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1. Bevezetés

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (FACAP)

A 38 aminosavbol allé peptidet 1989-ben izolal&dészor birka hypothalamusbol, a
hypohysisben kifejtett adenilat-ciklaz aktivalé dsd alapjan. Az ewdokben edfordulo
PACAP majdnem 90%-at a PACAP38 (tovabbiakban PACA&9zi ki. A rdvidebb
fragmensek antagonista hatassal birnak, ezek kégaikalanosabban hasznalt a PACAP6-38.
A PACAP tagja a vasoaktiv intestinalis polipeptidR)/szekretin/glukagon peptidcsaladnak.
Szerkezete 67%-ban megegyezik a VIP struktirajalaladenilat-ciklaz hatasa ezerszer-
tizezerszer nagyobb a VIP-nél. A PACAP megtalalhatégerinchdros allatokban és
alacsonyabbreridgerinctelenekben is, melyek bizonyitjak, hogylagenetikai fejpdés soran
szinte valtozatlanul konzervalédott molekula aldapvélettani funkciokkal rendelkezik. A
felfedezése Ota eltelt kdzel hisz év alatt a peptid nevével ellentétben — gyakorlatilag
mindenhol kimutattak és leirtak hatasait. Az irodalban talalhatdé — leginkabb efabkre
vonatkozo — adatok szerint a PACAP nem csak a kiiz@s periférias idegrendszerben,
hanem mas sztvetekben, tobbek kdzott az endokriigymkben é€s a gastrointestinalis
tractusban is megtalélhato. Esbkben a PACAP legnagyobb mennyiségben a hypothiglam
teriletén mutathato ki. A periférias idegrendseeiiletén elssorban a ganglion spinaleban,
valamint a pre- és postganglionaris neuronokbayefigeth meg a PACAP.

A PACAP-nak szerepe van az agy ddgsében, a neuroblastok differencidlédasaban,
proliferaciojaban, az axonntévekedésben, és écseltagozédasaban. Knockout egerekben,
ahol a PACAP vagy annak receptora hianyzik, szasabgs funkcionalis rendellenességet
észleltek, beleértve a memariazavarokat.

A PACAP eléforduldsa nem emébs (madar) szervezetben

Madarban a PACAP kozponti idegrendszerbfaidulasa hasonlé elrendadgst,
megoszlast mutat, mint eésiokben. A telencephalon tertletén megtalalhato £€AFA a
hippocampusban, a neostriatum intermediumban, deusicbasalisban. Nagyon nagy
siriségben mutathatd ki PACAP-tartalml idegsejt ést-msbulbus olfactoriusban. A



diencephalonban a preopticus terileten talalhagyszamu PACAP-immunreaktiv sejt és

rost. A commissura anterior szintjében débed nucleus szintén gazdag PACAP-ban,
hasonloan a hypothalamus dorsalis részéhez. NagysPACAP-pozitiv idegsejt talalhat6 a

nucleus spiriformis medialisban és a nucleus ptatisamedialisban. A mesencephalonban a
PACAP-tartalmu idegelemek eloszlasa a tectum opiian kifejezett. Az agytorzs teriiletén

nagyszadmu PACAP-pozitiv képlet talalhaté a nucleuomisci lateralis kérnyékén, a nucleus

parabrachialisban, nucleus subceruleus ventralisBgmna locus ceruleusban. A kisagyi

Purkinje-sejtekben szintén talalhatd PACAP.

PACAP-receptorok és eéfordulasuk madarakban

A PACAP hatését a szervezetben specifikus G-priogzi koddé receptorok kozvetitik.
A PAC1 receptor két-harom nagysagrenddel nagyofbitast mutat a PACAP-hoz, mint a
VIP-hez, mig a VPAC1- és VPAC2-receptorok a PACAR®a VIP-et egyforma é&séggel
kotik. A madarban talalhatd PAC1 megoszlasa nadyasonlé a PACAP megoszlasahoz.
Nagy diriségben taladlhato ez a receptor a telencephalonaldorgeriletében, a
neostriatumban, a bulbus olfactoriusban, a nucleegsumbensben és a ventralis
paleostriatumban. Kisebb mennyiségben a PAC1 kitmattd a preopticus teriileten és a
supraopticus-paraventricularis terileten. Nagysz&AC1-tartalmu sejt talalhatdo a nucleus
infundibularisban, nucleus mamillarisban. A thalaiman, a kisagyi granularis rétegben,
tectum opticumban hasonldéan nagy denzitadsban naiéekina receptor.

PACAP élettani hatasai

A PACAP szamos élettani hatassal rendelkezik evezetben. Ei&ként leirt funkcioja
a hypophysis hormontermelésének szabdlyozasa,iésd €s a hatsd lebenyben egyarant.
Egyéb endokrin hatasai is ismertek: szerepe vamjzsmirigymikédésben és a gonadok
szteroidtermelésének szabalyozasdban, a spermimgese €s az ovarialis follicularis
fejlédésben, stimulalja a mellékvese katekolamin szis#&zés a pancreas inzulintermelését.

A PACAP kozponti szerepet jatszik a napi ritmuabstyozasdban is. A corpus pineale
melatonin termelésére kifejtett hatasat munkacgaopkris vizsgalta. Kimutattuk, hogy a
PACAP fokozza a melatonin termelést a tobozmirigybeely méar korai embrionalis korban
is megfigyelhet, azonban a melatonin cirkadian ritmusat nem bégwilja. A PACAP
szabalyozza a migraciés viselkedést is. TObb vaddaoadarban kimutattdk a ADCYAP1 gén
variacioit a migracio soran. Ez az a gén, mely kadom PACAP-ot. A PACAP-rél kimutattak,
hogy részt vesz az alvasszabalyozasbawsaahalyozasban és befolyasolja a kemorecepciot
a glomus caroticumban. A PACAP serkenti a memdgafoatokat, amit a PACAP valamint
a PACAP-receptor knock-out egerek memoriazavanauist. A PACAP szamos viselkedésre
gyakorolt hataséat is leirtdk. Befolyasolja tobbekzdit a szteroid-indukélta reprodukciés
viselkedést, noveli a lokomotoros aktivitast paikdan és egérben, részt vesz a stressz
adaptacios magatartds szabalyozasaban és antglEpres hatdsai is vannak. Az
erzsidegvégsdésekben fajdalom hatasara felszabaduldé szenzaoopeptid szekrécidra
kifejtett hatasat munkacsoportunk is vizsgalta.

A PACAP neurotrophikus és neuroprotektiv hatafsdiédezése Ota szamos, in vivo és
in vitro kisérlet bizonyitotta. Az embrionalis f&jlésben szerepet jatsz6 mechanizmusok Gjra
fokozottabban aktivalodnak akkor, ha az idegrentisaéirosito hatasok érik. Az
idegrendszerben a PACAP és receptorai igen kor@jeteanek, és nagy szerepet jatszanak a
neurogenezisben, a neuronalis differenciaciobamgliasejtek fejpdésében, valamint az
idegrendszeri mintazat kialakitasdban is. Az idedseert ért sérilések utan a PACAP
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PACAP KO egerek tanulmanyozéasa, illetve a PACAP oged antagonizalasa révén.
Intézetiinkben mutattak ki a PACAP neuroprotektitabait szamos agyi karosodasban, mint
pl. Parkinson-kor, Huntington chorea, traumas agys@das és agyi ischemia patkany
modelljeiben.

A VIP szerkezete, d@iforduldsa emlbsokben és madarakban

A VIP és a PACAP szerkezete a filogenezis sordrkgmzervalodott: az aminosav
sorrendjeik majdnem azonosak az &ikben. A VIP szerkezetdr a nem ents
gerincesekben kevés ismerettel rendelkezink. A id#grendszeri eloszlasat szamos fajban
mar leirtak, bar a korai tanulmanyok csak a béltdetert eléfordulasara koncentraltak. A
VIP-receptort is kimutattak mar szamos émks egyéb gerinces fajokban is. A madarban
talalhatd VIP szekvenciaja csak négy aminosavbdinkdzik az emisokben talalhatd VIP-
tol. A VIP-tartalml neuronok megoszlasa, elhelyezkedés a génexpresszio feltérképezése
csirkében megtortént. A csirkeembriok idegrenddzané VIP megtalalhato a gerinaditeén,
szimpatikus dudcokban, a plexus submucosusban tavaa embrionalis 15. naptél a
hypophysisbenAzonban tovabbra is kevés ismerettel rendelkezaiMP megoszlasarol és
szerep&il az embriondlis csirkeagyban.

2. Célkitiizések

A PACAP- és a VIP-tartalmu struktirak megoszlasanaggalata csirkeagyban.

A PACAP ebfordulasanak és napi ritmusanak vizsgalata a cqpmesleban.

A pinealectomia és éhezés hatasanak vizsgalat&CAPAzintekre és a napi ritmusra.
Az in ovo PACAP kezelés hatasanak vizsgalata a mstés szocidlis viselkedésre.

A PACAP szerepének vizsgalata a szaglasi memaalakalasaban.

3. Modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez Hubbard Flex hushibrid tojasokietve ugyanilyen tipusu allatokat
(Gallus domesticus) hasznaltunk. Az allatok elhedge, gondozasa és felhasznalasa a Pécsi
Tudomanyegyetem elléreétt protokollja szerint, az intézeti ajanlasogytlembevételével
tortéent.

Kisérleti médszerek

Radioimmunoassay

Az eltavolitott sztveteket tOmegmérés utan homiagéok és centrifugaltuk. A
szupernatansokat hasznaltuk a RIA mérésekhez. ANPRE8 mérésekhez a ,88111-3” szamu
antiszérumot hasznaltuk. Birka PACAP24-28 C-tertigsndragmentet jodoztuk és a
reakciokeveréket reverse HPLC oszlopon valaszto#iukA VIP mérésekhez ,85/24"-es,
nyulban eballitott, glutaraldehiddel fixalt sertés VIP és rdadhyreoglobulin konjugalt
antiszérumot hasznaltunk. A peptid-szinteket ANOAzttel analizaltuk.




A napi ritmus vizsgalata

A kisérlethez az allatokat négy csoportra osztota LD (light/dark) csoportot 14 6ran
at vilagosban és 10 o6ran at sotétben tartottuk DIA (dark/light) csoportot forditott
fényviszonyok kozott tartottuk. Az LL (light/light) csoport allatai folyamatos
megvilagitasban, mig BD (dark/dark) csoport allatai folyamatos sotétbettako Harom
oranként minden csoportbdél négy allatot dekapitddfués eltavolitottuk az agyat és a
retindkat. Szétvalasztottuk a diencephalont, agg#ir(pons és medulla oblongata), tectumot,
corpus pinealét, a hypohysist, a telencephalorsiehéiszét, a cerebellumot és a retinat. RIA
modszer utdn COSINOR analizissel allapitottuk megtraikus folyamat meglétét vagy
hianyat.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai metszetek készitéséhez dsitkévolitottuk el fixalas utan a
corpus pinealét. A szoveteddl5-50 um-es metszeteket (frontalis, saggitalégziktettiink. A
PACAP38-immunreaktiv képleteket a standard ABC médsl azonositottuk.

Miitéti eljaras — pinealectomia

A megfeleb altatas utan egy rovid metszést végeztink a dejterranio-caudalis
irAnyban, majd a koponyan is. A csontdarab levéiéde lathatova valt a dura mater és a
sinus sagittalis superior. A duran kis nyilast vagt és felhajtva alatta helyezkedett el a
corpus pineale. A corpus pinealet megfogtuk ésa®aat kiemeltilk Ugy, hogy a nyele is
épségben maradjon. Hasonl6 eljarast alkalmaztudtna#ott allatoknal is, azzal a kivétellel,
hogy a corpus pinealet nem tavolitottuk el. Egytdiéhz operacié utan az allatokat
dekapitaltuk, az agyat eltavolitottuk, majd a kéeed agyrészeket vizsgaltuk tovabb:
agytorzs (pons és medulla oblongata), diencephédoa telencephalon frontalis része, majd
RIA modszerrel hataroztuk meg a PACAP38 szinteket.

Az éhezeés vizsgéalata

A kisérlethez hasznalt csirkék takarmanymegvoresta nyolc 6rakor kesddott, az
allatok agyat 12, 36 és 48 6ra mulva tavolitottuldekontroll allatok agyat is ugyanebben az
idépontban tavolitottuk el. A hypothalamust, agytotzselencephalont elkulonitettik,
megmertik, majd PACAP38- és VIP-RIA analizis térténstatisztika elemzéseket ANOVA
teszttel végeztik.

In ovo kezelések

A fertilizalt tojasokat sajat keltégépinkben inkubaltuk. A csirkeembriok kezelését az
elss és masodik embrionalis életszakaszban veégeztigeil &ivel kis ablakot vagtunk a
tojashéjon. A bejuttatandé anyagot Hamilton fecslkeal injektaltuk a chorioallantois
membranon keresztul. A csirkeembriokba 20 ug PAGA®@at adtunk 25 ul fiziologias
séoldatban feloldva. A PACAP6-38 mennyiségét kor&lderletek alapjan szamitottuk ki. A
kontroll tojasokba ugyanezzel az eljarassal ugylmekvolumen séoldatot injektaltunk.

A szaglasi memoria vizsgalata

Csirkeembriokba 20 pl PACAP6-38-at injektéltunk. kntroll &llatok fiziologias
sboldat kezelést kaptak. A tizenttodika huszadik embrionalis napig a tojashéjakat 300 u
eperkivonattal bekentik, mind a PACAP6-38 kezeltycdha sokezelt tojasoknal. A kezeletlen
kontroll csirkék nem kaptak eperkezelést, ezekktil@hitve is keltettik. A kikelés utan
minden &llatketrecbe két Uvegpalackot tettlink, apike eperaromaval kevert vizet




tartalmazott. Az illataromaval kevert és nem kevé&tfogyasztasat naponta mértik a kikelést
kove® hatodik napig.

Viselkedésvizsgalatok

Open field teszt

Az altalanos exploratorikus (,feldef) és a lokomotoros aktivitast az open field
berendezésben vizsgaltuk. A tesztet két napostéekes korban végeztik el. Minden teszt 6t
percig tartott és videora rogzitettik, majd a kkeei viselkedési paramétereket vizsgaltuk:
az el$ lépésig eltelt id, az el$ csipogasig eltelt il a Iépések szama, adott rékezen
tartozkodas ideje, megiramodasok (futasok) szareaghkulési kisérletek szama, csipegetések
szama, tollcsipkedések szama, szarnycsapkodasakasza fej elre-hatra és oldalra
forditasanak szama, szeékletlritések szama, faettdiltas-tartozkodas ideje, atlésan futasok
szama és az ugrasok szama. A teszt parametrikuaitaB8tudent’s t-teszttel, mig a nem
parametrikus adatokat Man-Whitney teszttel értéikeki.

Altalanos magatartas (general behavior) teszt

Az allatokat sajat ketreciukben, sajat kornyezetiklvizsgéltuk A teszt alatt 15
szamolas tortént, egy szamolas egy percig tagattiaden szamolas kozo6tt egy perc sziinetet
tartottunk. A tesztet 21 napos korig naponta elgide egyszer a délgti érakban, és
egyszer a délutani édzakban. A kovetkézparamétereket vizsgaltuk: eves, ivas, allas, ulés,
mozgas, tollaszkodas, csipegetés, aggressziverk rabhai csipése, sajat maga csipése. A
mérési eredményeket szazalékban fejeztik ki. Adnegayeket Student’s t-teszttel értékeltiik
Ki.

Szocializacios teszt — runway test

A runway teszttel az allatok szocialis viselkeddséet vizsgalni. A futéfolyoso két
méter hosszu, egy végén egy doboz taldlhatd (stedt, a masik végén pedig két, azonos
ketrecl®l szarmazo allat egy ketrecben (goal box). A tagktimatizacidval kezddott, a start
boxban az allat két percet toltétt, mikbzben vdgihatta a masik két allatot. Két perc eltelte
utan a start box ajtajat kinyitottuk és mertik @#,iamig az allat a futdfolyosoéra lép. A goal
box ebtti 20 cm-es szakaszba valo belépést mar pozitiendkeltik. Majd mértik az &d,
amit az allat a goal boxdti tertileten toltott. A teszt tiz percig tartattelyet az allatok négy
és tizennégy napos koraban végeztiink. Az eredméigstehasonlitasat Student’s t-teszttel
végeztuk.

4. Eredmények

PACAP és a VIP meqgoszlasa csirkeagyban embrioéslislidtt korban

A RIA mérések eredményeképpen kapott adatok attialk, hogy a PACAP és a VIP
nagy mennyiségben jelen van az embrionali$dég masodik felében. A PACAP38 szintje
minden vizsgalt agyterileten szignifikdnsan magdasedlt, mint a VIP. A legmagasabb
PACAP szintet az agytorzsben mértik, majd csokkearrendben a hypothalamusban,
kisagyban, mig a telencephalonban volt a legalgedin a szint. Ezek a szintek csdkken
tendenciat mutattak az embrionalis kor masodikbfhévalamennyi vizsgalt agyteruleten.
Szignifikans kilonbséget az agytorzsben és a hgpatiusban talaltunk a 15. és a 20. nap
kozott. A PACAP szintjének valtozasa az embrion&lisban, majd a kikelés utani és a



késsbbi felnsttkorban a kdvetkézmegoszlast mutatta: az embrionalis kob é&dében érte el
a peptid a maximumat (E8 és E9 napokon), és eoskiegsok szignifikAnsan kilonboztek az
0sszes tobbi értéit Ezutan a PACAP-értékek a csucsitel szintre csOkkentek. Az
embriondlis kor masodik felében a szintek nem Widinbek a embrionalis kor éldelében
tapasztalt szintekt A kikelés ebtt €s a kikelés napjan tovabbi cstkkenést lattdnkikelés
uténi és a kébbi felnsttkorban szignifikdns valtozasokat nem tapaszt&ltun

A VIP-szintek is cstkkenést mutattak a ddgs soran, ez az agytdrzsben bizonyult
szignifikdnsnak. Osszehasonlitva a PACAP38-cal, IR-8zintek szignifikansan mindig
alacsonyabb értéket mutattak az 6sszes vizsgétréggten.

A PACAP napi ritmusa

Agytorzs:
A PACAP38 napi ritmusa akD, LL ésDD csoportban egyarant észlelhetolt. A

szubjektiv vilagos 6rék alatt nem volt szignifik&idonbség a csoportok k6zott, az értékek 4-
10 ng/mg fehérje kdzott ingadoztak. A szubjektives@rak alatt a PACAP szintje 12-19
ng/mg fehérje szintre emelkedett. A PACAP &tlagoimte a szubjektiv sotét ordk alatt
szignifikansan magasabb volt ebben a harom csapurthint a szubjektiv vilagos orak alatt
mérhet szint. AzLD csoportban egy magas csucs volt észlélagélkor, mely kilénbdzott
az 0sszes tobbi épontban mérhéteértékdl. Az LL csoportban a csucsérték 21 érakor volt
mérhed, szintén szignifikansan kilonbdzott a tobbi ékiekA DD csoportban is 21 érakor
volt a csucs, és ez is kiulénb6zott az alacsonyatd@bektl. A legalacsonyabb koncentracio
15 és 18 odrakor volt, és ezek az értekek szigmfika kilonbodztek az 6sszeézél nappali
ertéktl. A DL csoportban két csucs volt méhéab és 21 6ra kdzott, szignifikdnsan eltértek
az dsszes korabbi és kébi idopontban mérhétértékekél. A Cosinor analizis szerint 4D
eésDL csoport mutatott cirkadian ritmus, migladz ésDD csoport nem.

Diencephalon:

Az LD, LL ésDD csoportban a PACAP 6-10 ng/mg fehérje ktzott aolizubjektiv
vildgos oOrak alatt. A szubjektiv s6tét orak aldtben a harom csoportban a szint emelkedett
(11-14 ng/mg fehérje), legmagasabb 21 6rakor wltlaésDD csoportban, és 24 6rakor az
LD csoportban. A szubjektiv sotét orak alatt mérhétlagos PACAP-értékek nem
kilonbodztek szignifikansan egymastol, de kulonbbzatszubjektiv vilagos orak alatt mérhet
ertékekél, tekintet nélkul a fényviszonyokra. WL csoport értékei is hasonldk, mint az
agytorzs esetén: legmagasabb érték a sotét pend@ddn, €s a vilagos kezdetén (15-21 ora
kozott) volt. A Cosinor analizis mindegyik csopantiszignifikdns napi ritmust mutatott ki.

Telencephalon:

Az LD, LL ésDD csoport adatai hasonlo napi valtozast mutatnakzubjektiv vilagos
orak alatt csokkeh mintdzatot mutatnak 12-21 éra kozott, legalacsbbhyérték 21 orakor,
12-15 ora kozott és 18 orakor volt méthezekben a csoportokban. Az alacsony és magas
értékek szignifikansan kilénboztek egymastoIDA csoportban két csics lathato: 18 és 3
orakor (korulbelll a vildgos szakasz kezdetén éewg ADL csoport kivételével a tébbiben
ritmikus folyamatot talaltunk.

Retina:

A négy csoport hasonlo valtozasokat mutatott:sbuidn az értékek csokkeni kezdtek, a
legalacsonyabb érték 12-15 6ra kdzo6tt volt mérhatszubjektiv sotét periodus kezdetére az
ertékek az eredeti szintre emelkedtek, fuggetlanilegvilagitasi feltételetdt A kilonbség a



legalacsonyabb és legmagasabb érték kdzott skgndivolt mindegyik csoportban. AD
csoportban magas értékek mutathatok ki 3, 6, 224é8rakor, alacsony értékek 9, 12 és 15
orakor. Hasonl6 mintazat lathatoL& csoportban, de akzL értékek mindig alacsonyabbak
voltak, mint azLD értékek. ADL csoportban magas értékek meédhed és 24 orakor. AD
csoportban a legmagasabb értékek 3 és 6 orakatd&thAzLD ésLL csoport atlagos értekei
kozott szignifikdns kilonbség van. A Cosinor analfmindegyik csoportban kimutatta a napi
ritmust.

Tectum, cerebellum, hypohysis, corpus pineale:

Ezekben az agytertletekben nem taléltunk napikitsnvaltozasokat egyik statisztikai
teszttel sem. A tectumban és a kisagyban a PACARekuracioja 4-5,5 és 2-3,3 ng/mg
fehérje kozott valtozott. AL csoportban — bar nem szignifikAns — emelkedéstapiaato a
szubjektiv vilagos orak alatt a tectumban és ajeulsotét orak alatt a kisagyban. A corpus
pinealeban szignifikAns emelkedés volt lathatocsik aDL csoportban a sotét érak alatt. A
hypohysis esetén dzD ésDD csoportban enyhe — nem szignifikans — emelkedébeaticéa
szubjektiv sotét érak alatt.

A PACAP-szintek valtozasanak vizsgalatakbsavatkozasok hatasara: pinealectomia és
éhezés

Pinealectomia:

Jelen vizsgalatainkban azt tanulmanyoztuk, hoginaalectomia milyen hatassal van a
PACAP és a cAMP nappali-éjszakai szintjére 14 dkages és 10 oOra sotét korilmények
kozott tartott madarak kulonbézagyteriletein. Eizé tanulmanyunkban magas PACAP-
szintet és napi eltérést tapasztaltunk az agytéresbs a diencephalonban. Ezeken a
terlleteken a PACAP-szint 15 és 18 6ra kozott alagwolt, de 21 és hajnali 3 ora kdzott
magasnak bizonyult. Jelen kisérletiinkben egy lébets6sszefliggeést talaltunk a tobozmirigy
és a PACAP kulonb@zagyteruleteken mért szintje kézott. A PACAP s&ntkilonbod
agyterileteken vizsgaltuk fiatal és prepubertéat@tban. A PACAP szintje szignifikAnsan
magasabb az agytdrzsben és a diencephalonbangutogaizalt allatokban.

A PACAP szintje egyforman névekedett az agyttrashes a diencephalonban. Az
agytorzsben 68 és 41%-0s volt az emelkedés 15 émaRdr, és ez szignifikansnak bizonyult.
A diencephalonban a véltozas tendencidja hasonltd ®O0PACAP szintjének emelkedése
pinealectomia utan 21 és 28%-0s volt 15 és 24 drabksszehasonlitva az &litt allatokkal
a 15. és 24. 6ras adatokat azt talaltuk, hogy palaprtékek szignifikdnsan magasabbak
voltak az éjszakai értékeknél a pinealectomizalazslntitott allatoknal egyarant, mindkét
agyteruleten. A telencephalonban a PACAP szintigngikansan magasabb 15 o6rakor, de
nem talaltunk szignifikdns kulonséget a pinealeddih és az alrtott allatok kdzott egyik
idépontban sem.

Ehezés:

A PACAP szignifikans emelkedése lathatd az éhdzemdete utan 36 Oraval a
hypothalamusban, agytérzsben és a telencephalo#b&essbbi idépontokban az értékek
visszatértek a kontroll csoport értékeihez.

A VIP-szintek csirkékben a kovetkizvaltozast mutattak: az értékek egyenletesen
csokkentek mindharom vizsgalt agyterileten, dersfdigins kilonbség a 36 orassgbntban
lathat6. 84 ora mulva a koncentraciok — a telenalgphkivételével — a normal értékhez
kozelitettek.



Az adatokat Osszehasonlitottuk patkanyok adataisalA PACAP szignifikansan
emelkedett az éhezés utan, mar a 12. éraban a Hayawtusban, agytorzsben és a
telencephalonban. Ezutan az értékek visszatértekraal kontroll allatok értékeihez. A VIP
esetén a koncentraciok folyamatosan emelkedtekpathglamusban és a telencephalonban,
majd az értékek csokkentek. Az agytorzsben azomlzaéhezés utani 84. ordban meértink
magas szintet.

In ovo kezelés hatdsa a motoros és szocialis edétke

Az E8 napos korban kezelt allatok altalanos maftfsa azt mutatta, hogy az
antagonistaval kezelt csoport a megszokott korrpere aktivabb volt, az allatok
szignifikansan tobbet futottak, tollaszkodtak, &sigtek. Az embrionalis kor mésodik felében
kezelt allatoknal semmilyen kilénbséget nem figygttmeg. Az E8 korban PACAP6-38-cal
kezelt allatok a két napos korban végzett opentfiesztben is aktivabbak voltak, majd ez a
kulonbség megsmnt két hetes korra. A szocialis magatartas vizégadd lényegesen nagyobb
valtozast tapasztaltuk. A startbox elhagyasi idepébem volt kilonbség, de a PACAP6-38-
cal kezelt allatok 50%-a nem érte el a célzonatynégpos korban, szemben a kontroll
csoportban mért 25%-kal. Tizennégy napos korbanarégtdbb allat elérte a célzénat, bar
ez még mindig kisebb arany volt a PACAPG6-38-calekeezsirkéknél. Az az 6l ami alatt
elérték az allatok a célzonat, szignifikhnsan mallassolt a PACAP antagonistaval kezelt
csoportban. Ezenfelll a célzonaban toltéti I@dnyegesen kevesebb volt, mint a kontroll
allatoknal. Az E16 napos korban kezelt allatoknal ityen kilénbséget nem tapasztaltunk.

PACAP szerepe a szaglasi memdria kialakulasaban

A normal kontroll &llatok — melyeket nem kezeltlsuk embriondlis fefldés alatt — az
epres vizBl szignifikhnsan kevesebbet ittak, mint a tisztabéi. Napokra lebontva az
eredményeket azonban azt latjuk, hogy szignifikédilénbség van a kétféle viz fogyasztasa
kozott. A ket kilbénb6i viz fogyasztasa kdzott nem volt szignifikans kibgég azoknal az
allatoknal, melyeket in ovo eperrel kezeltiink, skema normal kontroll allatokkal. A kikelés
utani egy-két napban az eperillatt vizbdél tobbgyésztottak mint a normal viéb

A PACAPG6-38-cal kezelt csirkék szignifikAnsan kesfebet ittak az epres vidbmint a
tiszta vizlbl, hasonléan azokhoz a normal kontroll csirkékhezelyek nem kaptak
eperkezelést az embriondlis &ejés alatt. Az eperillatd visbtobb mint 50%-kal kevesebbet
fogyasztottak, mint a tiszta viéb A vizsgalt hat nap alatt szignifikans kulonbségdaltunk
a vizfogyasztasok kozott.

5. Megbeszélés

PACAP és a VIP meqgoszlasa csirkeagyban embrioéslisli@tt korban

A RIA mérések eredménye szerint az embrionaliédés masodik szakaszaban mind a
PACAP, mind a VIP nagy mennyiségben kimutathatoPACAP-szintek szignifikAnsan
magasabb értékeket mutattak, mint a VIP-szinteldamnvizsgalt agyterileten. Legmagasabb
PACAP-szintet az agytdrzsben mertink, ezt kovetty@othalamus és a kisagy, legkisebb
szint a telencephalonban volt méheMindkét peptidszint kébb csokkefi tendenciat
mutatott. A VIP-értékek alacsonyabb szintje arrgeshkovetkeztetni, hogy a PACAP-nak



dominansabb hatdsa van a szabalyozé mechanizmusaizbambrionalis életkor masodik
felében. Az, hogy a PACAP-nak magas, mig a VIP-aklcsonyabb szintje mutathatd ki
ebben a fefldési idbszakban, azt valosZisiti, hogy mindkét peptidnek fontos életkor- és
régiospecifikus szerepe van.

A PACAP napi ritmusa

Eredményeink szerint a legmagasabb PACAP-szintetiemcephalonban és az
agytorzsben talaltuk, majd ezeket kovette az aggtimn, tectumban és kisagyban mért
PACAP-szintek. A legalacsonyabb értékek a hyposingsi, corpus pinealeban és a retinaban
voltak mérheatk. A PACAP-szintek napi véaltozasa hasonlé a diehakmban és az
agytérzsben. A2D, DD ésLL csoportoknal a PACAP emelkedett a sotét periothts @z
LD csoport adatai nagyfoku egyezést mutatnak patlgyyorzsben mért adatokkal, ahol a
PACAP, VIP és szamos mas hormon magas koncenteatigtutathatd ki az éjszakai orak
alatt. A forditott megvilagitasban tartott csop(@t.) PACAP-értéekei nem kovették a masik
harom csoportnal tapasztalt ritmust. A PACAP najliozasai a telencephalonbanld, DD
ésLL csoportnal figyelnék meg. A PACAPés a cAMPszintje emelkedett pinealectomiat
koveten, mely arra utal, hogy a tobozmirigynek (ill. @latoninnak) jeleriis szabalyozé
szerepe lehet a PACAP-neuronrendszer ndpioaéseben. A PACARIrkadian ritmusanak
kialakithsaban a corpus pineale (ill. a melatomodulald szerepet jatszik ugyan, de nem ez
az el$dleges szabalyozodja. Erre utal az is, hogy a g@étéddusban jéval magasabb értékeket
talaltunk. A PACAPszintje szignifikAnsan magasabb volt a vilagosquersban dekapitalt
pinealectomizalt allatokban a diencephalonban éaggrorzsben, mint az alitott kontroll
allatokban. A sttét periodusban az emelkedés nagyodrtékinek bizonyult, eldsorban az
agytorzsben. A PACAP-szint napi valtozasa az aggtign és a diencephalonban kilénbséget
mutatott fiatal és iésebb csirkékben.

A PACAP-szintek valtozadsanak vizsgalata kideavatkozdsok hatdsara: pinealectomia és
éhezés

Kisérleteinkben sikerilt kimutatnunk, hogy pineabenia utan a PACAP- és cAMP-
szintek emelkedtek az agytdrzsben és a diencepdbaioz adatokbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a corpus pinealnak egyfajta gatlé hatasa lahRACAP altal szabalyozott hatasokra.
Ugyanez a gatlo hatas elmondhat6é a \WPig, mely a legszorosabb szerkezeti rokonsagban
van a PACAP-pal. Az adatok szerint a corpus pindalelés a diencephalon PACAP-
szintjének szabalyozasaért, és indirekt modon akzokészabalyozé mechanizmusokert,
melyek eredménye az éjszakai CAMP emelkedése aapbalonban pinealectomia utan.
Azonban valészifsithet, hogy a corpus pineale nem azédleges szabalyozo faktor az
agytorzsi PACAP-szintek napi ritmikus valtozasabaminealectomia befolyasolja bizonyos
hormonok napi ritmusat, mig mas hormok szintjét rennti. Ezen korabbi tanulmanyok
szerint csirkében a corpus pineale addikges pacemakere a hormonok és neuropeptidek
napi ritmikus valtozasainak. A jelenlegi adatokaamutatnak ra, hogy csak bizonyos élettani
modalitasokért felés a corpus pineale és a melatonin. Az éhezésebknamyok ereményei
szerint a vizsgalt agyterileteken a PACAP- és \diatek alakulasa azt mutatja, hogy a
PACAP-szintek emelkedtek a tdplalékmegvonés utdniogatdl. Ugyanakkor a VIP-szintek
megoszlasa 0Osszetett mintdzatot mutattak: patkangsletén a hypothalamusban,
telencephalonban emelkedtek, és az agytorzsbenkemsidk. Csirkékben szignifikdnsan
csokkentek a VIP-szintek minden agyterileten 36alra éhezés kezdete utan.
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In ovo kezelés hatasa a motoros és szocialis edéste

Egyszeri PACAP6-38 adasa az embriondlis éleb &$eben atmeneti valtozdsokat
okozott az altalanos és a motoros viselkedésberzebasonlitva a kontroll allatok
viselkedésével. A viselkedésbeli valtozasok tobbsggikelés utani 14. napon mefysiz Az
embrionalis élet masodik felében adott kezelés rmdwmzott valtozasokat a viselkedési
mintazatokban. Az embrionalis 8. napon (E8) keakittok kilénbdd agyteriletein végzett
vizsgalatokban a PACAP-szintek csokkentek, de nelnkillébnbség a PACAP-szinteknél a
kontroll és PACAP6-38 kezelt allatok kozott. Az abtlk altalanos viselkedésének napi
vizsgalata kimutatta, hogy a PACAPG6-38 kezelt akasokkal aktivabbak voltak minden
vizsgdlt viselkedésformaban a sajat familiaris é@iikben. Szignifikans kilonbség volt a
futasban, csipkedésben és tollaszkodasban. Aztaktyeli kilonbség a masodik hétrdiptt
és a két hetes allatok kevésbé voltak szorongéhdmak, j6I mutat az, hogy kevesebbsid
toltottek a fal kdzelében az open-field dobozbaalamint tébbszor tettek kisérletet a
menekulésre. A locomotoros viselkedésvaltozasoleastn jellege az érzékeny embrionalis
periodusban adott egyszeri injekcionak kdszdhhatPACAP6-38 hatasa sokkal fi@hbbb
volt a szocialis viselkedésre, mint a motoros esdésre. Az embriondlis féfés el§
feleben kezelt csirkék lassabban kozelitették meglaonat és szignifikansan kevesebdt id
toltottek tarsaik kozelében. Ez a fajta viselke@sl4. napon volt legjobban lathatd,
ellentétben mas viselkedésmintazatokkal, amik aprédsre mar elintek. A kezelt csirkek
késibb érték el a goalzone-t, mint a kontroll allatakpi azért érdekes, mert ezek a kezelt
allatok jobban teljesitettek (tdbbet mozogtak) gzerefield tesztekben. Eredmeényeink
kimutattak, hogy a PACAP-tartalom szignifikansabldent a fejpdés alatt minden vizsgalt
agyteruleten. Ezek az adatok alahuzzak a PACARtjslégét a viselkedési mintazatok
fejlédésében. A PACAP6-38 kezelés nincs hatassal a PAGAdomra, nem volt
szignifikans kilonbség egyik dgontban sem. Egyszeri PACAP6-38 injekcio az érzgken
periodus alatt csekély, jelentéktelen viselkedésiddiozasokat okozott.

PACAP szerepe a szaglasi memoria kialakulasaban

Az in ovo eperaromaval kezelt allatok a kikelédnuhem valogattak az izes és izetlen
vizbol, ellentétben a kontroll allatokkal. Azok az &tk melyeket in ovo eperaromaval
valamint PACAP6-38-cal is kezeltink, a tiszta vizmeferaltak, hasonléan a kontroll
allatokhoz. Az eredmények szerint a PACAP-nak gmereyan a szaglasi memobria
kialakulasdban. Az PACAP &6 hatasaihoz hasonléan a PACAP ezen mechanizmusa sem
teljesen ismert, viszont nagyon jol ismert a PACAP receptorainak @&brdulasa és
megoszlasa. Knockout egerekben, ahol hianyzik aAACZagy a PAC1 receptor, a tanulasi
mechanizmusok illetve az ezzel kapcsolatos tantd&sprok niikddése hianyosak voltak. A
VIP, hasonléan a PACAP-hoz, kimutathatd a memdigainatokért feldls struktirakban.
Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a PACAP-nak hat&sa az idegrendszer féflésében, és
az embrionalis memoaria kialakulasaban.
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