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OSSZEFOGLALAS

A szerzOk jelen tanulmanyukban, elézetes eredményeik alapjan bemutatjak az
endogén hipofizis adeniladt ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) hatasat a ndi-
var( egerek ciklusara, az embriéfejlédésre és -mindségre, PACAP-ot termeld
és génkiltott allatokon végzett vizsgalataikkal. A ciklusdiagnosztika soran
radioimmunoassay technikaval, bélsarbél hataroztak meg az Osztradiol- és
progeszteron-koncentracidkat. A szerzdk blasztomerszamlalast és mikronuk-
leuszarany-meghatarozast végeztek az embridk fejlédésének és minSségének
meghatarozasara. A PACAP-génkiltott egyedeknél nagyobb progeszteron-
tendenciat és nagyobb mikronukleusz-aranyt tapasztaltak.

SUMMARY

Background: Due to the antiapoptotic effect of pituitary adenylate cyclase ac-
tivating polypeptide (PACAP) and its widespread presence in the organ system,
PACAP is considered as a general cytoprotective peptide. The peptide was found
in the gonads in high levels, what drew attention to that the peptide might play
a central role in reproduction.

Objectives: The aim of the present study is to assess the effect of the endog-
en peptide on embryo development and quality compared with PACAP KO mice.
Moreover, the authors examine the role of the PACAP to the production of pro-
gesterone and oestradiol (with radioimmunoassay) in females and to the quality
of the semen in male mice.

Materials and methods: PACAP-producing (wild type) and KO CD1 mice were
examined through the experiments. Zygotes produced by natural mating were
obtained from donor superovulated females 5-6 hours after copulation. Embry-
os were cultured for 96 hours in vitro and developmental state, cell number and
micronuclei rate were assessed. Faeces were collected for 3 weeks from 10 mice
(5 KO and 5 wild type) and oestradiol and progesterone levels were measured
with radioimmunoassay.

Results and discussion: Higher blastomere number was found in PACAP KO
embryos than in wild ones (p = 0,0022). However, the advanced PACAP KO embry-
os have significantly higher micronucleus rate compared to advanced wild type
embryos (p = 0,01). Although oestradiol peak levels did not differ significantly,
PACAP-KO mice showed higher concentrations as in the case of progesterone.
Due to their data, further experiments will be carried out.
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A hipofizis adenilatciklaz aktivalé polipeptidet (pituitary adenylate cyclase-ac-
tivating polypeptid — PACAP) 1989-ben izolaltdk el8szor juh hipotalamuszbél.
Nevét arrdl kapta, hogy a cAMP-szintet emeli a hipofizisben (9). A PACAP egy
neuropeptid, aminek az aminosavsorrendje nagymértékl, 84-100% azonos-
sdagot mutatnak azokban a gerincesekben, amelyekben napjainkig kimutat-
tadk (1). A PACAP legfontosabb el8forduldsi helye az agyvel8 és ezen belll a
hipotalamusz. A hipotalamuszon kivil az adenohipofizisben is kimutattak
a PACAP-ot és a PACAP-receptorokat. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a
PACAP a hipotalamusz mellett az elllsé hipofizislebeny hormonalis m{ko-
désének szabalyozasaban is részt vesz (21). Ez kozelebbrdl azt jelenti, hogy a
PACAP tobb felszabaditd hormon és hipofizis eredetl hormon termelésének
és elvalasztasanak az iranyitasaban is kézrem@kodhet (13).

Az elmult csaknem harom évtized kutatasai ravilagitottak arra, hogy a
PACAP-fehérje — nagy valdszinlséggel — altalanos sejtvéddé anyagként miko-
dik a szervezetben (8). Ugyanis a PACAP egyik legfontosabb élettani hatasa,
hogy segiti a sejt tUlélését. Ezt a jelenséget el8szor idegsejtekben figyelték
meg. Ennek koszonhetden kezdetben fontos neuroprotektiv fehérjeként tar-
tottadk szamon (18, 20). Kés8bb szamos tanulméanyban bizonyitottak, hogy
antiapoptotikus hatdsa nem csak az idegsejteknél, hanem mas sejttipusok-
nal is megfigyelhetd.

A kozponti idegrendszeren kivil a PACAP-nak és receptoranak fontos elé-
fordulasi helyei még a kllonb6z8 periférids szervek, mint pl. a petefészek,
tlsz8folyadék, méh, méhlepény, emlbszovet (14, 17, 19) és a hereszdvet (2, 16).
Az ivarszervekben vald jelentés mennyiségl jelenlétlk hivta fel a figyelmet
arra, hogy a PACAP kdzponti szerepet jatszhat a szaporodasbioldgiai folyama-
tokban is. Ezt latszik aldtdmasztani, hogy a PACAP-génnel nem rendelkezd
(génkiutott; KO) és PAC1-receptorral nem rendelkezd (KO) egerekben egya-
rant zavart szenved a reprodukcié (csokken a termékenység, esetleg teljes
meddd&ség alakul ki). Azt azonban még ma sem ismerjuk kdzelebbrdl, hogy
ez milyen folyamat eredményeképpen kovetkezik be (11). Feltételezik, hogy a
PACAP a hipofizis eredetl gonadotrop hormonok termelédésére és kibocsa-
tasara egyarant hatassal van, még pedig az Un. autokrin/parakrin folyamat
révén és végeredményképpen igy gyakorol befolyast a szaporodasi folyama-
tokra. A szaporodassal vald kapcsolatat latszik erdsiteni, hogy ndstény ege-
rekben kimutattak, hogy a PACAP az dsztruszciklus kilénb6z8 szakaszaiban
eltéré mennyiségben van jelen a hipotalamuszban (11). Ma mar olyan adatok
is rendelkezéslnkre allnak, amelyek arra utalnak, hogy nem csak a gona-
dotrop hormonok, ha nem a progeszteron és prolaktin hormonok szekréci-
bjara is hatassal van (23). Ezzel szemben a PACAP-KO és PAC1-receptorhia-
nyos ndstény egerek dsztruszciklusa, parzasi viselkedése, valamint ovuldcidja
és a levalt petesejtek szama nem tért el a kontroll egerekétdl. Ugyanakkor
a PACAP-KO és PAC1-receptorhianyos néstények vemhesilésében — az iro-
dalomban ko6zolt adatok szerint — meglehetésen nagy eltérések lehetnek
(13-50%) (5). A nagy kluloénbségek magyarazataként a kisérleti egerek geneti-
kai hatterét, kompenzacids folyamatokat, eltéréd mértékben zavart bedgyazo-
dast, korai magzatfelszivédast és az engedélyezett parzasok szamat szoktak
megemliteni (tdbb parzasi lehetéség esetén kisebb a vemhesult &llatok sza-
maéaban tapasztalhatd csokkenés) (3).

Vizsgalataink célja volt, hogy tovabbi adatokat gydjtstink azzal kapcsolat-
ban, hogy milyen hatassal van a PACAP a n&ivar( allatok nemi ciklusara és az
ovulaciét [ termékenyilést kdvetéen a korai embridk fejlédésére.
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Avizsgalatokat CD1-egértorzs 8 hetes egyedein végeztik (PACAP-KO n =5, vad tipus
n = 5), amelyet kdézdsen folytatott kutatdsi program keretében a Pécsi Tudomany-
egyetem Anatdmiai Tanszéke biztositott szamunkra. Az allatokat az Allatorvostudo-
manyi Egyetem Szilészeti és Szaporodasbioldgiai Tanszék és Klinika kisérleti allat-
hazaban tartottuk 21 °C-on, 65%-0s péaratartalmon és 12 6ra sotét/12 éra vildgos
fényprogramon. Az allatok tartasi kérilményei megfelelnek az aktualis jogszabaly
feltételeinek (40/2013 [ll. 14] Kormanyrendelet az allatkisérletekrdl) (dllatvédelmi
engedély szama: PE/EA/1101-7/2017).

Az Osztradiol és progeszteron napi szintjeinek méréséhez az egerek minden nap
azonos idépontban, 21 napig gyUjtott bélsarmintait hasznaltuk fel. A hormonvizs-
gélathoz bélsarextraktumot hasznaltunk. Az extrahalas IsoBe és mtsai modositott
protokollja alapjan tortént (6). A progeszteron radioimmunoassay-hez CSERNUS és
mtsai mddszerét kovettik (4). Az intra-assay CV (préban bellli mérési hibaszaza-
Iék) < 10%. Az inter-assay CV (probak kozotti mérési hibaszazalék) kiszamitasahoz
2, az el6zetes mérések soran hasznalt mintat alkalmaztunk (Kontroll1 és Kontroll2).
Inter-assay CV: 9/16 ill. 7,34%. Analitikai érzékenység 0,7365 nmol/l. Az dsztradiol
meghatarozasat bevont csoves RIA KIT-tel végeztik a gyartd protokolljanak meg-
felel@en (Dia Source immunoassay AS RIA CT teszt KIP0629; Belgium). Az intra-as-
say CV < 10%, az inter-assay CV Kontroll1 esetén 11,38%, Kontroll2 esetén 13,45%
volt. Analitikai érzékenység 0,25 pg/ml. Az dsztruszciklus sordn az osztradiol kon-
centracidja ovulacid el6tt megemelkedik, felvesz egy cslcsértéket, a ciklus tovabbi
részében alacsonyabb szinten mozog. Ezzel szemben a progeszteron nagy kon-
centracidban van jelen, csak az ovulacid eldtt csokken le, mélypontértéket felvéve.
Az adatelemzésnél a kapott koncentracidkat osztradiol esetén alap- és cslUcsérté-
kekre, progeszteron esetén pedig platd- és mélypontértékekre osztottuk.

A zigbtakat 8 hetes szuperovuléltatott (7,5 NE PMSG, 48 éra eltelté-
vel 7,5 NE hCG; Alvetra und Werfft AG; Ausztria) n8stényekbdl nyertiik
ki, amelyeket a hCG injekcidt kdvetben egyedileg himekhez helyez-
tink 1 éjszakara. A zigétakat a parzast kovetd reggelen nyertik ki,
majd G1 (Vitrolife, Svédorszag) tapfolyadékban 96 6ran keresztiil in
vitro tenyésztettiik Sket (37,5 °C, 6,5% CO,, maximalis paratartalom).
Ezt kovetben megvizsgaltuk a fejlddési allapotot, blasztociszta
aranyt, SYBR14 festéssel meghataroztuk a sejtszamot, valamint a
fejlddési stadiumnak megfelelé morfoldgiajd embridkban ellendriz-
tlk a blasztomerek kromatin allomanyat (1. dbra).

Az adatokat R statisztikai programmal (R Development Core Team,
2016) elemeztik. A két kezelési csoportban a sejtszam és a mik-

1. ABRA. SYBR Greennel megfestett embrié ronukleusz arany 6sszehasonlitasara kétmintas t-prébat hasznal-

A nyilak a mikronukleuszokat jelzik

tunk.
Az 6sztradiol alap- és cslcsszint, ill. a progeszteron platd és mély-

FIGURE 1. Representative image of an embryo pontatlagok dsszehasonlitdsara altalanos linearis kevert modelle-

stained with SYBR Green

Arrows show micronuclei

ket (LME) hasznéaltunk, az R NLME konyvtar segitségével (12).
Az eredmények kiértékelésénél 5%-o0s szignifikanciaszinttel
dolgoztunk.
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Korai blasztocisztik
mikronukleusz-ardnya a két
csoportban (dtlag + SE)

Fejlettebb blasztocisztak
mikronukleusz-ardnya a két
csoportban (dtlag = SE)
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2. ABRA. Mikornukleuszok ardnya korai (A) és expanddlt (fejlet-
tebb B) fejlettségli blasztocisztdkban; (*) p < 0,05

FIGURE 2. Micronuclei rate in early (A) and late/expanded (B)
blastocysts; (*) p < 0.05

Csucsérték a két csoportban Alapszint érték a két csoportban

Az embridk vitalitdsara, fejlédésére, valamint fej-
|6dési erélyére kovetkeztethetlnk a blasztome-
rek szamabdl. Vizsgéalataink azt mutatjak, hogy a
PACAP-KO embridk nagyobb atlagos sejtszammal
rendelkeztek, mint a vad tipustak (p = 0,0022; KO:
58,17 + 14,9; vad tipus(: 40,40 = 7,4).

A mikronukleusz-aranyokat tekintve, azoknal a
blasztocisztaknal, amelyek a 96 6ras tenyésztés
alatt csak a korai stadiumot érték el, nem volt
szignifikans kllonbség a két kezelési csoportban
(p = 018) (2A. dbra) és szignifikdnsan nagyobb
ardnyban (p = 0,02) tartalmaztak mikronukle-
uszt, mint a fejlettebb blasztocisztak (kdozépidds,
expandalt, kibdjt).

A fejlettebb embridk esetében viszont szig-
nifikdnsan nagyobb ardnyban tartalmaztak mik-
ronukleuszt a PACAP-KO embriék (p = 0,01) (2B.
dbra).

Platoszint érték a két csoportban Mélypontérték a két csoportban
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3. ABRA. Osztradiol koncentrdcidk csics (A) —és alapértékei
(B) az egyes csoportokban

FIGURE 3. Peak (A) and baseline (B) oestradiol concentra-
tions in each group

4. ABRA. Progeszteron platé (A) és mélypontértékek (B) az
egyes csoportokban

FIGURE 4. Plateau (A) and baseline (B) concentrations of
progesterone in each group

A PACAP-KO egereknél harom néstény esetén 3, kettd esetén 4 ciklust tudtunk
elklloniteni az 6sztradiolcslcs alapjan. A vad tipusu néstényeknél pedig négy
egyednél 4, egy egyednél 3 ciklus kulonitettink el. Az ovulacidot megel6z4 6szt-
radiolcsGcsok értékeiben (p = 0,47), valamint alapszintjének értékeiben (p = 0,5)
nem volt szignifikdns kllonbség a két csoportban (3A., ill. 3B. dbrdk).

Vizsgéalataink alapjan azt is megallapitottuk, hogy a két csoport progeszteron
platészintjeiben (p = 0,1) és mélypontértékeiben (p = 0,07) sem volt szignifikdns
kilonbség (4A., ill. 4B. dbrak).
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A PACAP szaporodasbiolégiai hatasaival foglalkozd korabbi vizsgalatok eredmé-
nyei azt mutatjdk, hogy a PACAP tdbb szinten is hatassal van/lehet a repro-
dukcidra. A megfigyelések azonban eléggé ellentmondéasosak mivel PACAP-KO
egerekben az ivarérés, a parzas, az ovulacié és a termékenyllés folyamata
zavartalan. Ezzel szemben IsAAc és SHERwWoOOD csOkkent utdédszamot figyeltek
meg PACAP-KO egerekben, ami azt sugallja, hogy a PACAP fontos szerepet tolt-
het be a bedgyazédasban (5). Az emlitett szerz8k vizsgalatainak az eredményei
arra engednek koévetkeztetni, hogy a PACAP hidnya megzavarja a beagyazddas
folyamatat és ezért nem alakul ki vemhesség. Erdekes megfigyelés, hogy ha egy
ciklusnal hosszabb ideig helyezték a ndstényeket a himek ketrecébe és ezaltal
tobb parzasra nyilt lehetéség a vemhes PACAP-KO egyedek szdma emelkedett.
Ez a tapasztalat azt jelzi, hogy a PACAP hianyabdl jelentkezd vemhességelmara-
das nem mindegyik parzas alkalmaval jelentkezik, hanem inkdbb azt mondhat-
juk, hogy PACAP-KO egerek (PACAP-hiadny) reprodukcids folyamata zavart és ez
a vemhes egyedek szdmanak csdkkenéséhez vezethet. Ez a csbkkenés azonban
bizonyos mértékben kivédhetd a parzasok szamanak novelésével. Osszességé-
ben a bedgyazddasi zavarokat, a vemhes allatok szamaéanak csdkkenését a vem-
hesség kialakuldsat tamogatd hormonok (prolaktin, progeszteron) termelésének
zavaraval/csokkenésével magyarazzak, amelynek hatterében a PACAP hidnya
hizédhat meg.

Esetlnkben, amikor a szuperovulaciés hormonkezelést és parzast kovetden
nyertik az embriékat donor PACAP-KO és Un. vad (PACAP-pal rendelkez8, kont-
roll) egerekbdl a két csoport kozott a kinyerheté embridk szamaban nem talal-
tunk kllonbséget. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a kisérleti (PACAP-KO) és
kontroll (vad, PACAP-ot termeld) csoport egerei egyforman reagéltak a szupe-
rovulacids hormonkezelésre és a termékenyllés folyamata is zavartalan volt
mindkét csoportban és ennek tudhatd be, hogy a kinyert embridk szamaban
nem talaltunk kilédnbséget. Ugyanakkor IsaAc és SHERwWoOD csdkkent utddszamot
figyeltek meg PACAP-KO egerekben (5). Mivel esetlinkben az embriészdmban
nem talaltunk eltérést, ez alatdmasztja Isaac és SHERwWoOD véleményét, miszerint
a PACAP fontos szerepet tolthet be a bedgyazddasban és hianyaban az implan-
tal6dé embridk szama (implantaciés képessége) csokken (5).

ZAKHARTCHENKO (24) és SHaPIro (15) adatai aldtamasztjak, hogy az embridk sejt-
szama (blasztomerek szdma) meghatarozza a fejl6dési képességet. Ezért az
embridban taldlhatd blasztomerek szdma alkalmazhatd a fejlddd embrid élet-
képességének (a tovabbfejlédés esélyének) a jellemzésére. Kisebb blaszto-
merszam esetében a csokkent fejlddési képességre kdvetkeztethetlnk (15, 24).
A blasztomerekben megfigyelt mikronukleuszok szamat viszont az kisebb fej-
|6dési eréllyel és bedgyazddasi képességgel hoztdk kapcsolatba (7, 10). Kisér-
leteinkben szignifikans kldlénbséget taldltunk a sejtszamban a PACAP-KO és a
PACAP vad tipusl egerek kozott, a PACAP-KO egerek javara. A PACAP vad tipusU
egerek embridiban azonban kevesebb mikronukleuszt mutattunk ki. Osszefog-
lalva, a PACAP-KO egerek esetében az embridk blasztomer szama nagyobb volt,
de tébb mikronukleuszt tartalmaztak, mint a vad egerek embriéi (igaz, esetik-
ben viszont kisebb volt az atlagos blasztomerszam). Mivel a nagy mikronukle-
usz-aranyt osszefliggésbe hoztak a gyenge beagyazodasi sikerrel (7) és a fejlé-
dési folyamatok akadalyozottsagaval (10), ezért a kisebb mikronukleusz-aranybél
a vad tipusi embridk jobb mindségére kovetkeztethetiink. A vad tipust embri-
Okban tapasztalt kisebb mikronukleusz-arany feltételezhetéen a PACAP sejtvédd
hatasanak készénhetd.

Erdekes, hogy bar a korai stadiumi embridk tenyésztése soran szabalyos fejls-
dést figyeltlink meg, a 96 oras in vitro tenyésztés utan, egyik kezelési csoportban
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sem talaltunk kibGjo vagy kibuljt blasztocisztat, ami egyéb, reprodukcids vizs-
galatokban hasznalt egértdrzseknél jellemz8 (pl.: BDF1 egértdrzs). A PACAP-KO
egerek esetében megfigyelésiink 6sszhangban van ISAAC és SHERWOOD eredmé-
nyével és az abbdl levont kdvetkeztetéssel, miszerint a PACAP-hianyos egerek-
ben a reprodukcids teljesitmény csokkenését bedgyazddasi zavarok idézik eld
(5). Ha ugyanis a blasztociszta stadiumud embrié nem képes kibUjni az 8t korul-
vevs zona pellucidabdl (tok), akkor természetesen nem kezd8dhet el a bedgya-
z6das. A PACAP-pal rendelkezd Un. vad egerekbdl szarmazd embridk esetében
jelentkezd kibUjas képtelenségre egyeldre nem tudjuk a magyarazatot.

Az egérnek, a patkanynak és a sziriai aranyhdrcsognek atlagosan 5 napos cik-
lusa van, de gyakran szabalytalan (22). Ezt a tapasztalatot sajat megfigyeléseink
is alatamasztjak, hiszen vizsgalataink soran kilonb6zd ciklushosszt allapitottunk
meg az egyedek kozott. A PACAP-KO ndstényeknél nagyobb progeszteronszintre
utalé tendenciat figyeltink meg, ami hatassal lehet a szaporodasi folyamatokra,
azaltal, hogy gatolja az ovulaciot és a parzasi viselkedés kialakulasat. Ennek ellent-
mondani latszik, hogy masok normalis ovulaciés folyamatot és parzasi viselkedést
tapasztaltak a KO egerekben (5). Osszességében elmondhatd, hogy a két cso-
port embriészamaéaban nem tapasztaltunk kllénbséget, ugyanakkor a PACAP-KO
embridk nagyobb mikronukleusz-aranyabdl kdvetkeztetlink, azok rosszabb mind-
ségére. Hormontermelésiikre vonatkozd vizsgélataink sordan nagyobb progesz-
teronszint-tendenciat figyeltiink meg a PACAP-hiadnyos (KO) csoportban, amely
akadalyozhatja az ovulaciot és a parzasi viselkedést. ElGzetes tapasztalataink ala-
tamasztasa érdekében és igazolasara tovabbi vizsgalatokra van még szUkség.
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