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2004 és 2007 kozotti eredményeink dsszefoglalasa:
Az éragének vizsgélata

A madarak tobozmirigyének circadian ritmusos miikddésében is feltehetéleg kulcsszerepet
jatszd Oragének azonositasa céljabdl mas, elsésorban alacsonyabb rendii speciesekben
megtalalt és emlésokben is szerkezetileg azonositott dragénekkel homolog helyeket kerestiink
madar génkonyvtarban. A csirke oragén homologokra primereket terveztink és RT-PCR
modszerrel megvizsgaltuk, hogy a génszakaszok csirkében expresszaldonak-e a
tobozmirigyben. Kimutattuk, hogy a csirke tobozmirigyben a filogenetikailag ismertebb
Oragének tobbsége, a Clock, Bmall, Bmal2, Perl, Per2, Per3, Cryl és Cry2 expresszalodik. A
reverz transzkripciéban alkalmazott specifikus antisense primerekkel sikertlt a Perl
expressziot 6 hetes csirkék tobozmirigyeiben is kimutatni. A Cryl, Cry2, Bmal2 és a Clock
oragének mRNS-eit sikerilt kimutatni 15 napos csirke embridk tobozmirigyeibdl is.

A Cryl és a Clock esetében szemikvantitativ RT-PCR madszer segitségével mértik az mRNS
szintek napi ritmusat. Megvizsgaltuk, hogy a génexpresszié ritmusa kornyezeti
megvilagitassal milyen mértékben befolyasolhatd. Az mMRNS expresszio valtozasait éjszakai
megvilagitas alatt, ill. a kornyezeti feny/sotét ciklus megforditasa uténi elsé ciklusban
vizsgaltuk 6 hetes csirkékben. Az oOragének expresszids mintazatat az éjszaka alkalmazott
megvilagitas 2 6ran belul megvaltoztatta.

Megvizsgaltuk csirke tobozmirigyben, hogy a ritmusos dragen- expresszié valtozas milyen
embrionalis stadiumban alakul ki. A kikelt allatokban mért mRNS ritmushoz fazisban hasonlé
mintézatot mértiink 18 napos csirke embridkban is, fény/sotét és allandé sotétben inkubalt
embriok esetében is. Eredmeényeink alapjan csirke tobozmirigyben a ritmusos oOragén-
expresszid kialakulasahoz nem sziikséges a kornyezeti fényviszonyok ritmusos valtozasa. 10
nM PACAP kezelés in vitro mindkét vizsgalt oOragén expresszidjat csokkentette az
alkalmazast kdveté6 2 oran belil, mely a neurohumordlis kornyezet tobozmirigy-mikdodést
szabalyoz0 szerepére utal.

A circadian melatonin (MT) szekréci6 kialakulasanak vizsgalata

A kordbbi évek munkajat folytatva vizsgaltuk a csirke embrionélis melatonin szekrécio
fejlédeset befolyasolo tényezoket. Mivel ritmikus bioldgiai folyamatok fejlodésérél eddig
meglehetésen kevés irodalmi adat szOlt, a téma jelenleg is a tudomanyos érdeklédés
kdzéppontjaban all. Kimutattuk, hogy a melatonin és cAMP koncentraciojanak napszakos
ritmusa a 16-18. embriondlis napokon jelenik meg in vitro koriilmények kozott is.

A ritmikus szekrécio kialakulasa azonban periodikus ingerek (fény, hé, tojasforgatés) nélkdil
késik. Kisérleteink soran megprobaltuk ezen ingerek kozul a felnétt csirke melatonin
ritmusanak szinkronizalasaban kulcsfontossagu kornyezeti megvilagitas hatasait, szerepét
feltarni. A tobozmirigy MT termelése mar a 14. embriondlis naptol kezdve érzékenynek
bizonyult a kils6 megvilagitasra, de az ebben a korban alkalmazott in vitro ritmikus
megvilagitas esetén sem jelenik meg a 17. embrionalis napnal korabban a MT ritmus. Ezzel
az eredménnyel igazoltuk, hogy bar a tobozmirigy fény-receptorai mar a 14. embriondlis
napon is mikodoképesek, a fényingernek még nincs direkt, in vitro a corpus pinealéra
gyakorolt szinkronizalé hatdsa. A 17 napos embridk tobozmirigyeit forditott fény/sotét
ciklusu in vitro kornyezetbe helyeztik, ahol a megvilagitas intenzitasanak mértekét 10 lux-ra
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csokkentettik. A melatonin szekrécid ritmusa, hasonléan a felnétt allatokéhoz, 2 cikluson
beltl megfordult, mely hatast 10 luxos fény/sétéet ciklusok megforditasaval is tapasztaltunk.
Ezzel igazoltuk, hogy a 18. embrionalis naptdl kezdve a csirke tobozmirigy méar a rendkivil
alacsony intenzitasu megvilagitassal is vezérelheto.

Eredményeink szerint a pituitary adenilate cyclase activating polypeptide (PACAP) mar a 13.
embrionalis napon fokozza a CAMP és a melatonin termelést, de a ritmus fejlodését, illetve
annak fazisat nem valtoztatja meg. Mas kisérletekben a csirke embridkat in ovo a 8. illetve a
15. embrionalis napokon pituitary adenilate cyclase activating polypeptide (PACAP)
antagonistaval (PACAPG6-38) kezeltiik. A lokomotoros aktivitas fejlédesét késlelteté kezelés
az embrionalis melatonin szekrécidjdban nem okozott valtozast a kontroll allatokhoz képest.
Ezek az eredmények is alatamasztjak feltételezésiinket, hogy a PACAP nem sziikséges a
melatonin szekrécio és/vagy a circadian ritmus fejlédéséhez. Tovabba kimutattuk, hogy a 13.
és a 18. embrionalis napok kozott vasoactive intestinal polypeptide-del (VIP) periddikusan
tortént in vitro ingerlés nem valtoztatta meg a melatonin szekrécid jellegét, a ritmikus
kornyezeti ingerekkel (fény, ho, tojasforgatas) ellentétben nem indukélta a circadian ritmus
megjelenését. Ugyanakkor a VIP mar a 14. embrionalis naptél atmenetileg fokozza a
melatonin termelést.

A circadian MT szekréciot szinkronizalo6 tényezdk vizsgalata

Vizsgéltuk a csirke tobozmirigy melatonin szekrécidjat a kulvilaghoz szinkronizald tényezok
periodikusan alkalmazott, 12, 8, 6, s6t minddssze harom 6ras megvaltoztatésa (37 °C-rol 41
°C-ra tortén6 emelése) is modositja. A homérséklet valtozasara eltéro valaszt talaltunk a 14-
16 hétnél fiatalabb, illetve az ennél idosebb allatok tobozmirigyei esetén. Tovabba igazoltuk,
hogy az allandé megvilagitas deszinkronizalo hatdsai a kornyezeti hémérseklet ritmikus
megvaltoztatdsa mellett elmaradnak. Kimutattuk, hogy a megvilagitds és a homérséklet
megfelelé megvaltoztatdsdval a melatonin szekrécié atmenetileg 24 ¢6ranal roévidebb
periddusra is kényszerithet6, de ingerlések nélkil az eredeti, circadian ritmus visszatér.

Vizsgéaltuk a Fold magneses terének nagysagrendjébe esd, valtéarammal (50 Hz), illetve lassu
frekvencidju (1 Hz alatti) &ramokkal keltett magneses terek in vitro hatasat. A valtéarammal
létesitett magneses mez6 alkalmazasa esetén a MT ritmus deszinkronizacidjara utalo
amplitadé csokkenest figyeltiink meg. Eredményeink, és azok konferencidkon tortént
megvitatdsa alapjan azonban feltételezhettiik, hogy a magneses mezé embrionalis és felnott
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eszkozokkel torténd tovabbi in vitro vizsgalata nem szolgaltatott volna Gjszer( adatokat.

IHK, ISH és elektronmikroszkdpos maodszerekre tervezett kiserleteinket forrashiany miatt
sajnos nem tudtuk elvégezni.
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