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1. Bevezetés

Az ¢l6 szervezetekben végbemend folyamatok nagy része periodikusan ismétlddo, ritmikus
jellegli, mint példaul az alvéas-ébrenlét valtakozasa, egyes hormonszintek napi ingadozasa, a
menstruacios ciklus, vagy a lombhullatas. Mivel minden folyamatnak bizonyos id6k6zonként
sziiksége van regeneraciora, energia és alapanyag feltoltésre, a biologiai rendszerekben szinte
elengedhetetlen a ciklusos szabdlyozas ¢és milkodés. Az ugynevezett oszcillator
mechanizmusok altal generalt biologiai ritmus alapvetd jellemzdje, illetve kritériuma, hogy az
altala szabalyozott életjelenségek ciklikus valtozéasa a kiilsé kornyezetbdl érkez6 periodikus
ingerek hidnyaban is megmarad, a ritmus halad tovabb. Az oszcillator miikodésének két
alapvetd jellemezdje van: az ismétlodé periodusok hossza, azaz a periodusidd, valamint a
fazisa, ami megadja, hogy a ciklus aktualisan hol tart, milyen allapotban van. A peridédusidot a
biologiai oszcillatort kialakitd fiziko-kémiai folyamatok sebessége hatarozza meg, ezen
mechanizmusok hossza allandd, csak igen szlik keretek kozott valtoztathato. Ugyanakkor a
fazis viszonylag konnyen befolydsolhato (fazis-shift), a szinkronizal6 mechanizmusok ennek

valtoztatasaval hangoljak a ritmikus életjelenségeket egymashoz, vagy a kiilvilaghoz.

A kiilonb6z6 oszcillaciokat periddusidejiik hossza alapjan harom alapvetd csoportba
oszthatjuk. Az egy napnal hosszabb ciklussal rendelkezdket ,,infradian”-nak (pl. menstuécids
ciklus), az egy napnal révidebbeket ,,ultradian”-nak nevezziik (pl. szivciklus, EEG hullamok,
stb.). A megkdzelitéleg 24 oras hosszlisagiakat ,.circadian”-nak nevezzik, ilyen jellegii
folyamat példaul a vérnyomas, vagy a kortizol szintézis napi ingadozasa, vagy a legismertebb;
az alvas-ébrenlét valtakozasa. Néhany kivételtdl eltekintve, a napi ritmussal ismétlodo

folyamatok jelenléte az 6sszes eukariota €l6lény kozos tulajdonsaga (Dunlap, 1999).

A circadian ritmus vezérléséért, valamint a nappalok és ¢&jjelek valtakozasdhoz torténd
szinkronizaldséért a nem emlds, gerinces fajokban elsdsorban a tobozmirigy és az éltala
termelt hormon, a melatonin (MT) feleloés (Binkley és tsai. 1978; Korf ¢és Wicht 1992).
Emldsokben a szerv onallosaga a filogenezis soran elveszett, onmagaban nem képes ritmikus
tevékenységre, szerepe csupan a hormontermelés. Ezt bizonyitotta, hogy a patkanybdl
eltavolitott szerv Onmagédban, in vitro folyamatos alapszekrécidt mutatott ¢jszakai
szekréciofokozodasok nélkiil (Rékasi és tsai. 1991). A circadian oszcillator a nucleus
suprachiasmaticusba helyez6dott, melyet a retinan keresztiil érkezd fényingerek hangolnak a

kiilvilaghoz (Binkley és tsai. 1978; Collin és tsai. 1984; Korf 1994; van Veen ¢és tsai. 1986). A



mag a sympathicus rendszeren keresztiil vezérli a tobozmirigy MT szintézisét. Ezzel szemben
a madarak (illetve a nem emlds gerincesek) tobozmirigye még tartalmaz egy komplett
biologiai oszcillatort, aminek mukodését a fény direkt pacemaker tényezoként vezérli.
Akarcsak az emlésok esetében, a nucleus suprachiasmaticus a madarakban is kapcsolatot
létesit a tobozmiriggyel, szerepe azonban nem a ritmus vezérlése, inkabb csak befolyasolasa

(Binkley és tsai. 1978; Takahashi és tsai. 1980).

Mivel patkdny miriggyel ellentétben a csirkébdl eltavolitott szerv in vitro is megtartotta
ritmikus, a napszaknak megfeleld hormontermelését, mely kiils6 megvilagitassal és bioaktiv
anyagokkal (Noradrenalin, VIP, PACAP, stb.) is befolydsolhatonak bizonyult ( Csernus ¢és
tsai. 1998; Mess ¢és tsai. 1996; Takahashi és tsai. 1980), kisérleti modellnek az egyszeriibben

vizsgalhatdo madar corpus pineale-t valasztottuk.

A csirke tobozmirigy fényérzékenysége

A természetben a szervezet szamara a fény a legegyszeriibb ¢és legegyértelmiibb
informéciohordozé a kiilvildg ciklusarol. A madarak tobozmirigye kozvetlenil a
koponyacsont alatt helyezkedik el, a szervben szdvettanilag kimutathatd fényérzékeld elemek
(pl. pinealopsin) bizonyitottan miikodnek, €és kapcsolatban allnak a MT termeld rendszerrel
(Korf ¢és Vigh-Teichmann 1984; Vigh-Teichmann ¢és Vigh 1992; Vigh és Vigh-Teichmann
1988). A fény szinkronizald szerepét vizsgalva intézetlinkben kimutattak, hogy ritmikus MT
szekrécio forditott megvilagitassal (éjszaka fény, nappal sotétség) masfél nap alatt
megfordithatd (Csernus ¢€s tsai. 1998; Mess ¢€s tsai. 1996). Tovabba a megfeleld fazisban
alkalmazott viszonylag rovidebb (de legalabb 3 6ras) fény is rendelkezik a forditott

megvilagitashoz hasonl6 hatassal (Csernus 2003).

Gwinner ¢és tarsai (1997) seregélyekben kimutattdk, hogy a tojasok 10 lux intenzitast fénnyel
torténd megvilagitasa elegendé ahhoz, hogy az embriock MT szintézisét a kiilsé
megvilagitashoz szinkronizalja. Ebben az in vivo kisérleti eredményben nem tisztazott, hogy a
tapasztalt hatds a retindn, vagy a tobozmirigyen, vagy esetleg mindkettén keresztiil valdsult-e
meg. Mas vizsgalatok igazoltdk, hogy a madar tobozmirigyben a MT szintézis sebesség-
meghatarozo enzimének, az arylalkylamine N-acetyltransferase-nak (AANAT) az aktivitasa

megvaltozik a retina megvilagitasat kovetden (Zawilska és tsai. 2004). Felmeriil tehat a



kérdés, hogy az alacsony intenzitdsu fénynek van-e direkt, a madarak tobozmirigyére

gyakorolt hatasa.

A circadian MT szekrécio fejlodése

crer

a magzat ritmikus funkciéi még az anya ritmusat kovetik (Zeman és tsai. 1992). Ezzel
szemben madarakban a circadian MT ritmus mar az embrionalis ¢élet soran kialakul. Zeman és
tarsai (1992 és 1999) kimutattadk, hogy normal megvilagitasban (12 6ra fény, 12 6ra sotét)
tartott, az embriondlis élet 18. és 19. napjan (ezentul kovetkezetesen: E18 és E19) 2 o6ranként
felaldozott csirke embriokban az éjszakai orak alatt magasabb MT tartalom mérhetd, mint
nappal. Herichova (2001) szintén in vivo kisérleteiben kimutatta, hogy az E19 csirke embriok
MT szekrécidja és a mirigy egyes oOragénjeinek mRNS szintjei a megvilagitas hatdsara
megvaltoznak. Akasaka és tarsai (1995) csitke corpus pineale tenyészetben a kdrnyezeti
megvilagitassal befolyasolhatd valtozasokat mutattak ki a MT szekrécioban mar a 13-14.
embrionalis napokon. Lamosova (1995) szerint az embrionalis tobozmirigyek E17 utan in
vitro is ritmikusan termelik a MT-t, amennyiben normal megvilagitasban tartjak a tenyészetet,
de konstans sotétben megsziinik a ritmus. Ezek a legfeljebb 2 napos kisérletek azonban
statikus kulturakban torténtek, ahol a MT szint valtozasat csupan napi két (Akasaka és tsai.

1995), vagy négy (Lamosova ¢s tsai. 1995) mintavétel alapjan hataroztak meg.

Az in vivo vizsgalatok esetén nincs informacionk arr6l, hogy a retindn keresztiil torténd
fényérzékelés is részt vesz-e a MT ritmus kialakitasaban, illetve az sem vilagos, hogy az
eltérd éjszakai €s a nappali MT koncentraciok hatterében (akar in vivo, akér in vitro kisérletrdl
legyen sz6) valoban ritmikus valtozasok allnak-e. Tovabbra is kérdéses, hogy a circadian MT
ritmus az embriondlis élet melyik napjan/napjain jelenik meg eldszor, és hogy a kornyezeti

megyvilagitas a ritmus kialakuldsaban milyen szerepet jatszik.

Neuropeptidek embrionalis tobozmirigyre gyakorolt hatdsainak vizsgalata

A pituitary adenylate cyclase activating polypeptid (PACAP) az ¢él6 szervezetek szamos
szovetében fellelhetd neuropeptid, mely - egyéb hatdsai mellett - emldésokben a circadian
aktivitas szabalyozasaban is szerepet jatszik (Chen és tsai. 1999; Harrington és Hoque 1997,

Harrington és tsai. 1999). A PACAP molekulaszerkezete az evolicido sordn jelentdsen



konzervalodott, igy a csitke PACAP az emldsokétdl csupan egyetlen aminosavban

kiilonbozik (Arimura, 1998). A csirke agyaban is kimutattdk a PACAP jelenlétét és

crer

crer

Nakahara ¢és tsai., 2002). A PACAP direkt hatdsai mellet vizsgaltak tovabba, hogy a PACAP
hatasanak antagonistaval (PACAP6-38) torténd gatlasa befolyasolja-e az idegrendszer
fejlodését. Kimutattak, hogy az E8 napon torténd in ovo PACAP6-38 kezelés a kikelés utani
motoros viselkedést atmenetileg, a szocidlis viselkedést viszont tartosan megvaltoztatta
(Hollosy és tsai. 2004). Az eddig felsoroltak alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP szerepet

jatszhat a csirke tobozmirigy circadian aktivitasanak fejlddésében is.

A PACAP mellett a szintén a VPAC receptorcsaladon hato vasoactive intestinal peptid (VIP)—
r6l  is bizonyitottak, hogy in vitro korilmények kozott is serkenti a felndtt csirkék
tobozmirigyébdl torténd MT elvalasztast (Csernus €s tsai. 2004; Nakahara és tsai. 2002; Zatz
¢s tsai. 1990). Mivel a VIP embrionalis corpus pinealéra gyakorolt hatasair6l sem allt
rendelkezésiinkre kisérletes eredmény, a PACAP mellett a vizsgélatainkat kiterjesztettiik a

VIP hatasanak tesztelésére is.

2. Célkitiizések

Hogy a bevezetdben felvetett kérdésekre valaszt kapjunk, dinamikus, in vitro rendszeriinkben

a MT szekrécid tobb napon keresztiil torténd folyamatos monitorozasat terveztiik.

Terveink:
1. Az alacsony intenzitasu, ismétlddé megvilagitas hatasainak vizsgalata a tobozmirigy
direkt, in vitro fényérzékenységének meghatarozasa céljabol.
2. A circadian ritmus kialakuldsandk, valamint ezen fejlodés feltételeinek megismerése
céljabol kiilonbozd kornyezeti koriilmények kozott vizsgaljuk csirke embriok in vitro
MT szekréciojat.
3. A PACAP és VIP hatasainak vizsgalata a csirke embrondlis tobozmirgy circadian MT

ritmuséanak fejlédésére.



3. Anyagok és mdodszerek

A kisérleti allatok

A vizsgélatokhoz mindkét nembeli, fehér és tarka ,huashibrid” csirkék tobozmirigyeit
hasznaltuk. Az allatokat 25 °C-on, standard megvilagitas (06.00 - 20.00 oraig 255 lux
intenzitasu fény, 20.00 - 06.00 6rdig sotét) alatt tartottuk a kisérleteket megeldzden legalabb
két hétig. Takarmanyt (kukorica és buza) és vizet ad libitum fogyaszthattak.

A megtermékenyitett tojasokat 37.5°C-on, 60% paratartalom alatt keltettiik, és a kisérletek
egy részében a naponta kétszer, manualisan, egyenként megforgattuk dket. Mas kisérletekben
a Hemel Brutgerit keltetdgép minden fél ordban automatikusan atgdrgette a tojasokat
(rimikus ingerektdl mentes, ,,random” keltetés). Az allatokat mindig 13.00 és 14.00 6ra kozott
dekapitaltuk, az eltavolitott tobozmirigyet steril szikével négy-hat darabra vagtuk fel. Mindkét
perifzids oszlopba tobb allat mirigyébdl is helyeztiink el darabokat Sephadex G10-el keverve
A kisérletek rendszerint 4 napig tartottak

In ovo kezelések

Egyes kisérleteinkben a csirke embridkat tartalmazo tojasokat E15 korukban injektaltuk 50ug,
25ul fizioldgias soban feloldott PACAP6-38-al. Az azonos kort kontroll tojasokba 25ul
fiziologias sooldatot feskendeztink. A megfeleld oldatot Hamilton fecskendével a
chorioallantois hartya ala juttattuk. A beadast kovetden a lyukat steril ragasztoszalaggal

fedtik be.

A perifuzios rendszer

A vizflirdébe helyezett, 5% CO2-t és 95% levegdt tartalmazo gazkeverékkel telitett, Médium
199 alapu tapfolyadékot (médium) vékony teflon csoveken keresztiil jutattuk a
mirigydarabokat tartalmaz6 oszlopba. Egy kapcsolot elforditva médium helyett tesztminta
vezethetd az oszlopra. A szovetdaraboktdl elfolyd tapoldatot a frakcidkollektor csdveiben
gyljtottilk 6ssze. Folyamatos, 0.1 ml/perces aramlasat egy az oszlopok ¢€s a frakciokollektor
kozott elhelyezett perisztaltikus pumpaval biztositottuk. A kisérletek soran harminc perces

frakciokat gytjtottiink.



A frakciok hormontartalmanak meghatdarozasa és az eredmeények értékelése

modszerrel tortént. Ehhez a laboratériumunkban nyulakban eldallitott, nagy titerli és
specifcitdsu MT-antiszériumot (Rekasi és tsai. 1991) hasznaltunk fel. A minta-duplikatumok
¢s standard sor-triplikdtumok RIA eredményeinek kvantitativ elemzését az intézetlinkben erre
a célra készilt specialis RIA (RIA32 - Csernus) programmal végeztiik. A program az assay
megbizhatdsagat és mindségét is értékelte, sziikség esetén az egész assay-t megismételtiik. A
MT koncentraciok meghatarozéasat és az eredméynek abrazolasat a Superfusion Analysis

(SUP32 3.10 - Csernus) programmal végeztiik el.

4. Eredmények és megbeszélés

A tobozmirigy fényeérzékenységenek vizsgalatarol

A madarak tobozmirigye még in vitro allando sitétben is circadian ritmus szerint termeli a
sOtétben is a dél koriili, maximuma (cstcs) az éjfél koriili 6rakban tapszatalhatd (Csernus és
tsai. 1998). Az in vitro MT ritmus fazisat megfelelé megvilagitassal moédosithatjuk (Binkley
és tsai. 1978; Csernus ¢€s tsai. 1998; Takahashi és tsai. 1980). Ezekkel az adatokkal
0sszhangban azt tapasztaltuk, hogy 600 lux intenzitast, forditott megvilagitas (20.00-08.00-ig
fény, 08.00-20.00ig sotét) esetén a MT ritmus fazisa minddssze 1 ciklus alatt szintén
forditotta, a fényritmusnak megfelelévé valt. Ehhez hasonld eredményt kaptunk akkor is,
amikor a megyvilagitas intenzitasa mindossze 10 lux volt. Ebben az esetben a gérbén az elso,
elcsusztatott fazist (12.00) MT csucs alacsonyabb volt, mint az el6z6 kisérlet azonos cstcsa,
ami arra utalhat, hogy a fazisfordulds az alacsonyabb fényintenzitas esetén lassabb (Faluhelyi

¢és Csernus 2007).

Amennyiben a megvilagitds hosszat napi 3 ordra (20.00-23.00) roviditettiik, 10 luxos
fényintenzitas esetén a korabbiaknal még lassabb fazisforduldst tapasztaltunk, itt az els6é sotét
nappalon, 12.00-kor még mindig szekréciés minimumot lathatunk, csak a kdvetkezé napra
teljesiil a fazisfordulés, bar a csucs akkor is inkdbb kordbban, 9.00 és 10.00 kozott jelentkezik.
A kiszélesedett csucsok és a csokkent amplitudé arra utal, hogy a mirigyben talalhato
kiilonbozé oszcillator-egységek (azaz feltehetden a kiilonb6zd sejtjek) mar eltéréen

érzékenyek erre a megvilagitasra; azaz egyes egységek kovetik az 0j fény ritmust, mig masok



nem, vagy csak lassabban teszik ugyanezt, ezért aktivitdsuk Osszeségében kissé
deszinkronizalddik. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 3 o6rads, 10 luxos fényinger a

tobozmirigy in vitro fényérzékenységének also hatarat kozeliti (Faluhelyi és Csernus 2007).

Gwinner (1997) seregély embridkon végzett in vivo vizsgalataibol nem volt egyértelmii, hogy
a 10 lux intenzitasti fény az embriok retindjan at, vagy esetleg direkt, a tobozmirigyen
keresztiil hatott a tojasokra. A 17. embrionalis napon eltavolitott tobozmirigyek MT
csirke embridk tobozmirigyének MT szekrécigja direkt, a retinatoél fiiggetlen, kiilsd
megvilagitassal is befolyasolhatd. A szerv fényérzékenysége mar az embriondlis élet 17
napjan is a felnétt allatokéhoz hasonlo, tehat az érzékeld apparatus mar teljesen kifejlodott és

miikddoképes (Faluhelyi és Csernus 2007).

Az embrionalis MT szekrécio valtozasairol

Mig emldsokben az anyai ritmus hatirozza meg a magzat, majd az Ujszilott ritmikus
miikddéseit, addig madarakban mar az embriondlis élet soran megjelenik a MT ritmus
(Zeman ¢és tsai. 1999). Bar tobb szerzd kimutatta, hogy csirke embridkban normal
megvilagitas mellett in vivo és in vitro is mérhetd kiilonbségek vannak a nappali és az
¢jszakai MT szekrécio, valamint AANAT aktivitasok kozott (Herichova €s tsai. 2001; Zeman
és Illnerova 1990; Zeman ¢s tsai. 1992; Zeman és tsai. 1999), a circadian MT ritmus
kialakulasanak idejérdl és feltételeir6l hidnyosak voltak ismereteink. Eldkisérleteink soran
kideritettiik, hogy a legkorabban a 13. embrionalis napon (E13) tudtuk a tobozmirigyet
egyértelmiien elkiiloniteni és nagy biztonsaggal, gyorsan eltavolitani. Kimutattuk, hogy
amennyiben a csirke tobozmirigyét fejlddése soran nem érik periodikus kdrnyezeti ingerek
(fény, homérsékletvaltozas, mechanikai ingerek, stb.), az embriondlis ¢let sordn a MT
szekrécido nem valik ritmikussa. Ez az eredmény megfelel azoknak az irodalmi adatoknak is,
ahol a szerzdk allando sotétben tartott embridk esetén nem taldltak eltérést a kiilonbozo

napszakok MT koncentréacidi kozott (Akasaka €s tsai. 1995).

Egyes kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy amennyiben manudalisan, naponta kétszer, mindig
azonos idépontokban forgatjuk a tojasokat, akkor az E18 napon explantalt mirigyek esetében
circadian MT ritmus jelenik meg. Az ennél fiatalabb tobozmirigyeknél (E17-1g) in vitro nem

tapasztaltunk a ritmikus valtozast a hormon szintjében. Ezekbdl az adatokbdl arra



kovetkeztethetlink, hogy a tojasokat circadian ritmusban éré mechanikai (és/vagy gravitacios)
ingerek is elegendd stimulaciot jelentenek a MT ritmus kialakuldsdhoz. Mivel azonban
ismételt stimulacid esetén sem valik ritmikussa a tobozmirigy hormontermelése E17 el6tt,
feltételezhetd, hogy az oszcillator-mechanizmus kifejlédése, illetve ennek €s a MT szintézis
kapcsolatanak kialakulasa E16 és E17 kozott torténik (Faluhelyi és tsai. 2004 ¢és 2005).
Lamosova ¢s tarsai statikus rendszerben torténd vizsgalatai alapjan a ritmus megjelenésének

idejét illetéen hasonld kovetkeztetésekre jutottak (Lamosova €s tsai. 1995).

Mivel a legtobb szerzé normal megvilagitasban (nappal fény, éjszaka sotét kornyezet) tartott
embridk esetén tapasztalt valtozasokat a MT szintézisben (Lamosova és tsai. 1995; Zeman ¢és
tsai. 1999), a periodikus megvilagitasrodl is feltételezhetd, hogy eldsegiti a ritmus kialakulasat.
A kiilonb6zé kortt embrionalis tobozmirigyek in vitro periodikus megvilagitdsa esetén a
ritmusos tojasforgatasndl tapasztaltakhoz hasonld eredményt kaptunk; MT ritmus csak E17
utan jelent meg. Ez az adat is a korabbi kovetkeztetésiinket tdmasztja ala, miszerint E16 és
E17 kozott valik a tobozmirigy éretté a circadian MT ritmus kialakitdsdhoz (Faluhelyi és
Csernus 2007; Csernus ¢és tsai. 2007). Ugyanakkor EI14-t0l mar megfigyeltiink a
megyvilagitasra kimutathaté valtozasokat a hormonszekrécidban, ami alapjan elmondhato,

hogy a mirigy a megvilagitast mar in vitro is érzékeli ebben a korban (Csernus és tsai. 2007).

Kisérletsorozatunkban megvizsgaltuk az in ovo alkalmazott periodikus megvilagitas hatasait
is. Abban az esetben, és csak akkor, ha E8-tol in ovo periodikus megvilagitas alatt keltettiik a
tojasokat, a perifuzios rendszerben (folytatva az in ovo megvilagitast) mar E13-t6l is
megfigyelhetd circadian MT ritmus. Tehat az in ovo alkalmazott periodikus megvilagitas

eldbbre hozza a circadian MT ritmus megjelenését (Faluhelyi és tsai. 2009).

in ovo in vitro E13 E17
ritmikus - + - + ritmikus
megvilagitas + - - + MT szekrécio
+ + + +
1. tablazat

A kornyezeti megvilagitas és a circadian ritmus kialakulasa kozotti kapcsolat 6sszefoglalasa

s

A — (negativ) jel esetén allando sotétben zajlott kisérletet, valamint a hormonelvalasztas ritmikus jellegének
hianyat is jelképezi. E13-korban csak akkor jelent meg MT ritmus, ha mind a keltetés, mind az in vitro kisérlet
alatt ritmikus fényviszonyokat biztositottunk. Ezzel szemben E17 kortol mar barmely id6zitésben tortént ciklikus

megvilagitas elegendd a hormon periodikus elvalasztasanak megjelenéséhez.
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Mivel kotldas kozben a tojasokat érik ritmikus kornyezeti valtozasok, kovetkeztetésiink
megfordithatd; periodikus ingerek nélkiil a ritmus fejlodése, illetve a tobozmirigyben talalhato
oszcillatorok szinkronizacidja késik. Hasonld konkluziora vezettek zebrahal embriokkal
végzett kutatdsok is, ahol a circadian ora beindulasdnak feltétele szintén a kornyezeti

fényviszonyokban végbemend valtozas volt (Kazimi és Cahill, 1999; Vuilleumier 2006).

Az 1. tablazatbdl leolvashato, hogy E13 naptol kezdve csak akkor tapasztalunk ritmust, ha
mar a tojast is periddikus fényingerek érik, illetve ha ezek in vitro is folytatodnak. Azonban
Osszehasonlitva ezt a korai ritmust a mas kisérletekben vizsgalt, idésebb embriok
tobozmirigyeinek MT ritmuséval, elmondhatd, hogy az E13 naptol ,kikényszeritett” ritmus
amplitidoja kisebb. Tovabba ennél a korai ritmusnal a megvilagitott 6rakat nem el6zi meg
szekrécid csokkenés, és a sOtét ordkat sem elozi meg ndvekedés, mig ezek a valtozasok
iddsebb (legaldbb E17) embrioknal az 0Onallo, automata oszcillacio egyértelmii jelei.
Mindezek a megfigyelések azt sejtetik, hogy a korai, E17 kor el6tti MT ,,ritmus” még nem
egy a megvilagitas altal szinkronizalt, valodi oszcillacio, sokkal inkabb a fény MT szintézisre
gyakorolt gatld hatasanak jele. Ezzel szemben a E17-t6] kezdve a ritmus mar egyértelmi
allando sotétben is, és megjelenik minden esetben, ha a mirigyet valamikor (akéar a kisérlet
elétt in ovo, akar a kisérlet alatt in vitro) ritmikus megvilagitas ér, s6t akkor is, ha csupan
mechanikai ingerek érik (tojasforgatds) periodikusan. Tehat ekkora mar a tobozmirigy
oramechanizmusa érett, a circadian ritmus mgejelenéséhez, elinduldsahoz minddssze
valamilyen ritmikus kiilvilagi ingerre van sziiksége. Feltehet6en ez a kiilvilagi behatas kell
ahhoz, hogy a mirigyben talalhat6 kiilonb6z6 oszcillatorok egyiitt, 6sszehangolva kezdjenek

mukodni.

Osszefoglalva a corpus pinealén beliili 6ramechanizmus megfeleld érettsége és a kornyezet
ritmusdnak egy jele sziikséges a circadian miikddés kialakulasdhoz. Mivel a napi ritmusokra
eleve a kiilvilag periddikus valtozasihoz torténd jobb adapticid eléréséhez van sziikség,
érthetd, hogy ezen kornyezeti valtozasok részt vesznek a bioldgiai ritmus kialakitasdban az

egyed szintjén épp ugy, mint ahogy tehették ezt evolucios szinten is.

A PACAP és a VIP embriondlis MT szekréciora gyakorolt hatasairol

A PACAP termelddése és aktivitdsa csirke embridk neuroblastjaibél mar E3 és E4 kozott

kimutathat6 (Erhardt és tsai. 2001), tehat mar a korai embrionalis fejlddés soran megjelenik.
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Bér ismert, hogy a PACAP felnétt csirkék tobozmirigyeiben MT szekrécidofokozodast valt ki
(Csernus és tsai. 2004; Nakahara ¢és tsai. 2002), az embrionalis mirigyre gyakorolt hatasokrol
nem talaltunk irodalmi adatot. Kisérleteink szerint a pinealocytadk mar E14-t6l a MT szintézis
fokozodasaval reagaltak PACAP in vitro beadasat kovetden. Az atlagosan 2-3 ora hosszl
PACAP valaszoktol eltekintve a hormontermelés mintdzata azonban teljesen megfelelt az
azonos koriilmények kozott keltetett, de PACAP-al nem ingerelt embriok mirigyeinek
hormontermelésével (Faluhelyi €s tsai. 2004 és 2005). Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az
embriok koratol fiiggetleniil ismételt PACAP expozicié sem valtoztatta meg a circadian MT

ritmus fejlodését.

Mivel az eddig megbeszElt eredményeink alapjan Ggy tiinik, hogy a circadian oszcillator
és/vagy az intracellularis jelatvitel egyes elemei E16 ¢és E17 kozott fejlodik/nek ki,
megvizsgaltuk a 15. embrionalis napon torténd in ovo anti-PACAP kezelés esetleges hatésait.
Bér az embriondlis élet soran alkalmazott hasonld kezelés megvaltoztatta a kikelés utdni
motoros ¢és szocialis viselkedést (Hollosy és tsai. 2004), az altalunk kezelt és a kontroll allatok
in vitro MT szekrécidja azonos maradt, tehat — ilyen paraméterek mellett - a PACAP hianya

nem valtoztatott a MT szekrécio fejlodésén (Faluhelyi és tsai. 2006).

A PACAP mellett egy masik neuropeptid, a VIP is stimulalja a tobozmirigy MT szintézisét
felnott csirkék esetén (Nakahara és tsai. 2002; Zatz és tsai. 1990), de esetleges embrionalis
hatasair6l eddig nem publikéltak adatot. Sajat eredményeink alapjan a VIP-rél is a PACAP-
hoz hasonlé kovetkeztetéseket vonhatunk le; mar E14-t6l érzékenyek a sejtek a VIP-re, de
még a naponta azonos idépontban ismételt VIP beadasok sem valtoztattak meg tartosan a MT

szekréciod mintdzatat (Faluhelyi és tsai. 2006).

A PACAP-al és VIP-vel kapcsolatos vizsgalataink szerint mindkét neuropeptid receptora €s a
MT szintézist befolyasolo jelatvitel E14-tl (vagy még korabbtol) mikodddképes, de egyik
peptid sem jatszik Iényeges szerepet a circadian MT szekrécio fejlodésében. Ez a
kovetkeztetés Osszhangban all azzal a felndtt csirkék esetében megfigyelt ténnyel, mely
szerint a PACAP ¢és a VIP a MT szekréciot atmenetileg stimulaljak, de a circadian ritmus
tazisat, lefutasat egyik sem valtoztatja meg (Nakahara és tsai. 2002; Zatz és tsai. 1990).
Természetesen mindkét neuropeptid esetén még tovabbi kisérletek is sziikségesek ahhoz,
hogy a ritmus szinkronizaciojara és/vagy a MT szintézisének kialakuldsara gyakorolt

lehetséges hatasukat kizarjuk, vagy éppen aldtdmasszuk, feltérképezziik.
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Eredményeink osszefoglalasa

1.

Vizsgalataink sordn szamos korabbi in vivo, vagy statikus, in vitro modszerekkel
tortént kutatdsokban ritka mintavételek ,,pillanatfelvételei” alapjan feltételezett
adatokat tamasztottunk ala.

Elsdként igazoltuk tovabba, hogy a csirke tobozmirigyben megtaldlhatd
fotoreceptorok, és ezeken keresztiil a circadian MT szekrécio in vitro korilmények
kozott is érzékeny a rendkiviil alacsony, néhany lux intenzitasu megvilagitasra.

A fényreceptorok mar az El14 naptdl kozvetitik a megvilagitds MT szekrécio-
csOkkentd hatasat és a szerv fényérzékenysége az embriondlis élet 17 napjatol a
feln6tthoz hasonloan, teljesen kifejlodott.

Szintén bizonyitottuk, hogy a circadian MT ritmus kialakuldsdhoz periodikus
kornyezeti ingerek jelenléte feltétleniil sziikséges.

Ezen ingerek széles skalan mozognak: a tojasokat circadian ritmusban éré mechanikai
behatasoktol a kornyezeti megvilagitasig.

Kovetkeztetéseink szerint az oszcillator-mechanizmus kifejlédésének, illetve ennek és
a MT szintézis kapcsolatanak kialakuldsa E16 és E17 kozott torténik, de id6pontjat a
kornyezeti ingerek befolyasoljak.

Ebben a fejlodési folyamatban azonban az idegrendszer ¢érésében Iényeges

neuropeptidek, a PACAP ¢s a VIP nem jatszanak jelentds szerepet.
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