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Roviditések jegyzéke

AH — anterior hypothalamus

AVT — arginin-vazotocin

AVP — arginin-vazopresszin

BSTm — bed nucleus of stria terminalis

CoA - comissura anterior

DBC - decussatio brachiorum conjunctivorum

GnRH - gonadotropin-releasing hormon

ICo — nucleus intercollicularis

LS — lateralis septum (LS1, LS2, LS3: rostralis, medialis, illetve caudalis LS)
mPoa — medialis preopticus area

OT — oxitocin

PAG —periaqueductal grey, periaqueductalis sziirkeallomany
PBS — phosphate buffered saline, foszfat-puffer

Poa — preopticus area

PVN — paraventricular nucleus of hypothalamus

TSM - tractus septomesencephalicus

VIP — vazoaktiv intestinalis polipeptid



1. Bevezetés

A sziil6i utdodgondozas fontos része az emberek szocidlis viselkedésének, igy
természetes hogy sok, modellallaton végzett kutatds iranyul efelé. Azonban a
hagyomanyos laboratoriumi ragesalok sziildi stratégiaja eltér az emberétdl, igy nem a
legmegfeleldobbek ezen kérdéskor tanulmanyozéasara. A madaraknal gyakori monogamia és
ehhez sokszor tarsuld kétsziilds utdédgondozas (Burley & Johnson, 2002) alternativ
modellallatokat kinal a sziil6i viselkedés kutatasara. Zebrapintyek (Taeniopygia guttata)
esetében a him ¢€s a tojo is inkubalja a tojasokat €s eteti a fiokékat, kdzel egyenld aranyban
(Zann, 1996), igy a nemek kozti anatomiai eltérés is vizsgalhatd az agyban.

Egyes agyteriiletek ¢és a koztiik huzoédoé neurotranszmitter rendszer egyéb szocialis
interakciok esetén, mint pl. egyedek kozotti kapcsolatok kialakitasa, vagy a territorialitas
sz¢leskorlien vizsgalt, azonban szerepiik a sziil6i viselkedésben mindezidaig ismeretlen.

Ezek miatt dontottiink gy, hogy kutatasunk az arginin-vazotocin (AVT) és a
vazoaktiv intestinalis peptid (VIP) eloszldséara iranyul kiilonb6z6 stddiumban 1€v6 him és
toj0 zebrapintyek esetében azon agyteriiletekben, melyek fontos szerepet jatszanak a

szocialis viselkedés szabalyozasaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A zebrapinty

A diszpintyfélék (Estrildidae) csaladjahoz tartozo zebrapinty (Taeniopygia guttata)
Ausztralia sz¢leskoriien elterjedt endemikus magev6 énckesmadara. Természetes él6helyén
az aszaly ideje és hosszusaga nem prediktalhato, igy ezen pintyek és egyéb é€lolények
szamara létfontossagliak a vizjarta teriiletek, ahol taplalékot és éldhelyet taldlnak
maguknak a szaraz id6szakban is (Zann, 1996). Ameddig megfelelé mennyiségl viz és
taplalék elérhetd, addig fészekaljat fészekalj utdn nevelnek fel. A készletek kimeriilésével
alabbhagy a reprodukcié mértéke, ami a hereméret és az ovulacié dehidratiacio hatdsara
bekovetkezdé csokkenésével magyarazhaté (Christensen & Vleck, 2008). Bar a
szaporodasmodjuk opportunista a kiszamithatatlan kornyezeti tényezoknek koszonhetden,
tavasszal kicsit tobbszor figyeltek meg naluk reproduktiv viselkedést. (Zann, 1996).

A 90-300 egyedbdl allo koloniakban (Goodson, 2005) fészkeld zebrapinty
szocialisan monogam, de tarsa halala esetén 0j part valaszt (Zann, 1996). Azonban a
laborban Gsszeparositott parok him egyedei ugyantgy udvarolnak parjuknak, mintha a
himek maguk valasztottak volna partneriiket (lhle et al., 2015). Parjuk felé hajlamosak
szinte azonnal kotédést kialakitani (Klatt & Goodson, 2013a). Az emberen kiviil eddig
egyedill a zebrapintynél mutattak ki asszortativ parvalaszto stratégiat. Ez a tarsvalaszto
viselkedés kiszamithatatlan kornyezetben biztos szaporodasi lehetOséget nyujthat
gyengébb mindségli madaraknak is. (Holveck & Riebel, 2010)

Kétsziilds utddgondozas figyelhetd meg naluk, vagyis a him és a tojo is részt vesz a
fészeképitésben, inkubéacioban® és a fiokak etetésében. A tojok kicsivel talan tobb energiat
fektetnek az utodgondozasba, de nagy kiilonbségek fedezhetSk fel parok kozt. Atlagosan 5
tojasbol all egy fészekalj, azonban a magas embri6 és fioka mortalitds miatt a fészekaljak
felébol repiil csak ki fioka a vadonban (Zann, 1996).

A fiatal madarak leghamarabb 50-60 naposan allnak parba, igy sokszor sziiletésiik
évében mar létre is hoznak fészekaljat, ami atlagosan 5 tojasbol all. Az inkubaci6 altalaban
14 napig tart, és 19 nap sziikséges a fiokak kirepiiléséig (Zann, 1996).

A japan fiirj (Coturnix japonica) és a hazityak (Gallus gallus domesticus) utan
talan a zebrapinty a legkedveltebb laboratoriumi madar kis termete, opportunista

szaporoddsmoédja, igénytelen életmodja, illetve viszonylag révid életmenete miatt.

! A tojasok keltetése
% A mesotocin és oxitocin szerkezete egyediil a 8. aminosavban tér el, ami mesotocin esetében izoleucin.



Domesztikalt egyedeinél is gyors a kotddés kialakuldsa és emberkozelben is szivesen
koltenek. (Zann, 1996). A legtobb laborallattal ellentétben reprodukcidjukat nem a
fotoperiodus hanem a csapadék mennyisége szabéalyozza. gy gonadjuk nem mutat ciklikus
aktivitast, sosem fejlodik teljesen vissza még kifejezetten kedvezdtlen kornyezeti
koriilmények alatt sem. Gonadjaik mérete és aktivitasa csokken, de javuld kornyezeti
feltételek esetén gyors valaszra képesek (Harding & Rowe, 2003). Mivel reprodukciojukat
a viz ¢és taplalékelérhetoség limitalja, laboratoriumban képesek egész évben szaporodni
(Zann, 1996)

Ezen tulajdonsagainak koszonhetden évtizedeken keresztiil volt modellallata az
szamos szocioszexudlis viselkedésben. Genomjanak teljes szekvencidjanak ismeretében
egyre fontosabb lesz viselkedésgenetikai és genomikai kutatasokban is (Klatt & Goodson,
2013a; Leung et al., 2011).

Fontos kérdés azonban, hogy a kutatdsok soran vizsgélt zebrapintyek mennyire
kiilonboznek vadon €16 tarsaiktol, tehat mennyire lehet 4ltalanositani az eredményeket.
Forstmeier és tarsainak munkaja (2007) bemutatta, hogy a laboratoriumokban tartott
pintyek veszitettek genetikai valtozatossagukbol, de még igy is nagyfokt polimorfizmust
mutatnak, nem estek at komoly palacknyak-hatason ausztraliai tarsaikhoz képest. Azonban
arra felhivja a figyelmet, hogy a kutatoknak figyelemmel kell lennie a madarak
szarmazasara, ugyanis az észak-amerikai és europai populaciok kozt jelentds kiilonbséget
fedeztek fel, ami igazolhatja a kutatasok eltérd eredményeit illetve azok mas laborok altali

megismételhetetlenségét.

2.2. Az agyi szociadlis hdlozat

Az agyi szocialis halozat elmélete Newman (1999) felvetésén alapul, aki észrevette,
hogy eml6sokben bizonyos agyteriiletek nem elkiiloniilt, linearis szabalyoz6i egyes
szocialis viselkedéseknek. Himek és ndstények szocialis viselkedéseit kutatd, 1€zion,
elektromos stimulacion, hormon és neurofarmakologiai maniuplacion €s azonnali korai gén
expresszion alapuld vizsgalatok arra mutattak, hogy a limbikus teriiletek egytittese alakitja
ezen viselkedéseket, ugy mint pl. a ndstény szexudlis viselkedést és agressziot, territoridlis
jelolést és az ehhez fliz6d6 agressziot, anyai viselkedést és anyai agressziot. Ezen teriiletek
pedig a kovetkezoek: medialis kiterjesztett amygdala, lateralis septum (LS), medialis
preopticus area (mPOA), anterior hypothalamus (AH), ventromedial nucleus és a
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szomszédos ventrolateralis hypothalamus, valamint a koézépagy periaquaductalis
szlirkeallomanya (periaqueductal gray, PAG) ¢és szomszédos tegmentalis teriiletek (1.
abra). Newman felvazolja, hogy a kognitiv funkciokat elésegité kérgi halézatokhoz
hasonldéan ezen teriiletek egy kéreg alatti limbikus halozatot alkotnak, melyek a szex-
szteroidok altal szabalyozott szocialis viselkedések létrehozasaban és szabalyozasaban

vesznek részt.

CM Amyg/BNST Lat Septum
Med Preoptic Area / Midbrain
Ant Hypothal Ventromedial Hypothal

1. abra: Az agyi szocialis halozat részei Newman elképzelése szerint (1999) — BSTm, LS,

kozépagy, ventormedialis hypothalamus, AH, mPoa.

Ahhoz, hogy egy teriiletet vagy sejtcsoportot a szocialis halozat csomdpontjanak
tekinthessiink, bizonyos feltételeknek teljesiilniiik kell. Ezen teriiletek mindegyike
kolesonos kapcesolatban all az Gsszes tobbi ilyen csomoponttal, neuronjai gonadalis hormon
receptort tartalmaznak, és tobb mint egy szocialis viselkedés aktivacidjaban vagy
szabalyozasaban vesznek részt. Newman feltételezte, hogy egy adott szocidlis viselkedés
nem egy csomopont ki- vagy bekapcsolt allapotanak eredménye, hanem ezen haldzat
aktivacios mintazatabol ered, tehat viselkedések Osszetett sorrendje (pl.: him szexudlis
viselkedés: szaglaszas, hagas, ejakulalas, tisztalkodas) mely a halozat aktivitasanak
dinamikus idébeli mintazatabol kovetkezik.

Az agyteriiletek kozti kapcsolat és azok érzékenysége a Sszex szteroidokra és a
perinatalis fejlodés kritikus idOszaka alatti érzékenység a nemi hormonok organizacids
hatasara fiigg az allat fajatol. Az allat nemétdl pedig fligg a nemi szteroidok jelenléte az
agyban ezen kritikus periodus alatt. A szteroidok hatasara a szocidlis halozat szexualisan
dimorffd valik, vagyis a sejtek és specifikus sejttipusok szdma az adott csomdpontban
nemenként el fog térni. Természetesen a szex-Szteroidokra vald érzékenység ¢és az idegi

Osszekottetések dinamikusan valtoznak az élet soran a szexualis érettséggel, tanulasi



tapasztalattal, reproduktiv és napi ciklussal, betegséggel és dregedéssel. Rovidebb idétavon
pedig masik allat szagabol, érzékelésbol, szinekbdl, mozgasbol és hangokbdl beérkezd
szenzoros stimulusok altal. Ezen stimulusok azonnali valtozast okoznak a szocialis halozat
csomépontjainak szinaptikus aktivitasban, mely hatds a szinaptikus kapcsolat er6sségétél
fliggden akar hosszutavu valtozasokhoz vezethet. Az adott egyed legjellemzébb szocidlis
valasza az evolucidnak koszonhetéen részben gének altal determindlt, részben az
egyedfejlodés altal befolyasolt.

Az emlOsokre értelmezett szocialis haldzat elképzelését Goodson (2005)
Kiterjesztette az Osszes gerincesre. Ezt elsGsorban a madarak és emlésok szocialis
halézatanak idegi Osszekottetésén, hisztokémidjan ¢és szex szteroid receptorok
elhelyezkedésén alapuld nagyfoku hasonlosag tette lehetévé, megallapitasai azonban
ugyanugy igazak a halakra, kétéltliekre és hillokre is. Ezen hasonlosagok és a
viselkedésbeli megfigyelések arra utalnak, hogy a szocialis halézat a gerincesek agyanak
alapvetd és evolucidsan konzervalddott strukturaja. Ezen feliil Goodson tisztazza, hogy a
szocialis halozat csomopontjain kivill az emlés agy rendkiviil sok szocialis viselkedés
szempontjabol relevans agyteriilet tartalmaz, igy Newman halézatdt a szocidlis agy
magjanak kéne tekintetni, nem pedig egészének. Egy masik kutatdsaban munkatarsaival
(Goodson et al., 2005) olyan adatokat kapott amelyek azt sugalltak, hogy a tarsas
viselkedés valtozasaval egyiitt specifikus valtozdsok kovetkeznek be az agyi szocidlis
halézatban, hiszen nem taldltak agyi kiilonbséget két pintyfaj kozott amelyekben a
kolonialis viselkedés egymastol fiiggetleniil jott 1étre az evoltcio soran. Erdemes
megemliteni, hogy emldsokben a szocialis halézatot a mezolimbikus dopaminerg
rendszerrel tarsitjak, igy Newman halozatat a kiterjesztéssel egyiitt a szocialis dontéshozo
halozat névvel illetik (Goodson & Kingsbury, 2014). Ez a halozat azonban egyelére a
csomopontok megfelelé homoldgjainak hianyaban nem terjeszthetd ki mas gerincesekre.

A szocialis halozat egyik csomopontja a mPOA, mely a kopulaciés (Balthazart &
Ball, 2007) és sziil6i (Dulac et al., 2014; Pfaff et al., 2009) viselkedés szabalyozodja és
felelds a parkotodés kialakulasaért is (Young et al., 2012). Az anterior hypothalamust
els6sorban az agresszioval tarsatjak (Goodson et al., 2012). A hippokampuszbol
legerésebb bemenetet kapod (Goodson, 2005) lateralis septumhoz szintén tarstjak az
agressziot (Maney et al., 2005), a sziil6i gondoskodast (Dulac et al., 2014), csoportalkotd
viselkedést (Kingsbury et al., 2013), parkotodés kialakulasat (Klatt & Goodson, 2013a) és
a szocialis felismerést (Kabelik et al., 2010). A Kkiterjesztett amygdalahoz tartozik az
altalam vizsgalt (2. abra) medialis bed nucleus of stria terminalis (BSTm) is (Goodson &
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Kingsbury, 2014), ami az agressziv viselkedést (Maney et al., 2005), a parkotédést
(Montagnese et al., 2014), és a csoportos viselkedést (Kingsbury et al., 2013; Kingsbury,
2015) is szabalyozza. A kozépagy részét képezi a PAG (Goodson & Kingsbury, 2014),
amelynek egy része homolog madarakban az altalam kutatott nucleus intercollicularis
(ICo) teriiletével (Kingsbury et al., 2015). Az ICo-t eddig kopulacios viselkedéshez
(Goodson & Kingsbury, 2014), agresszidohoz (Goodson & Kingsbury, 2014), de
legféképpen a vokalizacidhoz tarsitottak (Soediono, 1989). Ez utobbi viselkedés, mivel

énckesmadarakrdl van sz6, fontos része a parzasi €s egyéb szocialis magatartasnak.

2. abra Az altalam vizsgalt teriiletek elhelyezkedése saggittalis metszeten

Szamos taxonon végzett neurobiologiai kutatas bebizonyitotta, hogy a szocialis
viselkedést - komplexitasa ellenére - lehet azt molekularis, cellularis és rendszerek szintjén
is tanulmanyozni. Ezen tanulmanyok jelentds része a neuropeptidekre koncetral, melyek
tobb tulajdonsaguk miatt is megfeleldnek bizonyulnak a viselkedés szabalyozésara.
Elészor is, az eldagyban diffizan expresszdlodd monoaminokkal vagy aminosav
neurotranszmitterekkel ellentétben a legtobb neuropeptid és receptora diszkrét idegi
palyakra lokalizalodik. Mésodszor, a neuropeptidek neuromodulatorként is funkcionalnak
relativ lasst, elhtizodd hatéssal az idegi funkcidkra. Végezetiil, néhany neuropeptid
rendszer nagymértékii plaszticitdst mutat a szteroid hormon koncentracié ¢élettani

fluktuaciodja alatt és a fejlodés soran (Insel & Young, 2000).



2.3. Vazotocin

A vazotocin, mas néven arginin-vazotocin a nem-emlds gerincesek szervezetében
jelen 1év6 nonapeptid, tehat 9 aminosav-szarmazékbol épiil fel (Goodson & Bass, 2001). A
gerincesek nonapeptidjei az arginin-vazotocin feltételezhetéen 450 milliard évvel ezel6tti
korai halakban bekovetkezett ¢si duplikacidjabol alakultak Ki, igy jott 1étre az oxitocin
(OT) és a vazotocin klad (Goodson & Thompson, 2010; Klatt & Goodson, 2013a, 2013b).
Az eml6soknél széleskorben kutatott oxitocin nem-emldés homologjai a halak
szervezetében eléforduld izotocin €s a tiidoshalak, kétéltiiek, hiillok, madarak (€s néhany
erszényes) testében jelen 16v6 mezotocin (11e-OT)%. A vazopresszin pedig a vazotocin
(1le®-VP) homolégja emlésdknél. Ezeknek a peptideknek mind a funkcidjuk, mind a
szerkezetiik magas szinten konzervaldédott a gerincesekben, a vazotocin €s oxitocin
egyetlen aminosavban tér el egymastol (Kelly & Goodson, 2014a; Klatt & Goodson,
2013a, 2013b).

Magnocelluldris és parvocelluldris nonapeptid sejtcsoportok megtaldlhatok a
preopticus area és a hypothalamus teriiletén (Poa-AH) az Osszes gerinces esetében. A
parvocellularis sejtek alkotjak a viselkedésre relevans vazotocin/vazopresszin (AVT/AVP)
rendszer konzervalodott kozpontjat. Ezen régi6 AVT/AVP elemei szamos fajban
szexualisan dimorfak és érzékenyek a gonadalis hormonokra (Goodson & Bass, 2001;
Soediono, 1989), viszont az opportunista modon szaporodd zebrapinty esetében a
vazotocin-immunoreaktiv sejtek szamat a kifejlett egyedekben nem szabalyozza szteroid
hormon (Kabelik et al, 2010). A parvocellularis sejtekkel ellentétben a magnocellularis
sejtcsoportok csak néhany faj esetében mutatnak szexualis dimorfizmust, és a kdzponti
nyulvanyok hidnya arra utal, hogy ezek a sejtek nem szabalyozzdk kozvetleniil a
viselkedést. Hatassal lehetnek azonban élettani valtozasokra a hipofizisen keresztiil, mely
kiilonboz6 viselkedéseket valthat ki (pl. sziil6i tisztogatd viselkedés) (Goodson & Bass,
2001). A Poa-AH sejtcsoportjaibdl nytlvanyok indulnak ki tobb felé: az agyalapi mirigy
hatulso lebenyébdl a nonapeptidek bejutnak a vérarmaba; a hipofizis eliilsé lebenyének
eminentia mediana teriiletén a nonapeptidek az adrenokortikotropin kibocsatasat
stimulaljak; mig az agy hatsé részében a vegetativ funkciokat befolyasoljak. Ezen peptidek
intrahipotalamikus kibocsatasa szdmos viselkedést szabalyoz, melyeket evoluciosan

megeldzott és kiegészitett a kornyezetre €s szocialis stresszorokra adott €lettani reakciok

2 A mesotocin és oxitocin szerkezete egyediil a 8. aminosavban tér el, ami mesotocin esetében izoleucin.
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szabalyozasa (Goodson & Thompson, 2010). A direkt innervacion kiviil a vazotocin
parakrin jelatviteli utakon keresztiil is hathat (Kelly & Goodson, 2013, 2014a).

A nonapetpidek a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok alcsaladjanak alkotorészeivel
1épnek kapcsolatba, igy kifejtve hatasukat. Ezidaig halakban, kétéltiieckben, madarakban és
emldsokben négy relevans receptort fedeztek fel, melyek tobbé-kevésbé megfeleltethetok
egymasnak (1. tablazat). A madarakban a VT1, VT2, VT3 és VT4 talalhatdo meg, melyek
eloszlasa fajonként és fajon beliil is valtozik, igy szinte korlatlan funkcionélis variaciot
eredményezhet (Albers, 2015; Goodson & Thompson, 2010; Klatt & Goodson, 2013a;
Leung et al., 2011).

1. tablazat: A vazopresszin-oxitocin peptid csalad receptorainak nevezéktana gerincesekben (Albers, 2015)

EmIdsok Via Vib V2 oT
Madarak VT4 VT2 VT1 VT3
Hullok - - - -
Kétéltlek Vla V3/V1b V2 MT
Halak Vlal/Via2 - V2 IT

A VTI1 az agyban ¢és az uterusban expresszalodik, a vazotocin-szerti hormonokat
nagyobb hatékonysaggal koti, mint az oxitocin-szertieket. Filogenetikailag az emlds V2
receptorral egy csoportba tartozik. A masodjara felfedezett VT2 receptor a VT1-hez
hasonléan nagyobb hatasfokkal koti a vazotocint, mint a mezotocint. Nagy szamban
expresszalodik az agyalapi mirigy eliilsé lebenyének kortikotropin sejtjeiben. Elsddleges
stressz alatt. A viselkedés szempontjabol legrelevansabb receptoroknak a VT3 és VT4
bizonyulnak, melyek az énekesmadarak agyaban széleskoriien expresszalodnak (Leung et
al., 2011). Mivel a vesében jelen 1évé V2 receptor homoldgja a madaraknal nem
expresszalodik ott, igy a madarakban a VT4 receptor relativ fontosabb lehet a vazotocin
emlés homoldgjahoz, a vazopresszinhez (mdsnéven antidiuretikus hormon) tarsitott
funkcidhoz, vagyis a vizhaztartas egyenstlyanak beallitasahoz (Klatt & Goodson, 2013b).
Leung és munkatarsai (2011) kimutattak, hogy a neuropeptid kotOhelyek és a receptor
MRNS-ének expresszioja a paraventricularis nucleus (PVN) és az amgydala egy részét

leszamitva® ugyanazon a helyen talalhaté. Ez arra utal, hogy a receptorok a neuronok

¥ Nem tartalmaznak kotShelyet
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sejttestében vagy kozeliikben expresszalodnak; vagy esetleg az mRNS transzkriptum
azokra a teriiletekre szallitodik, ahol a receptorok expresszalddnak.

Azaltal, hogy a nonapeptidek szamos agyteriiletre, illetve a vérarammal akar az
egész testbe eljutnak, rendkiviil fontos szabalyoz6 szerepiik van. A vazotocin az elsédleges
vizhaztartas-szabalyoz6 hormon a madarakban (Harding & Rowe, 2003), hasonloképpen
mint homologja, a vazopresszin az emlésokben. Ezen feliil szabdlyozza a tojasrakast
azaltal, hogy kozvetlen indukalja az uterus izmainak Osszehtizodasat, pont gy mint az
oxitocin (Norris, 2011). Ezeken kiviil vérnyomas-szabalyozé szerepe is van (Leung et al.,
2011), és hatassal van a GnRH szekrécidjara (Soediono, 1989).

A vazotocin szamos viselkedéssel is kapcsolatba hozhatd, nem véletleniil az egyik
legszéleskoriibben vizsgalt peptid az ilyen kutatasokban. Homologjaval, a vazopresszinnel
egylitt szerepiik van a hibernaciora, helyztevaltoztatasra, tisztalkodo viselkedésre, felderitd
viselkedésre, tanulasra és memoriara, illetve tobbféle szocialis viselkedésre is, melyeket
Goodson és Bass (2001) osszefoglald cikkiikben gyiijtottek Ossze. Szocialis viselkedésen
beliil hatdssal vannak a kémiai jelolésre, vokalizaciora, sziiléi viselkedésre, szexualis
viselkedésre, kotddés ¢€s tarsvalasztasra, agresszidra, szocidlis felismerésre és még a fajok
kozott kialakulo eltérd stratégiara is. Klatt és Goodson (2013a) kutatasuk alapjan azt
gondoljék, hogy a nonapeptid sejttestek és axon nyulvanyok nagymértékii hasonlosaga
miatt a vazotocin alapmechanizmusanak célja a park6tddés kialakulasa emlésokben és
madarakban egyarant. Azonban a vazotocinnak és vazopresszinnek legszélesebb korben
megalapozott szerepe a vokalizaciora kifejtett szabalyozé hatasa (Goodson & Bass, 2001).

A vazotocin hatasat szamos tényezé befolyasolja. Transzkripcioja fiigg nemt6l,
szocialis kontextustol és a személyiségtol is (Kelly & Goodson, 2014b), igy nem meglepd
hogy ezek a kiilonbségek a viselkedésben is megjelennek. Ezen feliil a viselkedési hatdsok
valtoznak fajtol, gonaddlis nemtél és hormondlis kondiciotol fliggden is. Maney és
munkatarsai (2005) kutatasaik soran fajon beliili eltérést is kimutattak a fehértorku
verébsarmanynal (Zonotrichia albicollis). Az agresszivabb, fehér fejtet6esikos
ventrolateralis részén és BSTm teriiletén, abban a két régioban, mely az agressziv
viselkedéssel all kapcsolatban a gerinceseknél. Altalaban az AVT /AVP széleskoriibben
tarsitott a him viselkedési formakkal, habar ez részben a csak himek 4ltal bemutatott (pl.
tars hivasa) viselkedések hangsulya miatt lehet. (Goodson & Bass, 2001). Goodson és
Bass (2001) cikkiikben azt is Kifejtik, hogy habar Az AVT/AVP jelenléte egy adott

régioban utalhat egy adott funkciora, ezen peptidek eloszlasara és az adott viselkedésre
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erds hatasa van a receptorok eloszlasanak, ami evoliciosan konnyen valtozhat. Ez segit
megmagyarazni, hogy az AVT/AVP éltal szabalyozott viselkedések miért hasonloak a
gerinces taxonokban, mig a hatasuk iranya (gatlas vagy elésegités) még igazan kozeli fajok
kozott is eltérhet. Erre az egyik legjobb példa Goodson (1998) kutatasa, ami ravilagitott
arra, hogy a szintén Estrildidae csaladba tartozé territorialis granatpintynél (Uraeginthus
granatina) az AVT intraszeptalis infuzidja gatolja az agressziv viselkedést, mig egy
korabbi kutatasban arra az eredményre jutottak, hogy a kolonialis zebrapintynél eldsegiti
azt (Goodson & Adkins-Regan, 1999).

Mint emlitettem, a vazotocinnak fajspecifikus hatasa is el6fordul, igy érdemes
megvizsgalni az eddig felhalmozodott informacidkat zebrapinty esetében. A kanarival
(Serinus canaria) ellentétben - feltételezhetéen az opportunista szaporodasmodnak
koszonhetéen - a zebrapintyben a vazotocin nem mutat feltiind szezonalis valtozast
(Voorhuis & de Kloet, 1992). Ugy tiinik, a vazotocin minden évszakban fontos szerepet
jatszik. Gatolhatja, illetve stimulalhatja az udvarlasi viselkedést dozistol, androgén
allapottol, és exogén esetben a beadas helyétol fliggéen (Harding & Rowe, 2003). Klatt és
Goodson (2013a) kisérletében a perifériasan bejuttatott VT3 antagonista erdteljesen
csOkkentette a fészkelési viselkedesét tojokban, mig a VT4 antagonista gyengébb hatést
fejtett ki, mely mindkét nem esetében megfigyelhetd volt. A centralisan bejuttatott
antagonistak egyaltalan nem fejtettek ki hatast a fészkelési magatartasra. Ez arra utal, hogy
az antagonistak hatdsai periféridsan, a petevezetékenkeresztiil érvényesiilnek. Harding és
Rowe (2003) kutatasai alapjan azt feltételezik, hogy a vazotocin centralis és periférias
hatdsai szétvalaszthatoak és ellentétes iranytak. Ugyanis a szaraz iddszakban a
hipotalamikusan termel6d6 vazotocin a hipofizisb6l a keringésbe keriil. Ez tobb
mechanizmuson keresztiil gatolja a gonadok funkcidit. Ellenben az extrahipotalamikus
agyteriiletek vazotocin termelésének és funkcidjanak gatlas ala kéne keriilnie aszaly idején
a gonadalis hormonok hianya miatt. Amikor a viz elérhet6évé valik, a vazotocin funkcioja a
hipotalamo-hipofizealis rendszerben gyengiil, kisebb mennyiség iiriilve a keringésbe, ezzel
feloldva a gonadok gatlasat. A vazotocin extrém rovid felezési ideje (13 perc) lehetévé
teszi, hogy amint a viz Gjra elérhetévé valik, a gonadok gyorsan kikeriiljenek a vazotocin
gatld hatdsa alol. Lathatjuk, hogy mint az elsddleges vizhaztartas-szabalyoz6é hormon
madarakban, a vazotocinnak fontos szerepe van az opportunista mddon szaporodd
zebrapintyek kornyezethez alkalmazkodo gyors reproduktiv szabalyozasaban (Harding &
Rowe, 2003; Soediono, 1989). A tarsasagkedveld viselkedésre szintén hatassal van a

vazotocin -elsésorban a BSTm és a PVN teriiletén - ami a kolonidkban él6 zebrapintynél
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igen fontos. A vazotocin fontos hatasa az agresszio szabalyozasa. A PVN teriiletén az AVT
ivarspecifikus hatast gyakorol az ellenkez0 nemmel szembeni agressziora: tojoknal
csokkenti, himeknél noveli azt (Kelly & Goodson, 2014a) Az intraszeptalisan beadott AVT
szintén noveli az agressziot (Goodson & Adkins-Regan, 1999).

Mint azt Leung (2011) is kifejti, az agyrégiok és a hozzajuk tarsitott neuropeptidek
szerepe a viselkedésre kiilonosképpen komplexnek tekinthetd, és a neurdlis kapcsolatok

mintazatatol, aktivacidjatol, tarsulasra valo hajlamtodl és szocialis kontextustol fligg.
2.4. Vazoaktiv intestinalis polipeptid

Az altalam vizsgalt masik neuropeptid a 28 aminosavbol felépiild vazoaktiv
intestinalis polipeptid (VIP), melynek a vazotocinnal ellentétben nem olyan széleskoriien
kutatott a funkcidja a szocialis viselkedésben. A VIP szintén egy konzervalddott peptid a
gerincesekben, a csirkében talalhatd cDNS-es szerkezete hasonlit az emlés VIP génjére.
(Kuenzel et al., 1997). Madarakban és emldsokben a VIP neuronok és rostok szinte minden
szocialis viselkedésért felel6s agyteriileten jelen vannak (Kingsbury et al., 2013).

A VIP-t szamos hipotalamikus ¢és extrahipotalamikus sejtcsoport termeli
(Kingsbury et al., 2013). Ez a peptid a VPAC receptoron keresztiil hat, amely a VIP-n
kiviil alacsony affinitassal a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptidét is koti
(Kingsbury et al., 2013; Kingsbury, 2015). A VPAC receptor kovetkezetesen jelen van
gerincesekben a parkotédés szabalyozasaval kapcsolatos agyteriileteken, igy feltételezheto,
hogy ezen receptor létfontossagu lehet a monogamia kialakulasaban (Kingsbury &
Goodson, 2014).

Legkutatottabb és ezaltal legismertebb szerepe a VIP-nak a prolaktin termelésre
kifejtett hatasa emlésokben és madarakban (Kingsbury et al., 2013; Maney et al., 2005).
Az eminentia mediana kornyéki VIP neuronok altal kibocsatott VIP az agyalapi mirigy
eliilsé lebenyéhez eljutva a pars distalis terliletén elhelyezkedd laktotrop sejtjekben
2011). Kimutattak, hogy a VIP noveli a hipofizisben a prolaktin mRNS expressziojat
(Kuenzel et al., 1997). Emlomirigyek hianyaban néhany madarfaj, pl. a galambfélék
begytejet termelnek megnovekedett prolaktin hatasara. A megnovekedett prolaktin
szekrécid viselkedésbeli hatdsara néhany madarban kivaltédik az inkubald viselkedés.
(Kingsbury et al., 2013). Ezenfeliil, mint az els6édleges prolaktin kibocsatd, a VIP hatassal
lehet az inkubacion kiviil a sziiléi viselkedésre és a szaporodas szezonalis befejezésére is.

Maney és munkatarsai (2005) ki is mutattak a fészeképitési viselkedés és a VIP kozti

13



korrelaciot szinte minden szocidlis viselkedésért fontos agyteriileten, azonban azzal
tovabbra sem vagyunk tisztaban, hogy ez a kapcsolat a prolaktin szekrécion keresztiil jon-e
1étre.

A VIP funkci6ihoz sorolhatdé még a vazodilatacio, feltételezhetéen ennek a hatasa a
megnodvekedett véraramlas; az exokrin mirigyek megnovekedett szekrécidja elmdsdkben,
illetve a somirigyé madarakban (Kuenzel et al., 1997). Az emlds agy energia-
metabolizmusaban is szerepe van, emellett a patkanyok cirkadian ritmusanak modulatora

crer

vagy metabolikus komponense, katekolamin szintézisének és neuroszekréciojanak

s

Kuenzel et al., 1997). A centralis VIP stimuldlja az adrenokortikotropin hormon és
kortikoszteron szekrécidjat, mely hatasnak legalabb egy része a hypothalamus
paraventrikularis magjanak VIP kibocsatasan keresztiil zajlik (Kingsbury et al., 2013).
Végezetiil fontos megemliteni, hogy a VIP hatassal van a fejlédésben 1évo, illetve kifejlett
allatok neuroendokrin rendszerére €s vegetativ idegrendszerére (Kuenzel et al., 1997).

A VIP szocialis viselkedési funkcidi azonban a madarak agresszidjara és a
ragesalok szocialis felismerésére gyakorolt hatasan kiviil kevésbé ismertek (Kingsbury et
al, 2013). Egér embriogenezis alatt a VIP jel csokkentése a méhben VPAC antagonistaval
vagy az anyaban VIP hiany el6idézésével gatolhatd a normal jatsz6 viselkedés, a kotddési
viselkedés, a szocidlis felismerés €s a szocialis jdonsagra adott valasz az utddok kamasz-
illetve felndttkoraban. (Kingsbury et al., 2013). VIP gatlasa zebrapintyben az AH teriiletén
csokkenti a fészekvédelemmel kapcsolatos agressziot, mig a tars kompeticiot nem.
Azonban mas viselkedésbeli aspektusra - mint pl. szocialis kontaktus, tarsasagkedvelés,
udvarlas, park6tddés - nem volt hatassal (Goodson et al., 2012). Kingsbury és munkatarsai
(2013) viszont ki tudtdk mutatni a csoportpreferenciara valé hatasat VPAC receptor
antagonista segitségével. A VPAC receptor antagonista tojokban csokkenti, mig himekben
noveli a nagyobb csoport kedvelését. Ezen feliil csokkenti az 1j kornyezetbe helyezett
allatok szocialis kontaktusat. Ezt megerdsiti az is, hogy a LS és BSTm teriiletén a VPAC
receptorok nagyobb denzitasban talalhatok meg a kolonidlis zebrapintyben egyéb
territorialis fajokhoz képest. Lathatjuk, hogy a VIP fontos szerepet tolt be a szocidlis
kontaktus, tarsasagkedvelés és parkotddés teriilén zebrapintyben (Kingsbury & Goodson,
2014). Megjegyzend6 , hogy a kapcsolat a VPAC receptorok, VIP és viselkedés kozt

madarakban sokszor hely- és ivarspecifikus (Kingsbury & Goodson, 2014).
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3. Célkitiizések

Az altalunk vizsgalt két neuropeptid bizonyitottan szerepet jatszik a szocidlis
viselkedés szabalyozasaban (Goodson & Bass, 2001), ezaltal a szaporodasi stadium egyes
viselkedéselemeiben, pl. a fészekkészitésben is (Kingsbury et al., 2015; Klatt & Goodson
2013b), azonban arrdl nincs tudomasunk, hogy az AVT és VIP eloszlasa a szaporodasi
stadiumtdl vagy a nemtdl fiigg-e jobban.

Kutatasunk el6zménye Montagnese és munkatarsai (2014, 2015) kék cinegén
(Cyanistes caeruleus) és fliggbcinegén (Remiz pendulinus) végzett vizsgalata, melynek
célja volt felderiteni, hogy a szaporodasi stratégiatol vagy nemtdl fligg-e ugyanezen két
peptid eloszlasa. Mivel ez egy természetben végzett kisérlet volt, igy 6hatatlanul fennallt a
veszélye hogy eredményeiket befolyasolta a kiillonbozd koltési stddiumban jaré madarak
anatomiai valtozékonysaga, illetve a befogott madarak csoportonkénti mennyisége is
problémakra adott okot. Ezek miatt volt célszerli laborba, kontrollaltabb koriilmények kozé
helyezni a kisérletet. igy lehetdségiink volt a kérdést kisebb részekre bontani és
konkluzivabb eredményeket kapni.

Kutatadsunkban ezaltal arra probaltunk valaszt talalni, hogy a nemekre jellemzd
anatomiai eltérések vagy az éppen elvégzett viselkedés a meghatarozobb e két neuropeptid
eloszlasaban.

A szakirodalom az AVT és VIP ellentétes hatasar6l szamol be zebrapintyek egyes
viselkedésénél (Goodson, 1998), igy masik kérdésiink az volt, hogy ezek mennyisége
mennyire korrelal egymassal.

Goodson és Adkins-Reagen 1999-es cikkiikben még azt irjak, addig senki nem
vizsgélta az AVT ¢és VIP természetes eloszladsi mintazatat kiilonbozd szocialis
koriilmények kozt (Goodson & Adkins-Regan, 1999). Természetesen az elmult évek soran
ez irdnyban is folytak kutatasok, azonban sok kérdésre tovabbra sem sikeriilt véalaszt
talalni. Az egyik ilyen kérdés ezen neuropeptidek utdodgondozas soran bekovetkezd
valtozasai, amelyet tudtunkkal eddig még senki nem vizsgalt. Bar kutatasunk elsédleges
célja nem ezen neuropeptidek teljes agyi eloszlasanak feltérképezése szocialis viselkedés -
esetiinkben pl. utddgondozas - terén, azonban reméltiik, hogy néhany szocialis viselkedés

szempontjabol fontos agyteriilet vizsgalataval segithetlink hozzéjarulni ehhez.
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4. Anyag és modszer

4.1. A zebrapintyek és tartasi koriilményeik

A kisérletiinkhoz az Eotvés Lorand Tudomanyegyetem (ELTE) Etologia
Tanszékének Allathazaban ausztral vadbefogott egyedekbdl alapitott zebrapinty populaciodt
hasznaltuk (engedélyszam: XIV-1-001/2269-4/2012). Az altalunk hasznalt madarak a 12-
13. generacioval ezel6tt vadon befogott madarak leszarmazottjai.

Az allathazban a pintyek két természetesen megvilagitott helyiségbe vannak
elhelyezve. Nagyjabol 100 egyed nemenként elkiilonitve egy-egy 1,5 X 2,4 X 2 m-es
aviariumban ¢l. Ebbe a helyiségbe a jelenleg nem-szaporodé allomany van Osszezarva. A
két aviarium pintyei audiovizualis ingerekkel kapcsolatban vannak egymassal, de fizikailag
nem. A masik szobaban megkozelitéleg 100 egyed paronként egy 100 x 30 x 35 cm-€s
Osszenyitott dupla ketrecben van elhelyezve, mely egy 12 x 12 x 12 cm-es fa
koltédobozzal is fel van szerelve. A koltdlada tetejéhez egy ,,dummy” kamera van
rogzitve. Ezt az inkubaciod 8. és a fidkak etetésének 11. napjan déleldtt valddira kicserélve
3 oras video felvételeket készitettiink az adott par utddgondozdé magatartasardl. Ebben a
szobaban a ketrecek elhelyezése miatt a parok altalaban nem latjadk egymadst, de hanggal
kommunikélhatnak.

A madarak ad libitum standard pinty magkeveréket és naponta friss vizet kapnak,
valamint hetente minimum kétszer asvanyi anyagban ¢s proteinben gazdag tojas-eleséget
¢s csiraztatott magokat. Az allathdzban apr6 szemcseméretli sodert hasznalnak alomként €s
kokuszrostot biztositanak fészekanyagként. A ketreceket és ropdéket heti rendszerességgel
takaritjak.

Kisérletlink soran a madarakat harom csoportba osztottuk: kontroll, parba allitott,
illetve gondozo. A kontroll csoport egyedei a nagy ropdékbol keriiltek ki. A masik két
csoporthoz egy idében paronként sszeallitottuk a pintyeket, azzal a kiilonbséggel, hogy a
nem gondoz6 csoport nem kapott koltéladat és fészekanyagot. A parok minimum 30 napot
toltottek egylitt miel6tt az agyak kivételére sor keriilt volna.

A madarak parba allitasa és a kisérlet ezen része 2015 januarja és decembere kozott
zajlott le. Az allathdz kapacitdsa és az allatok szaporodasi ciklusa indokolta ezt a hosszu
kisérleti periodust. Ezaltal a mintavételezésre tobb alkalommal keriilt sor, arra azonban
probaltunk figyelni, hogy a gondoz6 parral egyiitt masik csoportba tartoz6 pintyek agyat is
kivegytik.
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A tavaszi periddusban dsszesen 20 allat agyat tavolitottuk el, ami 4 par gondozo, 3
par nem gondoz6 és 3 par kontroll madarat jelent. Ezekbdl az adatokbol gytijott eldzetes
eredmények alapjan ugy dontottiink, 6sszel a gondozd €és a kontroll csoport kozti
kiilonbségre helyezziik a hangsulyt, igy még tovabbi 3 par gondozd és 3 par kontrollal
bovitettiilk a mintaeclemszadmot. Sajnalatos médon az egyik immunhisztokémia nem sikeriilt
jol, igy 4 madar metszeteit ki kellett vonnunk a statisztikai elemzésbol. Mindent dsszevetve

0sszesen 28 madar neuropeptid eloszlasat volt lehetdségiink megvizsgalni.
4.2. Az agyak eltavolitasa

Az agyak eltavolitasara szintén az ELTE Allathazaban keriilt sor. Amint egy par
fiokai elérték a 11. napot, aznap délutan ketté €és harom ora koril sor Kkeriilt
dekapitalasukra. Azért valasztottuk a fiokak etetésének 11. napjat, mert az ELTE-n
hagyomanyosan a 11. nap déleldtt késziil videod, igy a késObbiekben a szakdolgozat
kiterjesztéseként a vided adatait a mieinkhez hasonlitva tovabbi eredményekhez juthatunk.
Emellett szintén fontos volt a felvételek zavartalansadgat biztositani akkor is amikor mas
etoldgiai kutatdsokhoz késziilt a video, hiszen az Osszes, kisérletekben részt vevd madar
egy helyiségben van elhelyezve. Az eredmények Osszehasonlitdsa végett nagyjabol egy
idépontban kellett kivenni az allatok agyat, ugyanis ha szezonalis valtozast nem is
mutatnak az altalam vizsgalt neuropeptidek, napi valtozast mutathatnak, mint a hormonok.

Az etetés 11. napjan a ketrecbdl eltavolitva a sziil6k sulya, tarsus- és szarnyhossza
feljegyzésre keriilt. Az egyedek dekapitalasa utan kozvetleniil vért vettiink az arteria
carotis-bol. A foramen magnumtol indulva a hosszanti hasadék a (fissura longitudinalis
cerebri) mentén felvagtuk a lagy koponyat, majd a két felét ovatosan eltavolitottuk. Az
agyat az agyidegek atvagéasa utan ovatosan kiemeltiik. A himekbdl korrelacids vizsgalatok
elvégzésének céljabol a heréket is eltavolitottuk. Sajnos a sziilok nélkiil maradt fidkak
¢életképtelennek bizonyulnak 11 napos korukban, igy kénytelenek voltunk az 6 agyukat is
eltavolitani és elraktarozni egy késobbi kutatas céljabol. Az agyakat és a heréket 4 %-0s

paraformaldehid oldatba tettiik fixalas céljabol.
4.3. Az agyak feldolgozasa

Kett6-hétnapos fixalas utdn az agyakat 25-30%-o0s szacharéz oldatba helyeztiik,
amelynek krioprotektiv tulajdonsagat hasznaltuk ki a fagyasztva metszés soran. Az agyakat
fagyasztdo mikrotommal 50 pm-es vastagsagu koronalis metszetekre vagtuk. A tavasszal

metszett agyaknal hiarom sorozatba szedtiik szét a metszeteket, hogy Nissl-festést is
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elvégezhessiink az AVT ¢és VIP mellett. Az 6szi metszés soran mar melloztiik a Nissl-t, ez
ugyanis kérdéses esetben segitené az agyteriiletek konnyebb beazonosithatdsagat, azonban
erre nem volt sziikség. A metszeteket a festésig foszfat pufferben (PBS), hiitben taroltuk.
Elofordult, hogy a metszeteket natrium-aziddal kellett kezelniink a penészgomba

megjelenését elkeriilendd, azonban az azid az eredményeket nem befolyasolja.
4.3.1. Immunhisztokémia

A metszeteket haromszor atmostuk PBS-sel, majd 1%-os dihidrogén-peroxidos
PBS-ben aztattuk 15 percig, ezzel elkeriilve az endogén peroxidaz aktivitasbol eredd
zavar6 hattér-reakciot. A harom 15 perces 0,1%-0s Tween 20-PBS mosast kdvetden 0,1%-
0s Tween 20-PBS-ben 1%-os normal kecske szérumban hagytuk egy oraig a metszeteket a
nem specifikus immunkotéhelyek blokkolasanak céljabol. A nyulban termelt primer
ellenanyagokat 0,1 %-os normal kecske szérum tartalmi 0,1%-0s Tween 20-PBS-ben
kevertiik 0ssze, majd inkubaltuk a metszeteken egy éjszakan at. A Prof. David Gray-t6l
(University of Witwatersrand, Johannesburg, South Africa) ajandékba kapott anti-AVT-t
1/50.000-hez (Gray & Simon, 1983), mig a Dr. Gorcs Tamastol kapott anti-VIP-t
1/10.000-hez higitottuk (Gulyas et al., 1990). Reggel a haromszori Tween 20-PBS mosast
kovetden felhelyeztiik a metszetekre kétoras idétartamra az anti-nyul szekundert 1/100-as
higitasban 0,1%-0s Tween 20-PBS-ben. A harom PBS-es mosas utan ABC-kezelést
(avidin-biotin enzim-komplex) alkalmaztunk két oran keresztiil. Ujabb kétszeri PBS és
kétszeri 0,05M-es Tris (pH 8) mosas utan 10 percig Ni-DAB kezelést (nikkeles 3,3'-
diamino-benzidin) alkalmaztunk, melyhez dihidrogén-peroxidot adva eléhivtuk a
szinreakciot. A DAB-os modszer eldnye hogy a fény nem karositja a metszeteket igy
hosszu tavon tarolhatok és ujra kielemezhetdk, hatranya hogy az el6hivast sziik
id6periddus alatt kell elvégezni. Amennyiben tal hamar allitjuk le a folyamatot PBS-sel,
akkor nem festddik meg az 6sszes neuropeptid tartalmu struktara, viszont ha tal késon,

akkor az egyre sotétedd metszeteken nem lehet megkiilonboztetni a hattértdl a festédést.
4.3.2. Lefedés

Az immunhisztokémia segitségével megfestett metszeteket PBS-ben anatdémiailag
sorba raktam, majd kromzselatinban felhtztam targylemezre. A targylemezeket par napig
lefedve hagytam kiszaradni, majd felszallo alkoholsorban (viz, 50%, 70%, 90%, abszolut

alkohol) dehidrataltam 5-5 percen keresztiil, azutan kétszer 5 perc xilol-fiirddben aztattam.
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A xilolos flirdébdl kivett targylemezt DePeX segitségével lefedtik. A mikroszkopos

feldolgozas el6tt két napig szaradni hagytuk a metszeteket.

4.4. A metszetek kiertekelése
4.4.1. Fénymikroszkopia

A metszeteket Olympus BX51 tipust fénymikroszkop segitségével elemeztem, a
képeket a mikroszkophoz kapcsolt Olympus DP 50-es digitalis kamera segitségével
készitettem el.

Minden képet azonos mikroszkdp-beallitassal fotoztam, kisebb eltérések azonban
elo6fordulhattak. A képeket 48-bites TIFF formatumban mentettem, mely veszteség nélkiil
tarolja a fotokat. Az agyteriileteket 1,25x, 4x, 10x, 20x és 40x-es objektivvel is lefotéztam
az utolagos visszakereshetség céljabol, az elemzést azonban csak a 40x-es objektivvel
készitett képen végeztem el. Az agyteriiletek beazonositasaban Nixdorf-Bergweiler és
Bischof zebrapinty atlasza (2007), korabbi tapasztalataim valamint a festddések voltak
segitségemre.

Az mPoa-t mindig azon a metszeten fotoztam ahol a tractus septomesencephalicus
(TSM) kiszélesedik (3. abra a) metszet). Az AVT-s metszeteken a gondozok esetében a
jelolédes egyértelmilen meghatarozta a teriiletet, a tobbi csoportndl illetve a VIP-S
metszeteken ehhez a tapasztalatomhoz igazodtam.

A BSTm, PVN, illetve az AH a comissura anterior (CoA) altal vilagosan
meghatarozhato metszetén (3. abra b) metszet) keriilt fotézasra. PVN-t csak a vazotocinra
megfestett immunhisztokémias metszeteken fotéoztam kontroll régido gyanant. A PVN
parvocellularis és magnocellularis sejtcsoportokat is tartalmaz (Kelly & Goodson, 2014a),
igy nem varunk a harom kezelési csoport kozott kiilonbséget.

A lateralis septum végightizodik a septum teljes rostrocaudalis hosszaban, igy
harom kiilon metszeten is fotoztam, hogy képet kapjunk rostralis (3. abra a) metszet),
medialis (3. abra b) metszet) és caudalis részeirdl is. A rostralis septumot a mPoa-val
megegyezd metszeten, a medialist az AH-os metszeten, a caudalis részt pedig az utolsé

olyan metszeten fotoztam, ahol még latszik a lateralis septum.
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Az egyetlen nehezebben behatarolhatd agyteriiletnek a nucleus intercollicularis
bizonyult (3. abra c) metszet). A diencephalon azon metszetén fotéztam, amelyen a
nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalis ,tojas alakot” vesz fel, valamint a

decussatio brachiorum conjunctivorum (DBC) is jelen van.
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3. 4bra A fotozott agyteriiletek: a) A telencephalon — mPoa, rostralis LS. b) A comissura anterior altal kénnyen
beazonosithaté metszet — medialis LS, BSTm, PVN, AH. c¢) Kozépagy - ICo

Az immunhisztokémianak koszonhetéen az AVT-t illetve VIP-t tartalmazo
neuronok és rostjaik egyértelmii lilas-feketés szinnel kirajzolodtak, még erGsebb hattér
esetén is. Az adott agyteriileten beliil minden egyed esetében torekedtem arra, hogy a

legtobb festddott rost, sejt benne legyen az elemzéshez hasznalt képben.
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4.4.2. Képanalizis

A metszetek kielemzését az Image] 1.50b verzidjaval végeztem. Miutan
atallitottam a képet 8 bites sziirkearnyalatira, az automata kiiszobérték (treshold)
funkcidval két bites fekete-fehér képpé konvertaltam. Az automata tresholdtol abban az
esetben tértem el, amikor lathatéan tobb tertilet jel616dott ki a valos festddéshez képest. Ez
esetben a treshold altalaban a hisztogram alsé értéke alatt volt par egységgel. Ezutan a
fest6dott teriiletet kijeloltem, tigyelve arra, hogy lehetdleg kor, de mindenképp konvex
alakzatot kapjak. A lefedés soran a fed6lemez ala bekeriilt por esetén a kijeldlt teriiletbe azt
nem vettem bele, ezzel elkeriilve a fals eredményt.

A Kijelolt teriilet méretét, szazalékos boritottsagat, a festédés erdsségének
moéduszat, medianjat, illetve atlagat mind megmértem, majd ezt excell tablazatban
0sszegeztem.

Mivel mindkét agyfélteke agyteriileteit lefotéztam, de a bal és jobboldalt korabban
nem kiilonboztettilk meg, igy teriiletenként atlagot szdmitottam a két oldal adataibodl, és

ezzel dolgoztam tovabb.

4.4.3. Statisztika

A statisztikai elemzéshez az R program 3.0.1 verzidjat hasznaltam. Kutatasunk
alapvetéen a csoportok €és a nemek kozti eltérés vizsgalatara é€piilt, igy tobbszempontos
varianciaelemzést alkalmaztunk. Ugy gondoltuk, célvaltozénak legcélszeriibb a festddott
tertilet szazalékos boritottsagat valasztani, bar a kijeldlt teriilet mérete, illetve a teljes képen
(5757424 pixelegység) talalhatd festddés szazalékos boritottsaga is informativ Ilehet.
Magyarazé valtozoként a kezelési csoportot, nemet, illetve ezen faktorok interakciojat
hasznaltuk. A modellbdl kivéve az interakciét eredményeink nem vaéltoztak. A
faktorszintek paronkénti 6sszehasonlitasahoz Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztunk.

A rendelkezésiinkre allo adatokbol kiszamoltam himek esetében, hogy a testtomeg
hany szazalékat adja ki az Ossz heretomeg, igy Osszehasonlithatova téve az adatokat.
Agyteriiletenként megnéztik ezen hanyados ¢és a festddés kozti Spearman-féle
rangkorrelacios egyiitthatot. Egy esetben az adatok nyilvanvalo lineéris eloszlasa miatt
Pearson-féle korrelacios egyiitthatot is szamoltunk.

Az anterior hypothalamus beazonosithatosagaban felmeriilé problémak miatt erre

az agyteriiletre nem készitettiink statisztikat.
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5. Eredmények

Kutatdsunk soran legnagyobb eltérést a kontroll és a gondozd csoport kozott vartuk.
Eldzetes eredményeink is ezt sugalltak, igy a kisérleti allatok szdmanak minimalizalasat is
szem el6tt tartva 6sszel mar nem gyijtottiink mintat a parba allitott csoportbol. Ennek
kovetkeztében az eredmények kiértékelése soran is ezt a két csoportot vettiik figyelembe.
Tajékoztato jelleggel a parositott csoport adatait is abrazoltuk, azonban az hangstlyozando,
hogy a kis mintaelemszam kdvetkeztében errdl a csoportrol nem vonhato le messzemend

kovetkeztetés.
5.1. AVT

Korabbi feltételezéseink ellenére agyteriiletenként nem taldltunk szembetiind
eltérést a kezelési csoportok illetve a nemek kozt. Ezt a 2. tablazat adatai szemléltetik. A
caudalis lateralis septum teriiletén kozel szignifikans (p=0.059) eltérést talaltunk a
csoportok kozott, azonban ott a parositott egyedek vazotocin festddése tért el a kontrollhoz
képest. A Tukey-féle post hoc teszt a gondozo és a parba allitott csoport kdzott mutatott ki
szignifikans eredményt (p=0.048).

2. tablazat: Agyteriiletenként elvégzett ANOVA. Az adatok p-értékeket jelolnek.

mPoa LS1 LS2 LS3 BSTm PVN ICo
Nem 0,7235  0,7967  0,8800 0,52414  0,9326  0,9972 0,8435
Csoport 0,8548 0,4146  0,2899 0,05914  0,3232  0,0813 0,4147

Nem x Csoport 0,9508  0,9915  0,9937 0,14176  0,9762  0,2789  0,6653

Legnagyobb kiilonbséget a sziildi viselkedésért felelds mPoa teriiletén vartuk,
azonban meglepd modon a gondozdk agyaban nem tudtuk se tobb, se kevesebb vazotocint
termeld rostot kimutatni a kontroll csoporthoz képest. A 4. abra jol lathatoéan szemlélteti
ezt. Nemek kozt sem tudtunk szamottevd kiilonbséget megallapitani, bar az egyik tojo
agyaban haromszor akkora volt az immunoreaktiv terililetetek aranya, mint a tobbi

egyedében.
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4. abra: A mPoa AVT-immunoreaktiv elemei nemre és csoportra lebontva (n=28)

5. abra: Az egyedek kozti nagy variancia az mPoa teriiletén gondozo6 egyedekben. Mérce: 50 um
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Az Osszes altalam vizsgalt agyteriileten — leszamitva talan a vazotocin-termeld
sejteket tartalmaz6 PVN-t — hatalmas egyedi varianciat figyeltiink meg csoportokon beliil
is. Az 5. abran a mPoa teriiletérdl fotozott képeket abrazolom gondozé allatok esetében.
Nemeken beliil is szembe6tléen nagy kiilonbség figyelhetd meg. Egyes egyedeknél alig
taldltunk par vazotocint tartalmazd rostot, mig mdasoknal a neuronokat jol behal6zo
rostkoteg lathato.

A lateralis septum teriiletén talaltuk a legkevesebb vazotocin-immunoreaktiv elemet
mindharom csoport esetén. A caudalis LS esetén szignifikanshoz kozeli p-értéket kaptunk
(0.059) a csoportok kozti 6sszehasonlitasnal, mégpedig a parba allitott egyedek magasabb
vazotocin immunoreaktivitdsa miatt. Az BSTm koradbban leirt szexudlis dimorfizmusa
ellenére nekiink nem sikertiilt a nemek kozt festédésbeli kiilonbséget talalnunk (2. tablazat).
Vazotocin szempontjabdl legtobb immunoreaktiv elemet tartalmazé agyteriiletnek minden
kétséget kizaroan a PVN bizonyult (6. abra). A vazotocintermelé paraventricularis és
magnocellularis sejtcsoportok itteni elhelyezkedésének koszonhetéen ez nem okozott
meglepetést szdmunkra. Az 1Co-ndl is viszonylag erds festddés figyelheté meg, de csak a
caudalis metszeteken. Eleinte a comissura posterior kornyéki metszeteken fotoztam az
ICo-t, ez esetben ez a teriilet a metszet lateralis részén talalhatd meg. Itt egyaltalan nem
talaltunk fest6dd rostot. A kutatas késobbi szakaszaban véletleniil fedeztik fel, hogy
sokkal caudalisabb metszeten - ahol az ICo mar inkabb dorsalisan helyezkedik el mint
lateralisan (3. abra) - nagyon erds jelolédés figyelhetd meg. Igy a statisztikai elemzéshez
ezeket a metszeteket hasznaltuk fel. Az ICo-nal jol lathat6 ahogy a sejteken végzdodod
axonok kirajzoljak a proximalis dentriteket, mely a 6. abra a) képén is jol latszik. Nemek,

illetve csoportok kozotti eltérés azonban ezen a teriileten sem volt megfigyelhetd.
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6. abra: @) ICO - jol megfigylehet6 a proximalis dentritek kirajzolédasa (nyilak). b) A PVN kis nagyitason is
egyértelmiien festddé teriilete. Mérce: a) 50 um, b) 200 um

A heretomeg és agyteriiletek kozti Osszefiiggést vizsgalva tobb agyteriileten is
korrelaciét tudtunk kimutatni. BSTm-nél a gondoz6 himek vazotocin immunoreaktivitasa
negativan korrelalt a heretomeggel (p-érték= 0.017, rho= -1). Ha az &sszes him heretomege
és AVT festddése kozt vizsgaltuk a korrelacidt, nem kaptunk szignifikans eredményt (p-
érték = 0.5429). Még egy agyteriileten, a PVN-nél fedeztiink fel hasonlo jelenséget (7.
abra). Ott a kontroll himek immunoreaktiv elemei és a heretomeg kozt szintén erés negativ
korrelacié figyelheté meg (p-érték = 0.033, rho= -0.89), mig az Gsszes himet vizsgalva
nem talalhat6 hasonlé mintazat (p-érték= 0.7507).
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7. abra A heretomeg és a festodés kozti osszefiiggés a BSTm és a PVN teriiletén. BSTm tertiletén a gondozé himek,
mig a PVN-nél a kontroll himek heretomege korrelalt negativan a vazotocin-immuoreaktiv teriiletek aranyaval
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5.2. VIP

A vazotocinhoz hasonldéan a VIP immunoreaktivitasban sem talaltunk jelentds
nemenkénti illetve csoportonkénti eltérést (3. tablazat). Megemlitendé, hogy a
vazotocinnal ellentétben a VIP-ndl nem taldltunk teriiletre korlatozodo festddést.
Altalanossagban elmondhato, hogy a VIP-t tartalmazo axonok szinte az egész agyban jelen

vannak, nagyjabdl egyenletesen, de kisebb mennyiségben szétszorddva.

3. tablazat Agyteriiletenként ANOVA. Az adatok p-értékeket jeldlnek.

mPoa LS1 LS 2 LS3 BSTm ICo
Nem 0,37177 0,6300 0,1424 0,7264 0,40786 0,6124
Csoport 0,98587 0,6156  0,7854 0,9415 0,04297 0,6977

Nem x Csoport 0,04989 0,5376  0,7881 0,1538 0,75349 0,7143

A mPoa teriiletén éppen szignifikansnak (p-érték= 0.04989) mutatkozott a nem és
csoport kozti interakcid (8. dbra). Adataink alapjan gy tlinik, a nem szaporodé himekben
tobb a VIP jelolodés, mig parbaallas idején lecsokken az. A tojoknal ezzel szemben
ellentétes hatast talaltunk: naluk parbaallas idején talalhato tobb VIP az mPoa teriiletén.
Megemlitendd hogy eredményeink alapjan ugy tlinik, a parba allt egyedeknél himek
esetében a legkevesebb, tojok esetében pedig a legtobb a VIP-immunoreaktiv elemek
aranya az Osszes csoport koziil, azonban azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy az

alacsony mintaelemszam alapjan nem tudunk biztos konkluziét levonni.

mPoa

1.4

Nem

| ¥/§ B

1.2

1.0

Terllet %
0.8

0.6

T T T
Kontroll Gondozd Parba allitott

Reprodukcios fazis

8. abra: A VIP jel6lédés mennyisége a nemek és a csoportok szerint az mPoa teriiletén
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A 1Co, illetve lateralis septum egyik teriiletén sem tudtunk nemenkénti vagy
csoportonkénti eltérést kimutatni. A BSTm teriiletén a csoport enyhén szignifikans (p-
érték=0.043) faktornak mutatkozott (9. abra). Tukey-féle posthoc teszttel kideriilt, hogy
95%-0s konfidencia intervallum mellett a gondoz6 csoport a parba allitotthoz képest
nagyobb VIP-immunoreaktivitast mutat (p=0.041).
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9. dabra A BSTm teriiletén taldlhaté festédésbeli eltérések csoportonként.
A csillag szignifikans kiilonbséget jelol (Tukey, P<0,05)

A vazotocinhoz hasonldéan a VIP-nal is megnéztiik a heretomeggel valoé korrelaciot.
A BSTm teriiletén a kontroll csoportba tartoz6 himek heretomege egyértelmiien negativan
korrelalt a VIP-immunoreaktiv teriiletek aranyaval (Pearson-féle korrelacios egylitthato: p-
értek = 0.008, korrelacio= -0.96; Spearman-féle rangkorrelacios egyiitthatd: p-érték=
0.017, rho = -1), mint ahogy az a 10. abran is lathato. A tobbi agyteriileten nem talaltunk

szignifikans kapcsolatot a heretomeg és a festddés kozt.

27



BSTm-kontroll

0.20 0.25
| |

Heretdmeg/Testtdmeg %
0.15

T
0.2 0.3 0.4 0.5
Terilet %

10. abra A heretomeg és a festodés kozti osszefiiggés a BSTm teriiletén
kontroll himekben

Megnéztiik, vajon az AVT és VIP-immunoreaktivitas kozt van-e kapcsolat egyes
agyteriileteken. A lateralis septum mindhdrom teriiletén pozitiv korrelaciot talaltunk a
vizsgalt két neuropeptid kozott (LS1: p-érték= 0.001, rho= 0.61; LS2: p-érték=0.0005,
rho=0.63; LS3: p-érték = 0.012, rho=0.53). Csoportokra is megnézve azt talaltuk, hogy az
AVT ¢és a VIP-jelolddés mind gondozéd (p-érték = 0.008, rho=0.77), mind a kontroll (p-
value = 0.013, rho=0.74) egyedekeben pozitivan korrelal a medialis LS teriiletén. A
caudalis LS esetében az utédgondozo allatok AVT és VIP festddésében majdnem
szignifikans korrelaciot talaltunk (p-érték = 0.056, rho=0.6). A BSTm teriiletén a gondoz6
egyedek VIP és AVT-immunoreaktivitdsa kozt szintén erds pozitiv korrelaciot figyeltiink

meg (p-érték = 0.021, rho=0.7).
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6. Diszkusszio

Az AVT és VIP kozponti idegrendszeri valtozasait — fiokanevelés kdzben —
tudomasunk szerint eddig még nem vizsgaltdk. A VIP-t utdodgondozas terén
legszéleskortibben a fészkelési viselkedéssel kapcsolatban tanulményoztak, €s a legkésobbi
fazis amit kutattak az az inkubacio (Kingsbury, 2015). A vazotocinnal kapcsolatban pedig
a legkésobbi reprodukciods fazis, amirdl informacionk az a fészkelési viselkedés(Klatt &
Goodson, 2013b).

Kutatasunk soran legnagyobb valtozasra ezen peptidek eloszlasdban az
utodgondozé viselkedésnél szamitottunk, emiatt a parba allitott csoport adatgytijtésének
befejezését késdbbre halasztottuk. Annak ellenére, hogy ezen két neuropeptid szamos
szocialis viselkedés szabalyozasaban részt vesz (Goodson & Bass, 2001; Kingsbury,
2015), mi nem talaltunk jelentds eltérést a kontroll és a gondozé csoportunk kozott. Ugy
tlinik, hogyha valahol kiilonbségre lehet szamitani, az a mar parba allt, de még tojast le
nem rakott egyedek €s a masik két csoport kozott varhato.

Kutatdsunk {6 célja az AVT és VIP szaporodasi stadiumban bekovetkezd
eloszlasbeli valtozasait volt hivatott felderiteni a szocidlis viselkedés szempontjabol
relevans agyteriileteken. Az AVT esetében egyik vizsgalt agyteriileten se talaltunk
szignifikdns kiilonbséget a nem szaporodd ¢€s gondozd egyedek kozott. Szadmunkra
meglepd eredmény volt, hogy a mPoa teriiletén nem taldltunk a csoportok kozt eltérést,
hiszen ennek a teriiletnek a sziiléi viselkedés szempontjabol igen fontos szerepe van (Dulac
et al., 2014; Pfaff et al., 2009). Patkanyokban kimutattak, hogy a V1b receptor blokkolasa
ezen az agyteriileten novelte az utddok visszahordasat a fészekbe (Bayerl et al., 2016)
Mivel az intraszeptalisan beadott AVT noveli az agressziot zebrapintyben (Goodson &
Adkins-Regan, 1999), azt vartuk volna hogy az egy aviariumba nemenként Osszezart
kontroll csoport agyaban tobb vazotocint tudunk kimutatni, mint az agresszionak kevésbé
Kitett gondozd csoport esetében. Egyediil a caudalis LS teriiletén kaptunk kozel
szignifikans eltérést a csoportok kozt, de alaposabban megvizsgalva kideriilt, hogy a parba
allitott és a gondozod egyedek kozt figyelhetd meg kiilonbség. Ragesalokban az endogén
vazopresszin a Vla és OTR receptorokon keresztiil szabalyozza a parkotédést az LS-ben,
és feltételezhetd hogy a vazotocin (vagy a mezotocin) a VT3 receptoron keresztiil hatva
szintén elbsegiti a parkotdédés kialakulasat zebrapintyben ugyanezen teriileten (Klatt &
Goodson, 2013a). A parkotodés eldsegitése magyarazhatnd a magasabb AVT-

Immunoreaktivitast a parba allitott pintyeknél, azonban ennek a feltételezésnek az
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igazolasahoz nagyobb mintaclemszamra lenne sziikségiink. Mindemellett fontos
megemliteni, hogy az LS szamos zondra és szubrégiora van osztva kémiai 0sszetétele és
funkcidja alapjan (Goodson et al, 2004). Az altalunk a caudalis LS-ben mért denzitas is
vélhetden tobb, kiilonbozd alrégiot jellemez, melyek elfedhetik az egyes zonak korzti
kiilonbségeket. Az LS-sel kozvetlen dsszekottetésben allo BSTm (Kelly & Goodson, 2013)
vazotocin neuronjai eldsegitik a nagyobb csoport preferencidjat him zebrapintyekben,
emellett szabalyozzak az agressziot mindkét nemben (Kabelik et al., 2010; Kelly et al.,
2011). Emiatt azt vartuk, hogy a kontroll himekben t6bb AVT-immunoreaktiv elemet
figyelink meg. Nem volt meglepd, hogy a vizsgalt agyteriiletek koziil - minden
szaporodasi stadiumban - a PVN fest6dott a legjobban, hiszen a PVN-ben megtalalhatok a
vazotocint termelé magnocellularis ¢és parvocellularis sejtcsoportok. A PVN
vazotocintermelésének gatldsa csokkenti a nagyobb csoport kozelében eltoltott idot és
mindemellett ivarspecifikus hatast gyakorol az ellenkez6 nemmel szembeni agresszidra:
tojoknal csokkenti, himeknél noveli azt (Kelly & Goodson, 2014a). Ezek alapjan legalabb
a parba allitott csoportnal ivari dimorfizmust vartunk volna, amit nem sikertilt
megfigyelniink. Az agressziot eldsegitdé ICO teriiletén (Goodson & Kingsbury, 2014) is
erds festddést tapasztaltunk, azonban Voorhuis és de Kloet (1992) ezen a teriileten sokkal
jelentdsebb és kiterjedtebb AVT-immunoreaktivitast figyelt meg zebrapintynél.

Az, hogy a kontroll és az utdodgondoz6 csoport kozt nem tudtunk kiilonbséget
receptorok mRNS eloszlasaban nagy intraspecifikus kiilonbségeket irtak le (Leung et al.,
2011), nem zarhat6 ki az sem, hogy ez a peptidek esetében méginkabb igy van. Megeshet,
hogy ez a nagy egyedi variancia a peptidek gyors iddbeli valtozdsdnak koszonheto.
Eléfordulhat, hogy az egyedek kozti kiilonbség nagyobb, mint amekkora a két szaporodasi
stadium kozt bekovetkezd véltozas. Azonban a nagy egyedi variancia varhatéan
megnyilvanul a vele korrelald viselkedésekben is. A viselkedési adatok elemzéseinek
elkésziilte utan azokat fel lehet hasznalni a neuroendokrin adatok osszevetéséhez.

Nem sikeriilt nemi dimorfizmust kimutatnunk az AVT eloszlasiban a BSTm
teriiletén, még a kontroll egyedek kozott sem, annak ellenére hogy zebrapinty agyban mar
leirtak ezt a kiilonbséget (Pfaff et al., 2009). Voorhuis és de Kloet (1992) hozzank
hasonléan nem talalt nemi kiilonbséget a vazotocin eloszlasaban zerbapintynél. Kimura és
munkatarsai  (1999) szintén immunhisztokémiaval azonban képesek voltak nemi
dimorfizmust kimutatni az LS ¢és BSTm teriiletén zebrapintyben, amelyet tojok

tesztoszteron kezelésével is alatamasztottak. Az ivari kiilonbségek, bar specifikus
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vizsgélatban kimutathatéak, nem jelentdsek, és nem is feltétleniil minden szaporodasi
stadiumban detektalhatok. Ez okozhatta, hogy vizsgalatunkban nem tapasztaltunk ivari
kiilonbséget.

A VIP eloszlasat vizsgalva megfigyeltilk, hogy a mPoa terliletén jel6lodé VIP-
immunoreaktiv elemek aranya ivartdl és csoporttol is fiigg. A parba allitott himekben
kevesebb VIP jelolodést talaltunk a nem szaporodod egyedekhez képest, mig tojoknal
ellentétes hatast figyeltink meg: parbaallaskor megnétt a VIP-immunoreaktiv elemek
aranya. A masik tertilet ahol eltérést talaltunk a VIP jelolédésben az a BSTm. A gondoz6
egyedekben nagyobb aranyt VIP-immunoreaktivitast tapasztaltunk a parba allitottakhoz
képest. Ezt magyarazhatja, hogy a parba allt himek tobb agressziot mutatnak mas himek
ellen, hogy megakadalyozzdk a tojo parosodasat mas himekkel, mig a tojé szervezete mar
a fészkelésre és az utodgondozasra késziil. Nem véletlen tehat, hogy benniik magasabb VIP
festddés mutatkozik a mPoa teriiletén. Goodson és munkatarsai munkaja alapjan (2012)
val6szintisithetd, hogy a VIP a BSTm-ben eldsegiti a csoportalkotd viselkedést. Ez
azonban nem magyarazza adatainkat. Kingsbury és munkatarsai (2015) a fészeképitési
viselkedés és a VIP transzkripcid kapcsolatdnak vizsgéilata sordn arra az eredményre
jutottak, hogy szinte az dsszes altaluk vizsgalt agyteriiletben (koztiilk a mPoa, LS, BSTm) a
transzkripcid aranya pozitivan korrelalt a fészeképitési viselkedéssel, illetve sokszor a
fészekben eltoltott idével is. Egyediill az AH és az ICO teriiletén talaltak negativ
korrelaciot. A BSTm-ben mi is kimutattuk a gondozés pozitiv hatasat a VIP mennyiségére,
azonban a tObbi agyteriileten nem tapasztaltunk valtozast. Azt varjuk, hogy a
videofelvételek alapjan 6ssze tudjuk hasonlitani a sziiléi gondozas mértekét €s az egyedek
agyaban tapasztalt VIP-immunoreaktivitast.

Szamos valtozot és agyteriiletet vizsgaltunk meg, igy valdjaban kicsi az esély arra,
hogy nem talaltunk kiilonbséget annak ellenére, hogy az jelen van. Az bizonyitott tény,
hogy a parba 4llas szamos valtozast indukal az agyban (Young & Wang, 2004). Ugy tiinik,
hogyha ehhez képest van is kiilonbség az utdédgondozo egyedek agyaban, az visszaall a
kontroll szintre. Feltételezziik, hogy a nem szaporodo és az utddgondozo6 agy hasonlosaga
a zebrapinty opportunista szaporodasmaodjahoz kothetd. Opportunistaként par hidnyaban a
zebrapinty redukalt szexualis viselkedést mutat. AV T-re és VIP-ra irdnyuld kutatasok nagy
része a szexualis viselkedéshez kapcsolodo valtozasokat vizsgaltak: parbaalléas, parkotddés
(Kingsbury & Goodson, 2014; Klatt & Goodson, 2013a) és agressziv viselkedés (Albers,
2015; Goodson et al., 2012; Goodson, 1998). Azonban mind az utédgondoz6, mind a

kontroll csoportban csokkent ez a fajta viselkedés a parbaallashoz képest. A vadon €16
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zebrapintyeknél nagyon alacsony az extra-par kopulaciobdl szarmazé fiokak aranya, alig
éri el a 2%-ot (Griffith et al., 2010), igy bar informacioink hianyosak, feltételezhetjiik,
hogy utoédgondozas soran sem né meg az extra-par kopulaciok szama. Mivel a gondozo és
kontroll csoport kozt vartuk eredetileg a legnagyobb kiilonbséget, erre a két csoportra
fokuszaltunk. fgy a parba allitott csoportnal a mintaclemszam késébbi novelésével
varhatoan tovabbi kiilonbségek lesznek kimutathatok. Ennek ellenére a mPoa és a BSTm
tertiletén még igy is figyelemre méltd eredményeket kaptunk. Fontos megjegyezni, hogy az
jelentds strukturalis (tobb sejt, tobb rost) valtozsok detektalasara alkalmas. Ugy tiinik a
kontroll és a gondozé egyedek kozti kiilonbségek nem érik el ezt a szintet.

BSTm teriiletén gondozé himek esetében. Kelly és Goodson (2013) kutatdsa soran azt
talalta, hogy a BSTm teriiletén az AVT-immuoreaktivitds negativan korrelal az
agresszioval. A kisebb heretomeg altaldban alacsonyabb keringd tesztoszteron-
koncentracioval jar (Garamszegi et al., 2005), ami cs6kkent agressziot okoz (Soma, 2006).
Sajnos ezt az eredményiinket nem fogjuk tudni alatamasztani viselkedésadatokkal, ugyanis
a koltéladaban készitett videofelvétel nem alkalmas az agresszié megfigyelésére. Szintén a
teriiletén, de ott a kontroll egyedekben. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az az egyed,
amelyik kevesebb energiat fektet a heretdmeg novelésére, vagyis a spermakompeticiora, az
tobb vazotocint termel. Kabelik és munkatarsai (2010) azt talaltdk, hogy a centralis
vazotocin kibocsatas a par nélkiili himekben erdsiti az agressziot a himek kozti agressziv
versengésben. Ez alapjan gondolhatunk arra, hogy a kisebb heretomegii egyed a magasabb
vazotocin szekrécioval, ezaltal agresszivabb viselkedésével veszi fel a szaporodasbeli
versenyt himtarsai ellen. A tobbi csoportban nincs direkt him-him kompeticio, igy hasonlo
stratégidra sincsen sziikség, ami magyardzhatja a hasonld korrelaci6 hianyat.

A VIP-immunoreaktivitas €s a heretomeg kézt a BSTm teriiletén kontroll egyedek
esetében negativ korrelaciot talaltunk. A csoportkedveldbb pintyek agyaban a territoridlis
fajokhoz képest nagyobb denzitdsban taldlhatok a VIP kotdhelyeik a BSTm teriiletén.
(Goodson et al., 2012) Feltételezhetd, hogy a nagyobb heretomeggel rendelkezé és ezaltal
agresszivabb allatok - akinek a BSTm teriiletén kevesebb VIP-immunoreaktiv elem
talalhat6 meg — kevésbé preferaljak a nagyobb csoportot.

Bar a VIP és AVT hatasa fajonként eltérhet, akar ellentétes is lehet, érdemes

figyelmet szentelni e két neuropeptid fajon beliili antagonista funkcidjara. Goodson €s
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Adkins-Regan zebrapintyen végzett kutatasa (1999) kimutatta, hogy intraszeptalisan
beadott AVT eldsegitette az agressziot, mig az anti-AVT és VIP meggatolta azt. A két
peptid agresszidban betoltott funkcidja azonban valoszinlileg fiigg a fajra jellemzd
szaporodasi rendszertdl, a vizsgalt agyteriilettdl és a szaporodasi stddiumtol is. A
zebrapinttyel ellentétben, a territoridlis granatpintyben a VIP elOsegiti az agressziot, a
szintén territorialis, de az Emberizidae csaladba tartozo kerepld verébsarmanyra (Spizella
pusilla) azonban nincs hatasa (Goodson, 1998). A két neuropeptid gonadalis szteroid
érzékenysége is ellenkezO hatast. A vazotocinnal ellentétben a kasztralas noveli a VIP-
immunoreaktivitast a caudalis LS teriiletén him filirjben, mig ez a ndvekedés tesztoszteron
kezeléssel visszafordithatdo (Maney et al., 2005). A szamos példa ellenére mi nem negativ
korrelaciot talaltunk az AVT és VIP eloszlasa kozott, hanem pozitivat, raadasul két
teriileten is. Az LS-ben és a BSTm-ben gyiijtott adataink alapjan ugy tlinik, ez a két peptid
nem kizardlagosan antagonista hatasu.

Eredményeink tehat arra engendek kdvetkeztetni, hogy utdédgondozéds soran az
AVT-t és VIP-t termeld rostok, illetve sejtek szama nem szaporodik fel a csoportban €16,
nem szaporodd egyedekhez képest. Az immunhisztokémia korlatozottan kvantitativ
jellegébdl addddan ezzel a modszerrel nem tudjuk megéllapitani, hogy az adott
rostbol/sejtbl mennyi neuropeptid szabadul fel, melynek mennyisége ugyanannyi
jelolédott rost esetében is eltérhet. Rdadasul a nagyobb mértékben felszabaduld peptidek
esetén sem kovetkeztethetlink arra, hogy posztszinaptikusan azokbdl mennyi képes
receptorokat aktivalni, tehat hogy mennyire van hatasuk az idegrendszerre, ezaltal a
viselkedésre.

Végezetiil tehat, ahhoz hogy tisztazzuk az AVT és VIP szerepét vagy éppen annak
hianyat az utdodgondozds sordn, sziikség lenne egy atfogobb vizsgalatra pontosabb
modszerrel, mely kiterjed a receptorok és peptidek eloszlasbeli valtozasara és a jelatviteli

utak aktivalasbeli eltérésére is.
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7. Osszefoglalas

Az utddgondozds az emberi szocialis viselkedés egy fontos része, mely
modellallatokon jol tanulményozhat6. Azonban a standard laboratoriumi ragcsalok sziiloi
stratégiai eltérnek az emberétdl, emiatt modellallatunknak a kétsziilds utédgondozasu
zebrapintyet (Taeniopygia guttata) valasztottuk.

Az agyteriiletek és a neurotranszmitterek szerepe szocialis interakciokban, mint
példaul terriotorialitas ¢és parkotddés széleskorben kutatottak, azonban sziil6i
utodgondozasban betoltott szerepiik eddig ismeretlen. Igy tehat kutatisunk soran két
neuropeptid, az arginin-vazotocin (AVT) és a vazoaktiv intestinalis peptid (VIP) agyi
szocialis halozatban betdltott szerepét vizsgaltuk kiilonbozé reproduktiv stddium soran
immunhisztokémia segitségével.

Feltételezésiinkkel ellentétben a kontroll és az utdodgondozd csoportok nem
mutattak kiilonbséget az AVT expresszidjaban. A BSTm teriiletén viszont a gondoz6 és a
parba allitott csoport kozt, a mPoa esetén a csoport és ivar kozt eltérés mutatkozott a VIP
jelolodésében. Nagyon nagy egyedi varianciat tapasztaltunk mindkét neuropeptid esetében,
ami egybevag az irodalmi adatokkal és elfedheti a finomabb kiilonbségeket. Emellett
pozitiv korrelaciot talaltunk az AVT és a VIP eloszlasa kozott, illetve tobb agyteriilet
immunoreaktivitasa IS Osszefiiggést mutatott a himek hereméretével, ami a gonadalis
szteroid szabalyozo szerepére utal.

Kutatasunk ravilagitott arra, hogy ezen peptidek sziiléi utddgondozasban betdltott
szerepét pontosabb modszerekkel és a receptoraik eloszlasat is figyelembe véve érdemes
megvizsgalni. A tovabbiakban tervezziik Gsszevetni a neuropeptidek expressziojat az
utédgondozas soran felvett viselkedésadatokkal, az el6bbiben tapasztalt nagy egyedi

variancidt megmagyararando.
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8. Abstract

Gender and reproductive status-dependent changes in the expression
of arginine vasotocin and vasoactive intestinal polypeptide in the

brain of the zebra finch (Taeniopygia guttata)

Parental care is an important part of the social behaviour of humans that can be
studied in animal models. However, parental strategies of standard laboratory rodents
are different from those of humans. In zebra finches both sexes participate in
parental care: males and females both incubate the eggs and feed the hatchlings.

Brain regions and neurotransmitter systems underlying other social interactions
such as territoriality and pair bond are widely studied, but their role in parental care
is unknown. Therefore, with standard immunohistochemistry, we investigated the
distribution of arginine-vasotocin (AVT) and vasoactive intestinal polypeptide (VIP) in the
social brain network of male and female zebra finches (Taeniopygia guttata) in various
reproductive stages.

Contrary to our hypothesis, there were no differences between the control and the
feeding group in the case of AVT. Differences were observed in VIP immunoreactivity
between the feeding and the paired group in the BSTm and between the groups and the
genders in the mPoa. We did find large individual variance in the AVT and VIP
immunolabeling in most of the brain regions which was in harmony with the scientific
literature and probably covered any subtle differences We found positive correlation
between the distribution of AVT and VIP. Neuropeptide immunolabel correlated with the
testis size of males in some of the brain areas which supports the regulatory effect of
gonadal steroids on their distribution.

As a result, our study has emphasised the importance of a more precise research
regarding the role of the peptides in parental care, with relation to the distribution of their
receptors. We plan to compare the the neuropeptide expression with the behavioural data
collected during parental care to explain the high individual variation.
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10. Koszonetnyilvanitas
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