban kilonbozik. A VIP idegreedsloszlasat szamos fajban mar
leirték, bar a korai tanulmanyok csak a bélberétdrelsfordulasara koncentraltgSaid
és mtsai 1972, Buchan és mtsai 1981, Holmgren éairm®85] A VIP-receptort is
kimutattdk mar szamos edsl és egyéb gerinces fajokbarjAsexandre és mtsai 1999]

A madarban — efsorban a csirkében — talalhato VIP szekvenciajk osgy
aminosavban kulonb6zik az efsbkben talalhaté VIPst. A VIP-tartalmd neuronok
megoszlasa, elhelyezkedése és a génexpressziokdpkeese csirkében megtortént
[Wayne és mtsai 1993, Kuenzel és mtsai 19@7] tabldzat). Szintén ismert, hogy
csirkeembriok idegrendszerében a VIP megtalalhat@eancvebben, szimpatikus
ducokban, a plexus submucosusban tovabba az erélisidb. naptol a hypophysisben
[Epstein és mtsai 1983, New és mtsai 1986, Du éaimi®88, Woods és mtsai 1998].
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Azonban tovabbra is kevés ismerettel rendelkezi¥kPamegoszlasarol és szerafiéaz

embrionalis csirkeagyban.

3. tablazat. A VIP megoszlasa madar kézponti idegrendszerébemmnmunreakcié [Wayne és mtsai
1993}

Agyterilet VIP immunoreaktiv perikarionok helye

Telencephalon

area septalis organum septi laterale, pars medialis

Diencephalon

elilss és kozéps hypothalamicuq regio lateralis hypothalami, nucleus anterior migliauclues

tertlet ventromedialis, nucleus paraventricularis magnatagiis

mediobasalis hypothalamus nucleus infundibuli, nucleus inferior

Mesencephalon

lobus opticus stratum griseum et fibrosum superficiale

dorsalis kdzépagy substantia grisea centralis, nucleus intercolliésila

centralis kdzépagy nucleus tegmenti pedunculo-pontinus pars compkxtas
ceruleus

ventralis k6zépagy area ventralis (Tsai)

Myelencephalon

medulla oblongata nucleus reticularis paragigantocellularis lateralis
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2. Célkitiizések

Az irodalombdl eddig megismert adatok alapjan leteg informaciok allnak
rendelkezéslinkre a PACAP, a VIP és receptorairtd@rdulasi helyésl €és megoszlasardl
az embsok idegrendszerében és egyéb mas szervrendszeléngirévre egyre tobb adat
jelenik meg a kozleményekben ezen peptidek lehessélpttani szerepdy kulonféle
protektiv hatasairél, napi ritmust mutatd valtorddaés az ezeket befolyasolo
tényedkrol, hatdsokrol. Az irodalomban viszont csak kevéstadll rendelkezésre a
PACAP és receptorainak megoszlasardfoetiulasi helyésl a madarak szervezetében,
kilénosen a kozponti idegrendszerben. A ritmikustorasokrél, az ezt befolyasol6-
szabalyoz6 tényékrol, valamint a PACAP lehetséges szerépéaz embsokol
Iényegesen eltéregyedfejbdés soran alig van adat, ezért jelen munkankbasgaini

kivantuk:

1. a PACAP- és a VIP-tartalmu struktirdk megoszlasakeagyban.
Tekintettel arra, hogy a megoszlasrdl inkabb dedhhétt allatokban vannak
ismertek, igy az embriondlis idegrendszerben tataliPACAP megoszlasat
tanulmanyozé kisérletekre helyeztilk a hangsulyttabégy tébbet tudjunk
meg a PACAP lehetséges szerépér neuronalis differenciacié soran, mely

kozelebb vihet az idegi regeneracio mechanizmukgatd megértésehez is.

2. a PACAP napi ritmusat ésdbrdulasat a corpus pinealeban.
Ismert, hogy endisokben a PACAP a retino-hypothalamicus palya edgik
transzmittereként (a glutamat mellett) részt vesz cigkadian ritmus
szabalyozasdban. Eésben tobb agyterileten — &®rban a nucleus
suprachiasmaticusban — kimutattdk a PACAP cirkaditimuséat. Tekintettel
arra, hogy endisok és madarak napi ritmusanak szabalyozasaodgeltér
(immunhisztokémiai modszerrel) vizsgalni kivantuRPACAP ebfordulasat a

csirke allatmodellen a corpus pinealeban. Radioimyagsay modszerrel a
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kilonb6z agyteriletekben kovettik a PACAP mennyiségének i nap

valtozasait.

3. a pinealectomia és €éhezés hatasat a PACAP-szingslaienapi ritmusra.
Feltételezhetjik, hogy amennyiben madarakban tezilé a PACAP-nak
cirkadian ritmusa, akkor ezen ritmus fenntartasasZmbalyozdsa a corpus
pineale feladata. Irodalmi adatok bizonyitjak, hogylsokben létezik
PACAP cirkadian ritmus. Azonban az &bk ritmikus szabalyozasanak
kézpontia nem a corpus pineale, hanem - tdbbek tk6zda nucleus
suprachiasmaticus. Ezért a PACAP-pal kapcsolatgabtn vizsgalatokhoz
nagyon fontos annak ritmikus szabalyozasanak meggerfelmertlt a kérdés,
hogy a tobozmirigy ritéti eltavolitaisa miként befolyasolja PACAP napi
ritmusat.

A PACAP kimutathaté azokban az agyteriletben islygk a taplalékfelvételt
szabdlyozzak. Tobb tanulméany foglalkozott azzagjyh@ PACAP-nak szerepe
van a taplalkozast szabalyoz6 mechanizmusoli@ver és mtsai 1991,
Peeters és mtsai 1998, Zhou és mtsai 2002, Nowakses 2003, Tachibana
és mtsai 2003] A taplalkozasi magatartdsokban viszont a hypathakon
kivil a telencephalon és az agytorzs is részt {6sff és mtsai 2002] és a
taplalkozas napi ritmusa nappali, illetve éjszaatet éb allatoknal napszaki
eltérést is mutat. Az idegrendszer ddgsét karosan befolyasolo ténglez
kozott az alultaplaltsag az egyik kiemelked fontos kdrosodast okozo faktor.
Felvetdik a kérdés, hogy a taplalékfelvétel zavara milkaiolyasolja a fenti

agyteriletekben a PACAP-tartalmu struktdrakat.

4. az in ovo PACAP kezelés hatasat a motoros és $izodgelkedésre.
Emiés allatokban a PACAP-nak — szamos egyéb hatasatimelizerepe van a
viselkedési mintazatok kialakulasaban. Felmerikeedés, vajon madarakban
szintén van-e ilyen szerep, €s ha igen, hogyarriiet ez a szabdalyozas.
Csirkeembriok egyedféjtiése jeleritsen eltér az erdsok fejbdésedl (anyai

hatastdl fuggetlen), jol ismertek a fejlettségidaténok, leheiség van kikelés
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utani motoros és szocialis viselkedés nyomon k&éee a valtozasok

flggvényében.

5. a PACAP szerepét a szaglasi memoria kialakulasaban.

Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a PACAP-nak sper van az idegrendszer
fejlodésében, de ezek az adatok ésdkre vonatkoznafWaschek és mtsai
2002, Somogyvari és mtsai 20048zintén szamos tanulmany foglalkozott a
tanuldsban és a memdridban betdlttt szerepévaderia hippocampusban
nagy szamban talalhatok PACAP-tartalmu sejipkAgata és mtsai 1996,
Arimura 1998, Ciranna és mtsai 2003A prenatalis kemoszenzoros és
olfactorikus tanulast szamos allatfajban leirfglandel és mtsai 1995, Feany
és mtsai 1995, DeZazzo és mtsai 1999, Hashimototes 2002, Keene és
mtsai 2004] Az embriondlis szaglasi memoria kialakulasarol as ezt
szabalyozo tényékrol nincsenek ismereteink, annak ellenére, hogy a AAC
szamos fontos feladattal bir az idegrendszeédégéeben. Csirkékben vannak
adatok kemoszenzoros és akusztikus tanuldscaliter és Stoumbos 1992,
Sneddon és mtsa 199&isérleti munkdnk ezen részének célja azt vizégaln
hogy a PACAP jatszik-e valamilyen szerepet a ssaglénemoria
kialakulasasban csirkében, in ovo PACAP-antagorketzlést (PACAP6-38)

kovebven.
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3. Mdbdszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez Hubbard Flex huashibrid tojasok#ietve ugyanilyen tipusu
allatokat (Gallus domesticus) hasznaltyBidly Rt. Mohacsi Hushibrid Kelté}. A
keltetés minden esetben adigdsoknak megfeléen toértént: 37,5 °C-on, 65-85 %-0s
paratartalom mellett, a kisérl@tfiggé kérnyezeti fényviszonyok mellett (pl. 14 o6ra
vildgos, 10 ora sotét, vagy teljes sttétben). Kikeltan szob@&meérsékleten tartottuk
az allatokat, a fényviszonyok ismét a kisérlet figgyében valtoztak. Taplalék és viz
felvételead libitum volt lehetséges (kivéve az éhezéses vizsgalatpkaal allatok
elhelyezése, gondozédsa és felhasznalasa a Pécsmdingegyetem ellémnzott
protokollja szerint(BA02-2000-31/2001)az intézeti ajanlasok figyelembevételével
tortént.

3.2. Kisérleti moédszerek

3.2.1. Radioimmunoassay

Az eltavolitott szoveteket tomegmérés utan homagéink és centrifugaltuk
(12000 rpm, 4 °C -on, 30 percig). A szupernatansioasznaltuk a RIA mérésekhez.

A PACAP38 mérésekhez a ,88111-3" szamu antiszérumeznaltuk, melyet
nyulban allitottak €. Birka PACAP24-28 C-terminalis fragmentet j6doz{d25 I) és a
reakciokeveréket reverse HPLC oszlopon valasztatuBirka PACAP38-at hasznaltunk
standardként (0-1000 fmol/ml).

A VIP mérésekhez ,85/247-es, nyulbarbd&litott, glutaraldehiddel fixalt sertés
VIP és madar thyreoglobulin konjugélt antiszérurmasznaltunk. A sertés VIP-et, mint
RIA-standardet hasznaltuk O és 100 fmol/ml kéZdticentracioban.

A PACAP38 meérésenel a RIA assay-hez alkalmazomtl IPBS tartalmazott
(0,05 moal/l, pH: 7,4) 0,1 mol/l NaCl-ot, 0,05% NaNés 0,25% BSA-t (bovine serum
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albumine). A pufferbe 100 pl antiszérumot (munkéhig 1:100000), 100 pl RIA tracer-t
(5000 cpm/c8) és 100 ul standardot vagy ismeretlen mintat mérti

A VIP esetén a RIA assay-hez alkalmazott 1 ml P82 mol/l, pH: 6,5) oldat
tartalmazott 0,05 % Na-azidot, 0,1 % EDTA-t, 0,05p#lybrene-t és 0,25% BSA-t. A
pufferbe 100 pl antiszérumot (munkahigitds: 1:2000A00 pl RIA tracer-t (5000
cpm/c®) és 100 pl standardot vagy ismeretlen mintat mértu

48-72 Ora inkubaciot kovéen (4 °C), az antitesthez kotott peptidet
elvalasztottuk 100 pl szeparacios oldat segitséd@0ey szén, 1 g dextran, 0,5 g sovany
tejpor 100 ml desztillalt vizben). Centrifugalagmut(3000 rpm, 15 min, 4 °C) gamma
counterben meértuk a radioaktivitast. A mintak PAGBPés VIP tartalmat kalibracios
gorbébl olvastuk le, és fmol/mg nedves sulyra adtuk meg.

A peptid koncentraciokat ANOVA teszttel analiz&ltuahol a szignifikancia

mértékep < 0,05

3.2.2. A napi ritmus vizsgalata

A kisérlethez az é&llatokat (n=128) négy csopodsatottuk: LD (light/dark)
csoportot 14 éran at vilhgosban és 10 oran atksiétartottuk (reggel 6 oratdl vilagos,
este 8 oOratol sotét volt). ML (dark/light) csoportot forditott fényviszonyok kiiz
tartottuk: 10 6ra vilagos, 14 Ora sotét (reggebdlesttet, délutan 4-tdl vilagos volt). Az
(light/light) csoport allatai folyamatos megvilaggban, mig @D (dark/dark) csoport
allatai folyamatos sotétben voltak. Harom orankérihden csoportbél négy allatot
dekapitaltunk, és eltavolitottuk az agyat és anédtat. Szétvalasztottuk a diencephalont,
agytorzset (pons és medulla oblongata), tectumotpus pinealét, a hypohysist, a
telencephalon ellsrészét, a cerebellumot és a retinat. RIA modstén COSINOR

analizissel allapitottuk meg a ritmikus folyamatghéeét vagy hianyat.

3.2.3. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai metszetek készitéséhez dsitkéavolitottuk el a
szoveteket. Az allatokat mély altatasban (Pentotadrbv.) az arteria carotis interna

ereken keresztil perfundaltukéstzér 100 ml 4 °C-os foszfatpuffer sooldattal (PBH,
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7,4), amihez heparint (15000 1U/l) adtunk. Ezt kéea 4 %-os paraformaldehiddel
(foszfatpufferben [pH 7,4]) tortént a fixalas. Adias utan eltavolitottuk a szerveket és
egy €éjszakan keresztil 4 %-os paraformaldehidbedibto fixaltuk. A szdveteldd 15-50
um-es metszeteket (frontalis, saggitalis) késriétikriosztattal és/vagy vibratbmmal. A
PACAP38-immunreaktiv képleteket a standard ABC médel azonositottuk
[Biomarker][KOves és mtsai 1990Kontroll vizsgélatokat végeztiink olyan metszetdkk
amelyeknél kulonbdz higitasa antitesteket hasznaltunk (szérumspedsici proba),
illetve a primer antitestet kihagyva végeztik el iammunfestést (modszerspecifcitasi
préba).

3.2.4. Mitéti eljarads — pinealectomia

A miitéthez harom és hét hetes kor kozotti csirkékezr@mink. A megfelél
altatas utan egy rovid metszeést vegeztink a &gjteranio-caudalis iranyban, majd a
koponyan is. A csontdarab levétele utan lathatéMé a dura mater és a sinus sagittalis
superior. A duran kis nyilast vagtunk és felhaglatta helyezkedett el a corpus pineale. A
corpus pinealet megfogtuk és 6vatosan kiemeltik liggy a nyele is épségben maradjon.
Ezutan kis darab vérzéscsillapitdé szivacsot (Spstagd helyeztiink az eltavolitott corpus
pineale tertletére amig a vérzés meg neintsmajd a brt folyamatos 6ltésekkel zartuk.
A sebbe kis mennyiségantibiotikumot helyeztiink. A sebészeti beavatkanéstalitasa
kevesebb, mint 10 % volt. Hasonlo eljarast alkabunalz az ,alniitott” allatoknal is, azzal
a kivétellel, hogy a corpus pinealet nem tavoliottl. A pinealectomia utan az allatok a
sajat ketrecukbe kertltek egy hétig ugyanolyan lkiéiayek koze, mint az operacidtl
A mitét utani mortalitds alacsony volt, csak harom gieetomizalt allat pusztult el. Egy
héttel az operacié utan az allatokat dekapitakizkagyat eltavolitottuk, majd a kdvetkez
agyrészeket vizsgaltuk tovabb: agytdrzs (pons édulizeoblongata), diencephalon és a
telencephalon frontalis része, majd RIA modszdrathroztuk meg a PACAP38 szinteket.

3.2.5. Az éhezés vizsgalata

A kisérlethez hasznalt csirkék (broiler) takarméiegvonasa este nyolc orakor

kezdbdott (viz ad libitum elérhét volt), az allatok agyat 12, 36 és 48 oOra mulva
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tavolitottuk el (n=6 allat minden csoportban). Ankwoll allatok agyat is ugyanebben az
idépontban tavolitottuk el (n=6). A hypothalamust, té#gyset, telencephalont
elkulonitettik, megmértik, majd PACAP38- és VIP-RdAalizis tortént. A statisztikai
elemzéseket ANOVA teszttel végeztik.

Miutdn erre vonatkozé el8 adatok sem allnak rendelkezésre, ezért
0sszehasonlitasképpen ugyanezt a kisérleteitfeéiim Wistar patkanyokon (250-300 Q)

is elvégeztik.

3.2.6. In ovo kezelések

A fertilizalt tojasokat sajat keltégépinkben (Brinsea Products, Standfordt,
England) inkubdltuk 37,5 °C-on és 60 %-o0s relatarafartalom mellett. A tojasok
forgatasat a gép automatikusan végezte orankéwsirkeembriok kezelését az @lés
masodik embriondlis életszakaszban (nyolcadik [ES8] tizenhatodik [E16] napon)
végeztuk. A fertilizalt tojasokra jellerizevedbuborékot atvilagitdssal kerestik meg. Ezt
a tojashéjtertuletet 96 %-os alkohollal &enitettiik. Steril dvel kis ablakot vagtunk a
tojashéjon. A bejuttatandé anyagot Hamilton fecdkeal injektaltuk a chorioallantois
membranon kereszt{Bronson et mstai, 1994JA csirkeembriékba 20 pg PACAP6-38-at
adtunk 25 pl fiziologias sooldatban feloldva (E8=m6, E16: n = 10). A PACAP6-38
mennyiségét korabbi kisérletek alapjan szamitokuKArimura et mtsai, 1994] A
kontroll tojasokba ugyanezzel az eljarassal ugymekvolumeii séoldatot injektaltunk
(E8: n = 22, E16: n = 10). Az injekcié utan a kivégojashéjdarabot visszahelyeztik és

leragasztottuk.

3.2.7. A szaglasi memoria vizsgalata

Csirkeembridokba 20 pl PACAP6-38-at injektaltunk<ri5). A kontroll allatok
(n = 15) fizioldgias sooldat kezelést kaptak. Aetiptodiktl a huszadik embrionalis napig
a tojashéjakat 300 ul eperkivonattal bekentik @toh Strawberry Extract, McCormick
& Co., Hunt Valley, USA), mind a PACAP6-38 kezettind a sOkezelt tojasoknal (kisebb
gézdarabra csepegtettiink eperkivonatot illetvedsdot, majd a gézdarabot raragasztottuk

a tojashéjra). A kezeletlen kontroll csirkék nenptiek eperkezelést, ezeket elkilonitve is
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keltettiik (n = 20). A kikelés utdn minden allatleetre két Uvegpalackot tettlink, az egyik
eperaromaval kevert vizet tartalmazott. Az illataéval kevert és nem kevert viz

fogyasztasat naponta mértik a kikelést kévettodik napig (1. és 2. kép).
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1. kép. A két féle viz fogyasztdsanak

mérése.

3.2.8. Viselkedésvizsgalatok

Open field teszt

Az altalanos exploratorikus (,feldetf) és a lokomotoros aktivitast az open field
berendezésben vizsgaltjidocking és mtsai 2001, Schrott és mtsai 1998, lesdés
mtsai 1996] Ez egy 45x45 cm-es négyzet alaki doboz (teljdallobsszisaga 50 cm),
melyet 64 kis négyzetre osztottunk fel. A tesztdtkapos (P2) és két hetes (P14) korban
végeztik el. Az allatot a doboz kozepére helyeziinden teszt 6t pericg tartott é€s
videora rogzitettik, majd a kovetkeziselkedési paramétereket vizsgaltuk: (1) a® els
lépésig eltelt id, (2) az el csipogasig eltelt ig] (3) a lépések szama, (4) adott Hiden
tartézkodas ideje, (5) megiramodasok (futdsok) szg®) menekilési kisérletek szama,
(7) csipegetések szama, (8) tollcsipkedések széaszarnycsapkodasok szama, a fej
(10) ebre-hatra és (11) oldalra forditasanak szama, (2@klstiritések szama, (13) fal
melletti futds-tartozkodas ideje (mely a félelmedenti), (14) atlosan futasok szama és az
(15) ugrdsok szama. A teszt parametrikus adataideBt’'s t-teszttel, mig a nem
parametrikus adatokat Man-Whitney teszttel értékeki. A szignifikanciaP < 0,05
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Altalanos magatartas (general behavior) teszt

Az éallatokat sajat ketrecikben, sajat kornyezetakizsgaltuk (3. kép). A teszt
alatt 15 szamolas tortént, egy szamolas egy péadigtt és minden szamolas kdzott egy
perc szunetet tartotturfdocking és mtsai 2001]Egy ketrecben nyolc allatot tartottunk.
A tesztet 21 napos korig naponta elvégeztik, egyazdélebtti ordkban (8 és 9 6ra
kozott), és egyszer a délutaniészakban (14 és 15 oOra kozott). A kovetkez
paramétereket vizsgaltuk: (1) evés, (2) ivas, (Bsa(4) ulés, (5) mozgas (sétalas és
futas), (6) tollaszkodas, (7) csipegetés, (8) aggpiwen masik allat csipése, (9) sajat maga
csipése. A mérési eredmeényeket szazalékban fejéztikz eredményeket Student’s t-
teszttel értékeltik ki. A szignifikancia értéRe< 0,05

3. kép. Az allatok elhelyezése a teszioil

Szocializaciés teszt — runway test

A runway teszttel az allatok szocialis viselkedds@et vizsgalniHocking és
mtsai 2001] A futdfolyoso két méter hosszu, egy végén egyoddblalhato (,start box”),
a masik végén pedig két, azonos ketéédzarmazo allat egy ketrecben (,goal box”). A
teszt akklimatizacioval keddott, a start boxban az allat két percet toltotkarben végig
lathatta a masik két allatot. Két perc eltelte wastart box ajtajat kinyitottuk és mértik az

id6t, amig az allat a futéfolyoséra lép (4. kép). Aabbox ebtti 20 cm-es szakaszba vald
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belépést mar pozitivnak értékeltiik. Majd mértikidit, amit az allat a goal box dti
teriileten toltott (5. kép). A teszt tiz percig tdiit melyet az allatok négy (P4) és tizennégy
(P14) napos koraban végeztink. Az eredmények dasaslitasat Student’s t-teszttel

végeztik. A szignifikancia értéke< 0,05

5. kép. A runway-teszt futéfolyosoja és a “goal-bdx
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4. Eredmények

4.1. PACAP és a VIP megoszlasa csirkeagyban endbisaes feldtt korban

A RIA mérések eredményeképpen kapott adatok atatjall, hogy a PACAP és
a VIP nagy koncentraci6ban jelen van az embrionfdjgidés masodik felében. A
PACAP38 szintje minden vizsgalt agyterileten sZigansan magasabb volt, mint a VIP
(1. &bra). A legmagasabb PACAP koncentraciot azéaggben mértik, majd csokken
sorrendben a hypothalamusban, kisagyban, mig actgéalonban volt a legalacsonyabb
a koncentracio. Ezek a koncentraciok csokkeandenciat mutattak az embriondlis kor
masodik felében valamennyi vizsgélt agyteruleterzigr8fikans kulonbséget az
agytorzsben és a hypothalamusban taléltunk a 1&528snap kdzott.

A PACAP koncentraciojanak valtozasa az embrioniéihan, majd a kikelés
utani és a kébbi felnsttkorban a kdvetkéz megoszlast mutatta: az embriondlis ko6 els
felében érte el a peptid a maximuméat (E8 és E9 kwmapp és ezek a csucsok
szignifikansan kulonboztek az 6sszes tobbi eftélEzutan a PACAP-értékek a csucs
eldtti szintre csokkentek. Az embrionalis kor masoidilében a szintek nem kilonbodztek
a embrionalis kor etsfelében tapasztalt szintéki(2. abra). A kikelés étt és a kikelés
napjan tovabbi csokkenést lattunk. A kikelés utna késbbi felnsttkorban szignifikans
valtozadsokat nem tapasztaltunk (1. abra).

A VIP-szintek is csokkenést mutattak a ddgs soran, ez az agytdrzsben
bizonyult szignifikansnak. Osszehasonlitva a PACPBAI, a VIP-szintek szignifikinsan
mindig alacsonyabb értéket mutattak az 6sszesalizagyterileten (3. abra).

PACAP megoszlasa az egész agyban

fmol/mg weight

il e fedas D0RERG

S & < @@@'\90\’({/\:‘”& Q/\f’(o\//\ Q/\jb({j/oé‘v\’ L P F
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1. 4bra. A PACAP megoszlasa az agyban.
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2. abra. A PACAP koncentraciok a hypothalamusban (HH), agytérzsben (BS), a kisagyban (CER) és
a telencephalonban (TEL).
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3. dbra. A VIP koncentraciok a hypothalamusban (HTH, agytérzsben (BS), a kisagyban (CER) és a
telencephalonban (TEL).

4.2. A PACAP napi ritmusa

A szakirodalomban nem talaltunk olyan adatokatelsek bizonyitjdk, hogy a
PACAP-nak van-e napi ritmusa madarakban. A madagk ritmikus folyamatainak
szabalyozasa oszcillatorok altal torténik, melyeketinaban, corpus pinealeban és a
nucleus suprachiasmaticusban talalhatok. Kozull&gyik legfontosabb és — ékorban
elhelyezkedése miatt — viszonylag kénnyen vizsgélha corpus pineale. PACAP

immunfestéssel kimutattuk a PACAP-tartalamu rogedénlétét a corpus pinealeban (4.,

5. és 6. abra).

27



4, abra. PACAP immunhiszokémia csirke corpus pineaban (hét hetes allat). PACAP-immunreaktiv
idegrostok lathatok az erek koril (nyilak). PACAP frtalmu rostok a jel6letlen pinealocitak kordil

(nyilhegyek).

6. abra. PACAP-immunpozitiv rostok a pinealocitak lorl.
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Az immunhisztokémia utan RIA modszerrel valamenngsgalt agyterileten a
PACAP szintje magas koncentraciét mutatott. Legreaph a diencephalonban és az
agytorzsben volt (7-19 ng/mg fehérje). A telencégphizan, tectumban és a cerebellumban
a PACAP szintje 2,5-7 ng/mg fehérje kdzétt voltgakcsonyabb szint a retinaban és a
hypohysisben volt mérh&t Azonban a PACAP ritmikus valtozasat csak az aggtien,

diencephalonban, telencephalonban és a retinal#dtuka4. tablazat).

4. tablazat. A PACAP cirkadian ritmusanak COSINOR analizise.

Agyrész Csoport MESOR ng Amplitude ng | Acrophase degred F p
LD 8,11 3,02 -5,22 7,28 0,022
DL 8,52 4,27 -283,84 3,98 0,039
Agytorzs
LL 10,92 2,66 -339,97 1,45 0,25
DD 8,58 2,41 -21,48 2,73 0,087
LD 9,8 2,13 -32,9 3,25 0,049
DL 8,47 3,57 -274,07 6,04 0,011
Hypothalamus
LL 9,95 2,41 -34,11 4,53 0,021
DD 8,63 2,12 -24,32 3,5 0,047
LD 4,68 1,3 -95,02 3,83 0,031
DL 8,28 3,27 -276,24 10,89 0,571
Telencephalon
LL 10,11 2,22 -29 2,4 0,004
DD 8,56 2,18 -16,96 4,38 <0,00}
LD 0,7 0,3 -14,14 13,21 <0,001
) DL 0,79 0,23 -16,46 3,57 0,049
Retina
LL 0,62 0,19 -35,67 8,08 0,002
DD 0,55 0,31 -77,24 15,5( 0,007
Agytorzs:

A PACAP38 napi ritmusa azD, LL ésDD csoportban egyarant észlelhenlt
(7. abra). A szubjektiv vildgos orak alatt nem v&tignifikdns kilonbség a csoportok
kozott, az értekek 4-10 ng/mg fehérje kozott ingaalka A szubjektiv sotét orak alatt a
PACAP szintje 12-19 ng/mg fehérje szintre emelkied&t PACAP atlagos szintje a
szubjektiv sotét orak alatt szignifikansan magasatbtbebben a harom csoportban, mint a
szubjektiv vildgos 6rak alatt mértietzint. AzLD (14 6ra vilagos/10 6ra s6tét) csoportban
egy magas csucs volt észlethetjfélkor, mely kilonbozétt az 6sszes tobbbgdntban
mérheb értekdl. Az LL (allando vilagos) csoportban a csucsérték 21 drasdd mérhed,
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szintén szignifikansan kilonbo6zo6tt a tobbi érbék DD (allandd sotét) csoportban is 21
orakor volt a csucs, és ez is kulonbozoétt az alaedab eértékekd (15, 18 és 3 orakor). A
legalacsonyabb koncentracio 15 és 18 orakor valtezZek az értékek szignifikdnsan
kilonboztek az 6sszesseb nappali értéldl. A DL (10 oOra s6tét/14 ora vilagos, forditva,
mint az LD-ben) csoportban két csucs volt mééthed és 21 dra kozott, szignifikhnsan
eltértek az 0sszes korabbi ésd@ds idspontban mérhétertékeksl. A Cosinor analizis

szerint ad.D ésDL csoport mutatott cirkadian ritmus, migldz ésDD csoport nem.

N
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|
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ng PACAP/ mg fehérje
a1

o

id6 (6ra)

7. dbra. A PACAP szintek és a napi ritmusok az aggtzsben.

Diencephalon:
A PACAP38 napi eloszlasa a diencephalonban hasatiomint az agytdrzsben

(8. abra). AzLD, LL és DD csoportban a PACAP 6-10 ng/mg fehérje kdzétt eolt
szubjektiv vildgos orak alatt. A szubjektiv sétédkoalatt ebben a harom csoportban a
szint emelkedett (11-14 ng/mg fehérje), legmagasabborakor volt azLL és DD
csoportban, és 24 orakor BD csoportban. A szubjektiv sotét orak alatt mértéttagos
PACAP-értékek nem kilonboztek szignifikansan egydiadde kilénbéztek a szubjektiv
vildgos oOrék alatt merhétértekeksdl, tekintet nélkil a fényviszonyokra. BL csoport
értékei is hasonlok, mint az agytorzs esetén: lggisabb érték a sotét periddus végén, és
a vildgos kezdetén (15-21 6ra kozott) volt. A Cosimnalizis mindegyik csoportban

szignifikdns napi ritmust mutatott ki.
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8. abra. A PACAP szintek és a napi ritmusok a dierephalonban.

Telencephalon:

Az LD, LL ésDD csoport adatai hasonlé napi valtozast mutatnalélfga). A
szubjektiv vilagos Orak alatt csokkenmintazatot mutatnak 12-21 o6ra kozott,
legalacsonyabb érték 21 6rakor, 12-15 ora kozott&serakor volt mérhétezekben a
csoportokban. Az alacsony €s magas értekek szigngan kiulonboztek egymastdl.DA
csoportban két csucs lathatd: 18 és 3 orakor (kéliill a vilagos szakasz kezdetén és

végén). ADL csoport kivételével a tébbiben ritmikus folyaméatdaltunk.

16 - re- LD
------ DL

14 -
T LL

12 -

ng PACAP/ mg fehérje

id 6 (6ra)

9. abra. A PACAP szintek és a napi ritmusok a telerephalonban.
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Retina:

A négy csoport hasonlo véltozasokat mutatott fl9a): 6 6ra utan az ertékek
csokkeni kezdtek, a legalacsonyabb érték 12-15koeétt volt mérhdt. A szubjektiv
sotét periddus kezdetére az értékek az eredetitreszimmelkedtek, fliggetlentl a
megvilagitasi feltételekt. A kiulonbség a legalacsonyabb és legmagasabk kd#ott
szignifikAns volt mindegyik csoportban. AD csoportban magas értékek mutathatdk ki
3, 6, 21 és 24 o6rakor, alacsony értékek 9,12 é8rdkor. Hasonlé mintazat lathaté a LL
csoportban, de akL értékek mindig alacsonyabbak voltak, mintld2z értékek. ADL
csoportban magas értékek médheb és 24 dérakor. ADD csoportban a legmagasabb
értékek 3 és 6 orakor lathatok. AD ésLL csoport atlagos (szubjektiv sotét és vilagos)
értékei kozott szignifikdns kilénbség van. A cosiramalizis mindegyik csoportban

kimutatta a napi ritmust.

ng PACAP/ mg fehérje

id6 (6ra)

10. dbra. A PACAP szintek és a napi ritmusok a retiaban.

Tectum, cerebellum, hypohysis, corpus pineale:

Ezekben az agyteriletekben nem talaltunk napiikiten valtozasokat egyik
statisztikai teszttel sem. A tectumban és a kisagyPACAP koncentracidja 4-5,5 és 2-
3,3 ng/mg fehérje kdzott valtozott. A DL csoportbabar nem szignifikAns — emelkedés
tapasztalhatd a szubjektiv vilagos 6rak alatt &uteban és a szubjetiv sotét orak alatt a

kisagyban. A corpus pinealeban szignifikdns emeikedolt lathatd, de csak a DL
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csoportban a sotét orak alatt. A hypohysis esetéilbaés DD csoportban enyhe — nem

szignifikans — emelkedés mérbet szubjektiv sétét érak alatt.

4.3. A PACAP-szintek valtozasanak vizsgalatakbksavatkozasok

hatasara: pinealectomia és éhezés

Pinealectomia:

El6z6 vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a PACAP szirgiggnifikans napszaki
eltérést mutat a csirke kdzponti idegrendszerébemrétinaban is. Ezen napi valtozasokat
szabdlyoz6 mechanizmusok viszont nem teljesen tskedelen vizsgalatainkban azt
tanulmanyoztuk, hogy a pinealectomia milyen hatassa a PACAP és a cCAMP nappali-
€jszakai szintjére 14 o6ra vilagos és 10 oOra sobétilknények kozott tartott madarak
kilonb6z agyteriletein. Biz6 tanulmanyunkban magas PACAP szintet €s napi sttéré
tapasztaltunk az agytérzsben és a diencephaloftzaken a terlleteken a PACAP-szint
15 és 18 ora kozott alacsony volt, de 21 és hafhéha koz6tt magasnak bizonyult. Jelen
kisérletiinkben egy lehetséges 0Osszeflggést tadaluntobozmirigy és a PACAP
kilonb6z agyterileteken mért koncentracidja kozott. A PACAHEnNtjét kilonboé
agyterlleteken vizsgaltuk fiatal és prepubertdsat@ban. A PACAP szintje
szignifikdnsan magasabb az agytorzsben és a dieslombpan pinealectomizalt
allatokban. Az agytorzsben 31 és 130 %-os emelked&dtunk 15 és 24 orakor. A
diencephalonban a PACASZintek 89 és 27%-kal emelkedtek 15 és 24 oOrakoek Bz
emelkedések minden csoportban statisztikailag s#gnsak voltak.

A PACAP szintje egyforman ndvekedett az agytorzsben, égercephalonban
(11. 4bra). Az agytorzsben 68 és 41 %-os volt aelleedés 15 és 24 oOrakor, és ez
szignifikdnsnak bizonyult. A diencephalonban a a#ds tendenciaja hasonlé volt: a
PACAP szintjenek emelkedése pinealectomia utdn 21 és -28 Yolt 15 és 24 orakor.
Osszehasonlitva az alnitt allatokkal a 15. és 24. 6ras adatokat aztttddahogy a
nappali értékek szignifikhnsan magasabbak voltak d&gzakai értékeknél a
pinealectomizalt és az aiitdtt allatoknal egyarant, mindkét agyterileten. A
telencephalonban a PACARintje szignifikAnsan magasabb 15 6rakor, de radafitunk
szignifikans kilbénséget a pinealectomizalt és axitt allatok kdozott egyik idpontban

sem.
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A cAMP koncentracidja is magasabb volt 21 %-kal (15 &a)68 %-kal (24 6ra)
az agytorzsben, valamint 17 %-kal (15 Ora) és 4ka¥%{24 ora) a diencephalonban (12.
abra). Osszehasonlitva az adatokat azitdlttekkel: 15 és 24 6rakor: nem volt
szignifikans kulonbség a PACA$Zintje és a cAMBzintje koz6tt sem az agytdrzsben,

sem a diencephalonban, egyikpdntban sem.
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11. abra. A pinealectomia hatdsa a PACAP koncentraikra.
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12. 4bra. A pinealectomia hatasa a cAMP koncentragkra.
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Ehezés:
A PACAP szignifikans emelkedése lathaté az eéheszsldte utan 36 oOraval a

hypothalamusban, agytdrzsben és a telencephaloAldg&gbbi idspontokban az értékek
visszatértek a kontroll csoport értékeihez. A dafiokon a kisérletben résztvev
patkanyok adatai is lathatok (13. 4bra).

A VIP szintek csirkékben a kovetkiezaltozast mutattak: az értékek egyenletesen
csokkentek mindharom vizsgalt agyterlleten, de niffigins kilonbség a 36 oOras
idépontban lathat6. 84 éra mulva a koncentraciokelentephalon kivételével — a normal
ertékhez kozelitettek (14. abra.).

Az abréan lathatok az 6sszehasonlitas céljat sttofgikanyok adatai is. A PACAP
szignifikhnsan emelkedett az éhezés utdn, mar adi@ban a hypothalamusban,
agytorzsben és a telencephalonban. Ezutan az Krtiékszatértek a normal kontroll
allatok értékeihez (13. abra). A VIP esetén a kotréeiok folyamatosan emelkedtek a
hypothalamusban és a telencephalonban, majd akzekrtgsdokkentek. Az agytorzsben

azonban az éhezés utani 84. ordban meértiink magasrkoaciot (14. abra).

120 - O normal
B 12 hrs
100 - * * 336 hrs

B84 hrs

[0}
o

PACAP (fmol/mg)
(o))
o

40
20
0
Hth Bs Tel Hth Bs Tel
patkany csirke

13. &bra. PACAP koncentraciok a hypothalamusban (Ht), agytérzsben (Bs), telencephalonban (Tel)
patkanynal és csirkénél az éhezés kezdete utani kiaboz idépontokban. AtlagtSEM. * P<0,05.
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14. abra. VIP koncentraciok a hypothalamusban (Hth)agytérzsben (Bs), telencephalonban (Tel)
patkanynal és csirkénél az éhezés kezdete utani kinboz idépontokban. Atlag+tSEM. * P<0,05.

4.4. In ovo kezelés hatasa a motoros és szocialis edétke

A 16. napon kezelt kontroll csoportban valamenrgyike kikelt, mig a 8. napon
kezeltek esetében két csirke elpusztult. Az antistpmatassal rendelké PACAP6-38-
cal kezelt tojasok mindegyike sikeresen kikelt (6k6csoport), azonban a 8. napon
kezeltek esetében 15 elpusztult a kikelésig, dkesa kikelés alatt, tovabbi négy allat a
kikelés utani néhany napon belll pusztult el. Aags testtomegik a hetedik napon (P7)
77,3+ 3,8 g volt a kontroll csoportban, mig a PACAP6e28-kezelt csoportban 758
3,8 g volt. A 14. napon (P14) a testtbmegek 13887 g, illetve 132,5 8,8 g volt,

szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.

Altalanos viselkedés:
Az éllatokat sajat ketrecikben teszteltik a 21.ighd@t alkalommal naponta:

reggel és délutan. Egy tesztelés 15 percig tarfattaltalanos viselkedésre vontakozo

tulajdonsagok atlagos értéket a 5. tablazat mutatja
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5. tablazat. Altalanos aktivitas a kikelés utan 21 napig tartémegfigyelés alatt. Az adatokat az adott

aktivitasi jelet mutatd allatok %-aban adtuk meg (SEM), reggel, délutan és Osszesitve.*P<0,05 vs

kontroll csoport (de = délebtt, du = délutan).

allatok %-a+ SEM allatok %-a+r SEM
PACAP PACAP
kontroll 6-38 kontroll 6-38
) De. 875+7,0| 88,627 Tollasz- De. 6,4+1,3 9,1+ 0,9
Allas Du. 91,2+3,4| 86,6£2,0 kod3 Du. 74+0,9 10,2+ 1,7
= odas -
Ossz.| 89,6+35| 87516 Ossz. 6,9+ 0,7 9,7+1,0¢
De. 32,4+85| 26,55,1 De. 12,4+1,4 | 20,2425
Evés Du 25,1+ 6,4 | 30,4+ 4,2 | Csipkedés Du 12,7+16 | 14/41,1
Ossz.| 28,3+5,0| 28,7+3,2 Ossz. | 12,6+1,1| 16,91 4"
De. 40+1,2 48+1,9 Tollcsio- De. 57+1,2 6,7+ 1,1
Ivas Du. 3,1+05 5,4+ 0,6° < P Du. 51+11 48+1,3
= kedés -
Ossz.| 3,5+0,5 5,2+ 0,9 Ossz. 53+0,8 5,7+0,8
De. 97+16 | 16,21,6 Osszes De. 18,1+1,8| 26,9+2,8
Futas Du. 142+21| 151+1,7 . . | Du. 178+1,1| 19,3+2,2
- csipkedés —
Ossz.| 122+15| 1551,2 Ossz. | 17,9+0,9 | 22,9+1,%

Az E8 napos korban kezelt allatok altalanos magigarazt mutatta, hogy az

antagonistaval kezelt csoport a megszokott korrthere aktivabb volt, az allatok

szignifikansan tobbet futottak, tollaszkodtak, &sqitek. Az embrionalis kor méasodik

felében kezelt allatoknal semmilyen kilénbséget figgeltink meg.
Az E8 korban PACAPG6-38-cal kezelt allatok a két smkorban végzett open-field

tesztben is aktivabbak voltak, majd ez a kilonlmségszint két hetes korra (6. tablazat).

6. tablazat. Open-field teszt aktivitas ket napos és két hetes okban a kikelés utan.
Atlag+SEM.*P<0,05 vs kontroll csoport (mp = masodpee).

Mésodik nap Masodik hét
kontroll PACAP6-38 kontroll PACAP6-38
Lépések szama 121,1+22,6| 189,1+ 25,8 | 127,1+ 13,7| 120,7+ 13,5
Erintett z6nak szama 435+85 | 63,479* | 588+6,9 60,7+ 5,8
Inaktivitasi ids (mp) 203,6+ 17,7 | 167,9+ 15,7 | 162,5+ 15,2| 163,4+ 12,7
Fal mellett toltott id (mp) | 181,6+ 16,9| 162,3+21,2 | 193,8 12,5| 147,1+ 11,6
Elss 1épés (mp) 23,1+ 11,7 20,% 9,7 6,5+ 2,4 50+1,9
Elss vokalizacié (mp) 7,3+1,5 13,6+ 5,2 4,4+ 1,1 6,6+1,5
Futasok szama 53+21 8,1+ 1,8 1,2+ 0,4 1,8+1,0
Ugrasok szama 1,6+0,9 8,0+3,1* 10,3+ 1,7 10,3t 2,1
Fejmozgatasok szama 12,1+1,4 9,7+ 2,0 17,9t 2,3 20,5+ 3,0
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A szocialis magatartés vizsgalatanal Iényegesegaidigvaltozast tapasztaltuk. A
startbox elhagyasi idejében nem volt kilénbségp BACAP6-38-cal kezelt allatok 50%-
a nem érte el a célzonat négy napos korban, szemkentroll csoportban mért 25%-kal.
Tizennégy napos korban mar a legtébb allat elétélzonat, bar ez még mindig kisebb
arany volt a PACAPG6-38-cal kezelt csirkéknél. Azidg ami alatt elérték az allatok a
célzonat, szignifikhnsan magasabb volt a PACAP gamigtaval kezelt csoportban.
Ezenfelll a célzonaban toltotiGidenyegesen kevesebb volt, mint a kontroll &llatdkAz

E16 napos korban kezelt allatoknal mar ilyen kikéget nem tapasztaltunk (15. abra).

> B kontroll
3507 O PACAP6-38
300
*
250 A
=
£ 200 - .
0
=
150 ~ .
100 -
il 5
0 - : ﬁ—‘| ‘
P4 P14 P4 P14 P4 P14
célzéna célzénaban
sar Aré toltott id 6
elérése

15. abra. Runway teszt négy és tizennégy napos kaib (P4, P14) az E8 kontroll és PACAP6-38-cal
kezelt csoportokban. Az abra a startbox elhagyasdejét, a celzona elérését és a célzonaban toltat6i
mutatja. Atlag+tSEM.*P<0,05 vs kontroll csoport.
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45. PACAP szerepe a szaglasi memoria kialakulasaban

A memoria kialakuldsanak mechanizmusa az egyédfsl soran régota vita
targya. Az embrionalis memoria |étezését mar szadtlatkisérleten alapuld tanulmany
megéallapitotta, pl. rovarokbafCaubet és mtsa 1992]békakban[Hepper 1992] és
emiosokben, beleértve az emberi magz@ttapper 1995, 1996]s. Patkanyokon végzett
kisérletek kimutattak, hogy az embriondlis életladialmazott szagexpoziciot kdven
neonatalis korban az adott stimulust preferaljakaliatok [Smotherman és Robinson
1985, Hepper 1996]

Csirkékben is vannak adatok kemoszenzoros és taustanulasrglickliter és
Stoumbos 1992]Kimutattak, hogy a csirkeembridkat kitéve bizongasgexpozicidnak,
az éallatok nem mutatnak averziv viselkedést ezexyade irant a kikelés utan. Egyik
tanulmany szerint az eperillattal kezelt csirkedtmbe eperillatd folyadékbdl tobbet ivott
kikelés utan, mint azok a csirkék, ahol nem volteiés az embrionalis féflés alatt
[Sneddon és mtsa 1998]

A normal kontroll allatok — melyeket nem kezeltiaskembrionalis fefidés alatt
— az epres vizh szignifikAnsan kevesebbet ittak (kb. 50 %-kal)ptna tiszta vizBl (16.
abra). Napokra lebontva az eredményeket azonbdéatp#t, hogy szignifikans kilonbség

van a kétféle viz fogyasztasa kozott (17. abra).

39



120 ~

100 ~

80 1

60 A

ml/allat/6 nap

40

20 1

viz eperillatt viz

16. abra. A normal allatok folyadékfogyasztasa.
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17. &bra. A viz és az eperillatl viz fogyasztasanazazaléka a vizsgalt hat napon keresztil a
kezeletlen, normal allatoknal.

A két kulonbos viz fogyasztasa kdzott nem volt szignifikans kibgég azoknal
az allatoknal, melyeket in ovo eperrel kezeltiirkgrsben a normal kontroll allatokkal
(18. 4bra). A kikelés utani egy-két napban az dptrivizbdl tobbet fogyasztottak mint a

normal viztél (19. &bra).
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18. 4bra. Az eperaromaval kezelt, kontroll allatokfolyadékfogyasztasa.
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19. abra. A viz és az eperillatl viz fogyasztasanakazaléka a vizsgalt hat napon keresztiil az in ovo
eperaromaval kezelt allatoknal.

A PACAPG6-38-cal kezelt csirkék szignifikhnsan keat#set ittak az epres vidh
mint a tiszta vizBl, hasonléan azokhoz a normal kontroll csirkékhmeelyek nem kaptak
eperkezelést az embriondlis &ejes alatt. Az eperillatd vigb tobb mint 50 %-kal
kevesebbet fogyasztottak, mint a tiszta izk20. abra). A vizsgalt hat nap alatt

szignifikans kilonbséget talaltunk a vizfogyaszkdgirtt (21. abra).
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20. 4bra. Az eperaromaval- és PACAP6-38-kezelt atlak folyadékfogyasztasa.
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21. abra. A viz és az eperillatl viz fogyasztasanakazaléka a vizsgalt hat napon keresztiil az in ovo
eperaromaval és PACAP6-38-cal kezelt allatoknal.

42



5. Megbeszélés

5.1. PACAP és a VIP megoszlasa csirkeagyban endbisads feldtt

korban

A madarakban éfordul6 PACAP egy aminosavban tér el az &nPACAP-t0l
[Arimura et mtsai 1198, Nowak et mtsai 2008] PACAP és receptorainaksébrdulasa
€s megoszlasa, valamint ezek genetikai hatterej@sataiteli folyamatok mechanizmusa
jol ismert [Nowak et mtsai 2003 és 2005, Zawliska et mtsai3R0Bzonban keveset
tudunk a PACAP éfordulasarol és feladatardl a csirkeagyban. Inoviee PACAP
kimutathaté harom-6t napos csirkeembriék neuroldagjeiben[Erhardt et mtsai 2001
mig négy-6t napos embriokban a bélédegelemeiben is megtalalhajalvi et mtsai
2000]. Ismert, hogy a PACAP elég koran expresszalodiiekdllatfajokban, igy fontos
szerepe lehet az idegrendszerdfdfisében, ezt szdmos in vitro €s in vivo tanulmany
bizonyitja [Washek és mtsai 2002, Somogyvari-Vigh és mtsa#]20@ kiulbénb6d
életkorban elvégzett vizsgalatok eredményei aztatjak, hogy az embriondlis és
posztembriondlis szakaszokban szignifikans kulogptsdato a PACAP-szintek kozott.

A PACAP-hoz szerkezetileg kozel allo VIP négy amsiavban kulonbozik az
emdsokedl. A VIP-tartalmd neuronok megoszlasa és génexpr@sscsirkében szintén
ismert [Kuenzel és mtsai 1997Hypophysis sejtekben a 15. embrionalis korban mar
megtalalhaté. Hasonléan a PACAP-hoz, a VIP embliondegoszlasardl sincsenek
irodalmi adatok madarakban.

A RIA mérések eredménye szerint az embrionéli$dés masodik szakaszaban
mind a PACAP, mind a VIP magas koncentracidoban tamhatdo. A PACAP-szintek
szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak, minVIR-szintek minden vizsgalt
agyterileten. Legmagasabb PACAP-szintet az agyéresmertiink, ezt kovette a
hypothalamus és a kisagy, legkisebb koncentraci@lencephalonban volt mériiet
Mindkeét peptidszint kébb cstkkefi koncentraciot mutatott. A VIP-értékek alacsonyabb
szintje arra enged kovetkeztetni, hogy a PACAP-mimmindnsabb hatasa van a
szabalyoz6 mechanizmusokban az embrionalis élatkésodik felében. Az, hogy a

PACAP-nak magas, mig a VIP-nek alacsonyabb kon&eidfa mutathatd ki ebben a
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fejlodési idbszakban valdszisiti, hogy mindkét peptidnek fontos életkor- és
régiospecifikus szerepe van.

5.2. A PACAP napi ritmusa

Eredményeink szerint a legmagasabb PACAP-szintdteacephalonban és az
agytorzsben talaltuk, majd ezeket kdvette az aggtn, tectumban és kisagyban meért
PACAP-koncentraciok. A legalacsonyabb értékek aopiysisben, corpus pinealeban és
a retindban voltak mérh#t. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a PACAP stimjaah
CAMP kialakuldsat a csirkeagy kulonkgoreriletein. A legéisebb ilyen stimuléciot a
hypothalamusban mutattak ki, kisebb mértékben pazliggykéreg teriiletén és az optikus
rendszer bizonyos részein (lobus opticus, retiflpwak és mtsai 2002] A
vizsgalatainkban kimutatott PACAP-megoszlas megeglyea PACAP-stimulalta cAMP
terlileti megoszlasaval. Adataink egyezést mutatigdn irodalmi adatokkal ifPeters és
mtsai 1998, 2000QJamelyek a PACAP és PAC1 mRNS magas expressmonjtattak ki a
telencephalonban, a hypothalamus, thalamus, agytdegjaiban, valamint a tectumban
és a kisagyban.

A PACAP-szintek napi valtozasa hasonlé a dienceptieln és az agytorzsben. Az
LD, DD és LL csoportoknéal a PACAP emelkedett a sp&¥iodus alatt. Az LD csoport
adatai nagyfoku egyezést muatnak patkany agytomzeiggt adatokkal, ahol a PACAP,
VIP és szamos mas hormon magas koncentraciobanhatdtki az éjszakai orak alatt. A
forditott megvilagitasban tartott csoport (DL) PARA&rtékei nem kovették a masik
harom csoportnal tapasztalt ritmust.

A PACAP napi valtozasai a telencephalonban az LD, & LL csoportnal
figyelhettk meg, ellentétben a patkanynal, ahol nincs vattazRACAP és PAC1 receptor
MRNS szintekben.

A PACAP és a cAMPszintje emelkedett pinealectomiat kasest, mely arra utal,
hogy a tobozmirigynek (ill. a melatoninnak) jeléstszabalyoz6 szerepe lehet a PACAP-
neuronrendszer napi itkbdésében. A PACARirkadian ritmusanak kialakitasaban a
corpus pineale (ill. a melatonin) modulal6 szergatsizik ugyan, de nem ez azdélkeges
szabdlyozoja. Erre utal az is, hogy a sotét pesldn joval magasabb értékeket talaltunk.

A PACAP szintje szignifikhnsan magasabb volt a vilagos guersban dekapitélt
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pinealectomizalt &llatokban a diencephalonban ésaggttrzsben, mint az Aalitott
kontroll &llatokban. A sotét periodusban az emedsedagyobb mértékek bizonyult,
elsssorban az agytorzsben. A PACAP szint napi valtozdgaagytbrzsben és a

diencephalonban kilénbséget mutatott fiatal 8setlb csirkékben.

5.3. A PACAP-szintek valtozasanak vizsqalataskigsvatkozasok

hatasara: pinealectomia és éhezés

Kisérleteinkben sikertlt kimutatnunk, hogy pinetdesia utan a PACAP- és
CAMP-szintek emelkedtek az agytorzsben és a didratepban. Az adatokbdl arra
kovetkeztetink, hogy a corpus pinealnak egyfajtdoghatasa lehet a PACAP Aaltal
szabdlyozott hatasokra. Az altalunk kapott adampeenek mas tanulmanyok adataival,
miszerint a corpus pineale és hormonja, a melatgaitolja a PACAP és vele rokon
fehérjék hatdsajlvanecek és mtsai 1998, Watanabe és mtsai 199&kNm/mtsai 2001]
Ugyanez a gatlo hatds elmondhaté a MiP-is, mely a legszorosabb szerkezeti
rokonsagban van a PACAP-pal. A melatonin gatol)dlR-szintézist és a VIP-indukalta
vasopressin szintézist[i[Movak és mtsai 2001, Vanecek és mtsai 1998, Wat¢aés mtsai
1998]. Hasonléan, a melatonin gatolla a PACAP-induk&tsMP szintézist csirke
hypothalamusban[Nowak és mtsai 1999] A cAMP foszforilacidjdhoz szikséges
transzkripcios faktorra (CREB-re) kifejtett PACARthAst is csokkenti a melator{ikopp
és mtsai 1999, Slanar és mtsai 2000, Von Gall é8iri®98 és 2000Ezen tanulmanyok
és eredmények szerint a hypothalamus lehet az émylitis “0sszekét kapocs” a PACAP

€s a melatonin kdzofyaudry és mtsai 2000]

Eredményeink igazoljdk, hogy a corpus pineale gétal PACAP és a cAMP
kialakulasat a diencephalonban és az agytdrzskemgétlas hidnya a PACAP- és cAMP-

szintek emelkedését okozta egy héttel a pinealeatatan.

A harom hetes koru kontroll allatokban meért PACABs cAMP-szintek
szignifikdnsan magasabb értéket mutattak éjszakat na nappali oradkban a
diencephalonban és az agyttrzsben. Pinealectoraia agak az agytdrzsben talaltunk
emelkedett PACAP-szinteket az éjszakai oOrdkban, i@ncdphalonban nem. Az

agytorzsben a pinealectomizalt allatokban a PAC2Rts dramai emelkedését
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tapasztaltuk a 15 oraid@ontban, de tovabbi emelkedést nem észleltink.|Efeatétben

a pinealectomizalt allatokban a cAMP nappali érékkinutathatdo emelkedése még a 24.
oréban is szignifikhnsan magasabb volt, mint arktinéllatokban. Az adatok szerint a
corpus pinelae felés a diencephalon PACAP-szintjének szabalyozasasértindirekt
modon azokért a szabalyozd6 mechanizmusokért, medyetménye az éjszakai cCAMP
emelkedése a diencephalonban pinealectomia utdonb&n valdszifsitheb, hogy a
corpus pineale nem az étleges szabalyoz6 faktor az agytorzsi PACAP-szimtagi
ritmikus valtozdsaban. A pinealectomia befolyasdifaonyos hormonok napi ritmusat,
mig méas hormok szintjét nem érificanes és mtsai 1980, Cassone és mtsai 1983, Sharp
€és mtsai 1984, Siuciak és mtsai 1998Fen korabbi tanulmanyok szerint csirkében a
corpus pineale az éldleges pacemakere a hormonok és neuropeptidek ritaqpkus
valtozasainak. A jelenlegi adatok arra mutatnak magy csak bizonyos élettani

modalitdsokért feléls a corpus pineale és a melatonin.

Az éhezéses tanulmanyok ereményei szerint a vizaggteruleteken a PACAP-
és VIP-szintek alakuldsa azt mutatja, hogy a PAGARtek emelkedtek a
taplalékmegvonas utani 24. oratdl. Ugyanakkor a-Sdiatek megoszlasa 0Osszetett
mintazatot mutattak: patkdnyok esetén a hypothaddany telencephalonban emelkedtek,
€s az agytorzsben csokkentek. Csirkékben szigndikd csokkentek a VIP-szintek

minden agyteruleten 36 6raval a éhezés kezdete utan

Ismert tény, hogy szamos neuropeptid (cholechystolICCK], neuropeptid Y
[NPY]) 6sszehangolt szabalyozo tevekenysége szaksggaplalékfelvétel és taplalkozasi
magatartéasi folyamatokhoz. Sok adat azt sugaliggyhmind a PACAP, mind a VIP
ezekben a mechanizmusokban jelen vansstdben, madarakban és halakban egyarant
[Morley és mtasi 1992; Chanceés mtsai 1995, Tadidbés mtsai 2003, Lugo és mtsai
2010; Resch és mtsai 2010sirkében mindkét peptid intracerebrovetriculadssa utan

gatolta a taplalkozast [Tachibana és mtsai 20034R0

A PACAP és VIP hatasainak pontos mechanizmusa reégteljesen ismert, de
eredményeink tovabbi bizonyitékot szolgalnak, hoggmdkét peptidnek hatasa van ezen

szabdlyozo folyamatokban, és a peptidek szintjely@solja a taplalkozasi allapotot.
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5.4. In ovo kezelés hatdasa a motoros és szocialis edétke

A legujabb kutatasi eredmények meiggtik, hogy a PACAP fontos szerepet
jatszik a lokomotoros aktivitds, szocialis viseleedes a memoria-tanulas folyamatainak
szabalyozasabajHattori és mtsai 2012] PACAP knockout egerekben pszichomotoros
abnormalitdsokat és memoriazavarokat figyeltek njdgo és mtsai 2013Mas
tanulmanyok azt valészisitik, hogy a PACAP-nak a memoéria és tanulasi folgtokban
kifejtett szerepe nem csak a gerincesekben, harenctelen allatokban is fontos: a
CAMP-fugg jelatviteli utak jelenisége a hosszu tavi memdéria kialakulasdban mar
csigakban is ismer{Pirger és mtsai 201Q] Idésebb patkanyokban, kulondsen az
agykéregben, amygdaldban és a hippocampusban a -R&€dtor és VIP-receptor
csokkent immunreaktivitasa figyelldetneg[Joo és mtsai 2005]

Egyszeri PACAP6-38 adasa az embrionalis élét felleben atmeneti valtozasokat
okozott az altalanos és a motoros viselkedésbemelkigsonlitva a kontroll allatok
viselkedésével. A viselkedésbeli valtozasok tobbsggikelés utani 14. napon megsiz
Az embrionalis élet masodik felében adott kezekis okozott valtozasokat a viselkedési
mintdzatokban. Az embrionalis 8. napon (E8) kezdlatok kilénbo# agyterlletein
végzett vizsgalatokban a PACAP-szintek csokkerdeknem volt killbnbség a PACAP-
szinteknél a kontroll és PACAPG6-38 kezelt allatdk dtt.

Az E8 napon PACAPG6-38-cal kezelt allatok kozott ywamlt a mortalitas. A
tobbség mar a tojasban elpusztult, masok elkezliékelést, de a kikelés alatt pusztultak
el. Tobb allat az etsnéhany napban pusztult el. Egereken végzett hasardgalatokban
hasonléan magas mortalitasrél szamoltakf®ey és mtsai 2001, Hashimoto és mtsai
2001, Cummings és mtsai 20044 magas mortalitds pontos okai nem ismertek: a
szomatikus fefldésben nem voltak kilonbségek a kikelt csirkék &6z8ACAP
génhianyos egerek tanulmanyozasabol nyert adasgéal a PACAP szerepet jatszik az
agytorzsi légékozpont szabalyozasaban, melynek elégtelen fajiget magyarazhatja
részben a magasabb mortalif@ammings és mtsai 2004Jz, hogy vajon ez csirkében is

ezen mechanizmus alapjan torténik, tovabbi vizsgkdd igényel.

Az allatok altalanos viselkedésének napi vizsgédtataitatta, hogy a PACAP6-38
kezelt allatok sokkal aktivabbak voltak minden g&$ viselkedésformdban a sajat

familiaris kertecikben. Szignifikans kilonbség valt futdsban, csipkedésben és
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tolldszkodasban. Ezek az adatok korrelalnak a PA@AgY PAC1 receptor knockout
egerekben nyert adatokkgHashimoto és mtsai 2001, Otto és mtsai 2004k
aktivitasbeli kilénbség a masodik hétretett és a két hetes éallatok kevésbé voltak
szorongobbak, amit j6l mutat az, hogy keveseld idltottek a fal kbzelében az open-
field dobozban, valamint tobbszor tettek kisérletemenekilésre (ugrasok szama és a
tollcsapokasaok szama fokozoédott). A locomotoraelkedésvaltozasok atmeneti jellege

az érzékeny embrionalis peridédusban adott egysgekicidonak kbszonhét

A PACAP6-38 hatadsa sokkal féftosbb volt a szocidlis viselkedésre mint a
motoros viselkedésre. Az embrionalis deigs el§ felében kezelt csirkék lassabban
kozelitettek meg a ,célzonéat” (goalzone-t) és sifikgmsan kevesebb éd toltottek tarsaik
kozelében. Ez a fajta viselkedés a 14. napon \agjobban lathatd, ellentétben mas
viselkedésmintazatokkal, amik erre adrelmar eliintek. A kezelt csirkék kébb erték el
a goalzone-t mint a kontroll allatok, ami azértekels, mert ezek a kezelt allatok tobbet
mozogtak az open-field tesztekben. Eszerint tekét B motoros zavar volt a szocidlis

magatartasbeli eltérés oka.

A PACAP hatasa a szocidlis viselkedés oidfisére csak részben ismert.
Egerekben, ahol gatoltak a VIP-et az embriondji$dés alatt, hosszu dde megbomlott
a szocialis viselkedds#lill és mtsai 2003] A VIP-rél ismert, hogy a szocialis viselkedés
szamos formajara hatassal van madarakban, pl. @okiam éneklésre, amik jol

asszocialnak a szocialis viselkedé$&alodson és mtsai 1998]

Eredményeink kimutattdk, hogy a PACAP-tartalom siigansan csokkent a
fejlodés alatt minden vizsgalt agytertleten. Ezek azoadanegegyeznek a patkany
cerebellumban mért adatokkal, ahol postnatalisékkesit a PACAHNielsen és mtsai
1998, Basille és mtsai 1994Fzek az adatok aldhuzzak a PACAP jelségét a
viselkedési mintazatok féglésében. A PACAP6-38 kezelés nincs hatassal a PACAP
tartalomra, nem volt szignifikans kilénbség egylépontban sem. Egyszeri PACAP6-38
injekcid az érzékeny periddus alatt csekély, jéktelen viselkedésbeli véaltozasokat
okozott. Azonban, mint az a PACAP knockout egeakulmanyozasabdl jol ismert, a
PACAP hianya mas karositd téngkkel egyutt mar komoly valtozasokat tud okozni
kilonbd® stresszhelyzetekbgGaszner és mtsai 2012; Rédl €és mtsi 2012a,b]
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5.5. PACAP szerepe a szaglasi memoria kialakulasaban

Ebben a kisérletsorozatban a PACAP6-38 egyszerkdigjanak hatasat
vizsgaltuk a szaglasi memoria kialakulasara. Azowo eperaromaval kezelt allatok a
kikelés utdn nem valogattak az izes és izetlenélighentétben a kontroll allatokkal.
Azok az allatok, melyeket in ovo eperaromaval vatarRACAP6-38-cal is kezeltink, a
tiszta vizet preferaltak, hasonléan a kontrolltak&oz.

Az el tanulmanyok a kemosensoros tanuléasrol csirkeemkimio arrol
szamolnak be, hogy az eperaromanak kitett csirkeéknl kikelés utan tdbbet ittak az
eperizesitett vizh, és tobb idt toltottek az eperillatd terileten mint azok arksk,
amelyeket nem kezeltelSneddeon és mtsai 1998pajat kisérleteink jol korrelalnak a
korabbi tanulmanyokkal. Tovabba az eperaromavah é3ACAP antagonistaval kezelt
csirkék a tiszta, nem izesitett véthttak tObbet, hasonléan az eperaromaval nem kezel
kontroll &llatokhoz. Az eredmények szerint a PACAdk szerepe van a szaglasi memaoria
kialakulasaban.

Az PACAP ebz6 hatasaihoz hasonlban a PACAP ezen mechanizmusa sem
tellesen ismert, viszont nagyon jol ismert a PACA® receptorainak @&brdulasa és
megoszlasa. Knockout egerekben, ahol hidnyzik a AA@agy a PAC1 receptor, a
tanuldsi mechanizmusok illetve az ezzel kapcsolamsulasi faktorok rikdodése
hianyosak voltak.[Hashimoto és mtsai 2002, Matsuyama és mtsai 2083]VIP,
hasonléan a PACAP-hoz, kimutathatd a memoria fotakert felebs struktirakban
[Gozes és mtsai 1996, 1997, 1998&isérleteinkkel kimutattuk, hogy a PACAP-nak

hatadsa van az idegrendszerddg@sében, és az embrionalis memoria kialakuldsaban.
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8. Koszonetnyilvanitas

PhD munkdm soran a legnagyobb tirelemmel témasigzetoltak irantam, a
leghaldsabb kdszonettel nekik tartozom. BeéigDoraval és Jozsa Ritaval végeztik a
sokszor éjszakaba nyul6 ritmikus kisérleteinketloKlis koszonetet szeretnék mondani
Jozsa Ritanak, aki gyakorlatvedet volt (és akinél érommel tanultam az anatomiat),
akivel mar elééves hallgaté korom oOta egytitt dolgoztunk a meitiast boncolasatol
kezdve a bonyolultabb kisérletekig. Azsegitségével lettem gyakorlatvezetz el$
csoportot vele kbzosen tanitottam, a mai napigkkéile tanacsokat. E$ tanitotta meg a
perfuziot, az immunhisztolégiat és még sok mindélagy-nagy kdszonet illeti Regli
Dorét, akitl a tanulassal és memoériaval kapcsolatos vizsdgédatanultam meg, valamint
a tudomanyos cikkek, poszterek és absztraktok dgiak titkait, és aki — mindig

joszandékkal és joggal — sirgette a PhD dolgozgindmet.

Kdszonet illeti dr. Csernus Valért, aki gyakorlgiegi tanacsaival segitette nem

csak a tudomanyos, hanem az oktatasi-tanitasi muatkia.

Kdszondm a segitségét azoknak a munkatarsaknakiksnélkil nem lettek volna

eredmények: dr. Németh Jézsef, Omboli Déra, Nagkd& ittrich Erzsébet.
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