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Hipofízis adenilát cikláz aktiváló 
polipeptid hatása nőstény egerek 
ciklusára és az embriófejlődésre – 
előzetes eredmények 
Török Dóra1*, Somoskői Bence1, Reglődi Dóra2, Tamás Andrea2,  
Fülöp Balázs2, Cseh Sándor1

ÖSSzeFoglAláS
A szerzők jelen tanulmányukban, előzetes eredményeik alapján bemutatják az 
endogén hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) hatását a női-
varú egerek ciklusára, az embriófejlődésre és -minőségre, PACAP-ot termelő 
és génkiütött állatokon végzett vizsgálataikkal. A ciklusdiagnosztika során 
radioimmunoassay technikával, bélsárból határozták meg az ösztradiol- és 
progeszteron-koncentrációkat. A szerzők blasztomerszámlálást és mikronuk-
leuszarány-meghatározást végeztek az embriók fejlődésének és minőségének 
meghatározására. A PACAP-génkiütött egyedeknél nagyobb progeszteron- 
tendenciát és nagyobb mikronukleusz-arányt 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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Az elmúlt csaknem három évtized kutatásai rávilágítottak arra, hogy a 
PACAP-fehérje — nagy valószínűséggel — általános sejtvédő anyagként műkö-
dik a szervezetben (8). Ugyanis a PACAP egyik legfontosabb élettani hatása, 
hogy segíti a sejt túlélését. Ezt a jelenséget először idegsejtekben figyelték 
meg. Ennek köszönhetően kezdetben fontos neuroprotektív fehérjeként tar-
tották számon (18, 20). Később számos tanulmányban bizonyították, hogy 
antiapoptotikus hatása nem csak az idegsejteknél, hanem más sejttípusok-
nál is megfigyelhető. 

A központi idegrendszeren kívül a PACAP-nak és receptorának fontos elő-
fordulási helyei még a különböző perifériás szervek, mint pl. a petefészek, 
tüszőfolyadék, méh, méhlepény, emlőszövet (14, 17, 19) és a hereszövet (2, 16). 
Az ivarszervekben való jelentős mennyiségű jelenlétük hívta fel a figyelmet 
arra, hogy a PACAP központi szerepet játszhat a szaporodásbiológiai folyama-
tokban is. Ezt látszik alátámasztani, hogy a PACAP-génnel nem rendelkező 
(génkiütött; KO) és PAC1-receptorral nem rendelkező (KO) egerekben egya-
ránt zavart szenved a reprodukció (csökken a termékenység, esetleg teljes 
meddőség alakul ki). Azt azonban még ma sem ismerjük közelebbről, hogy 
ez milyen folyamat eredményeképpen következik be (11). Feltételezik, hogy a 
PACAP a hipofízis eredetű gonadotrop hormonok termelődésére és kibocsá-
tására egyaránt hatással van, még pedig az ún. autokrin/parakrin folyamat 
révén és végeredményképpen így gyakorol befolyást a szaporodási folyama-
tokra. A szaporodással való kapcsolatát látszik erősíteni, hogy nőstény ege-
rekben kimutatták, hogy a PACAP az ösztruszciklus különböző szakaszaiban 
eltérő mennyiségben van jelen a hipotalamuszban (11). Ma már olyan adatok 
is rendelkezésünkre állnak, amelyek arra utalnak, hogy nem csak a gona-
dotrop hormonok, ha nem a progeszteron és prolaktin hormonok szekréci-
ójára is hatással van (23). Ezzel szemben a PACAP-KO és PAC1-receptorhiá-
nyos nőstény egerek ösztruszciklusa, párzási viselkedése, valamint ovulációja 
és a levált petesejtek száma nem tért el a kontroll egerekétől. Ugyanakkor 
a PACAP-KO és PAC1-receptorhiányos nőstények vemhesülésében — az iro-
dalomban közölt adatok szerint — meglehetősen nagy eltérések lehetnek  
(13—50%) (5). A nagy különbségek magyarázataként a kísérleti egerek geneti-
kai hátterét, kompenzációs folyamatokat, eltérő mértékben zavart beágyazó-
dást, korai magzatfelszívódást és az engedélyezett párzások számát szokták 
megemlíteni (több párzási lehetőség esetén kisebb a vemhesült állatok szá-
mában tapasztalható csökkenés) (3).

Vizsgálataink célja volt, hogy további adatokat gyűjtsünk azzal kapcsolat-
ban, hogy milyen hatással van a PACAP a nőivarú állatok nemi ciklusára és az 
ovulációt / termékenyülést követően a korai embriók fejlődésére.

A hipofízis adenilátcikláz aktiváló polipeptidet (pituitary adenylate cyclase-ac-
tivating polypeptid – PACAP) 1989-ben izolálták először juh hipotalamuszból. 
Nevét arról kapta, hogy a cAMP-szintet emeli a hipofízisben (9). A PACAP egy 
neuropeptid, aminek az aminosavsorrendje nagymértékű, 84–100% azonos-
ságot mutatnak azokban a gerincesekben, amelyekben napjainkig kimutat-
ták (1). A PACAP legfontosabb előfordulási helye az agyvelő és ezen belül a 
hipotalamusz. A hipotalamuszon kívül az adenohipofízisben is kimutatták 
a PACAP-ot és a PACAP-receptorokat. Ez arra enged következtetni, hogy a 
PACAP a hipotalamusz mellett az elülső hipofízislebeny hormonális műkö-
désének szabályozásában is részt vesz (21). Ez közelebbről azt jelenti, hogy a 
PACAP több felszabadító hormon és hipofízis eredetű hormon termelésének 
és elválasztásának az irányításában is közreműködhet (13).
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ANyAg és MóDsZEr

TarTási körülmények
A vizsgálatokat CD1-egértörzs 8 hetes egyedein végeztük (PACAP-KO n = 5, vad típus 
n = 5), amelyet közösen folytatott kutatási program keretében a Pécsi Tudomány-
egyetem Anatómiai Tanszéke biztosított számunkra. Az állatokat az Állatorvostudo-
mányi Egyetem szülészeti és szaporodásbiológiai Tanszék és Klinika kísérleti állat-
házában tartottuk 21 °C-on, 65%-os páratartalmon és 12 óra sötét/12 óra világos 
fényprogramon. Az állatok tartási körülményei megfelelnek az aktuális jogszabály 
feltételeinek (40/2013 [II. 14] Kormányrendelet az állatkísérletekről) (állatvédelmi 
engedély száma: PE/EA/1101-7/2017).

HormonvizsgálaT
Az ösztradiol és progeszteron napi szintjeinek méréséhez az egerek minden nap 
azonos időpontban, 21 napig gyűjtött bélsármintáit használtuk fel. A hormonvizs-
gálathoz bélsárextraktumot használtunk. Az extrahálás Isobe és mtsai módosított 
protokollja alapján történt (6). A progeszteron radioimmunoassay-hez Csernus és 
mtsai módszerét követtük (4). Az intra-assay CV (próbán belüli mérési hibaszáza-
lék) < 10%. Az inter-assay CV (próbák közötti mérési hibaszázalék) kiszámításához 
2, az előzetes mérések során használt mintát alkalmaztunk (Kontroll1 és Kontroll2). 
Inter-assay CV: 9,16 ill. 7,34%. Analitikai érzékenység 0,7365 nmol/l. Az ösztradiol 
meghatározását bevont csöves rIA KIT-tel végeztük a gyártó protokolljának meg-
felelően (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 ösztruszciklus során az ösztradiol kon-
centrációja ovuláció előtt megemelkedik, felvesz egy csúcsértéket, a ciklus további 
részében alacsonyabb szinten mozog. Ezzel szemben a progeszteron nagy kon-
centrációban van jelen, csak az ovuláció előtt csökken le, mélypontértéket felvéve. 
Az adatelemzésnél a kapott koncentrációkat ösztradiol esetén alap- és csúcsérté-
kekre, progeszteron esetén pedig plató- és mélypontértékekre osztottuk.

eMBRiók kinYeRéSe éS in vitro  
TenYéSzTéSe
A zigótákat 8 hetes szuperovuláltatott (7,5 NE PMsg, 48 óra eltelté-
vel 7,5 NE hCg; Alvetra und Werfft Ag; Ausztria) nőstényekből nyertük 
ki, amelyeket a hCg injekciót követően egyedileg hímekhez helyez-
tünk 1 éjszakára. A zigótákat a párzást követő reggelen nyertük ki, 
majd g1 (Vitrolife, svédország) tápfolyadékban 96 órán keresztül in 
vitro tenyésztettük őket (37,5 °C, 6,5% CO2, maximális páratartalom). 
Ezt követően megvizsgáltuk a fejlődési állapotot, blasztociszta 
arányt, syBr14 festéssel meghatároztuk a sejtszámot, valamint a 
fejlődési stádiumnak megfelelő morfológiájú embriókban ellenőriz-
tük a blasztomerek kromatin állományát (1. ábra).

sTaTiszTikai analízis
Az adatokat r statisztikai programmal (r Development Core Team, 
2016) elemeztük. A két kezelési csoportban a sejtszám és a mik-
ronukleusz arány összehasonlítására kétmintás t-próbát használ-
tunk. 

Az ösztradiol alap- és csúcsszint, ill. a progeszteron plató és mély-
pontátlagok összehasonlítására általános lineáris kevert modelle-
ket (LME) használtunk, az r NLME könyvtár segítségével (12). 

Az eredmények kiértékelésénél 5%-os szignifikanciaszinttel 
dolgoztunk.

1. áBRA. SYBR Greennel megfestett embrió 
A nyilak a mikronukleuszokat jelzik

FigURe 1. Representative image of an embryo 
stained with SYBR Green 
Arrows show micronuclei

A vizsgálatokat 
PACAP-génkiütött, ill. 
vad típusú CD1-egér-

törzs 5–5, 8 hetes  
egyedén végezték
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jét 21 napig bélsármin-
tákból határozták meg
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ErEDMéNyEK

embriófejlődés, embrióminőség
Az embriók vitalitására, fejlődésére, valamint fej-
lődési erélyére következtethetünk a blasztome-
rek számából. Vizsgálataink azt mutatják, hogy a 
PACAP-KO embriók nagyobb átlagos sejtszámmal 
rendelkeztek, mint a vad típusúak (p = 0,0022; KO: 
58,17 ± 14,9; vad típusú: 40,40 ± 7,4).

A mikronukleusz-arányokat tekintve, azoknál a 
blasztocisztáknál, amelyek a 96 órás tenyésztés 
alatt csak a korai stádiumot érték el, nem volt 
szignifikáns különbség a két kezelési csoportban 
(p = 0,18) (2A. ábra) és szignifikánsan nagyobb 
arányban (p = 0,02) tartalmaztak mikronukle-
uszt, mint a fejlettebb blasztociszták (középidős, 
expandált, kibújt). 

A fejlettebb embriók esetében viszont szig-
nifikánsan nagyobb arányban tartalmaztak mik-
ronukleuszt a PACAP-KO embriók (p = 0,01) (2B. 
ábra).

HormonTermelés
A PACAP-KO egereknél három nőstény esetén 3, kettő esetén 4 ciklust tudtunk 
elkülöníteni az ösztradiolcsúcs alapján. A vad típusú nőstényeknél pedig négy 
egyednél 4, egy egyednél 3 ciklus különítettünk el. Az ovulációt megelőző öszt-
radiolcsúcsok értékeiben (p = 0,47), valamint alapszintjének értékeiben (p = 0,5) 
nem volt szignifikáns különbség a két csoportban (3A., ill. 3B. ábrák).

Vizsgálataink alapján azt is megállapítottuk, hogy a két csoport progeszteron 
platószintjeiben (p = 0,1) és mélypontértékeiben (p = 0,07) sem volt szignifikáns 
különbség (4A., ill. 4B. ábrák).

2. áBRA. Mikornukleuszok aránya korai (A) és expandált (fejlet-
tebb B) fejlettségű blasztocisztákban; (*) p < 0,05

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

3. áBRA. Ösztradiol koncentrációk csúcs (A) –és alapértékei 
(B) az egyes csoportokban

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

4. áBRA. Progeszteron plató (A) és mélypontértékek (B) az 
egyes csoportokban

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

A PACAP szaporodásbiológiai hatásaival foglalkozó korábbi vizsgálatok eredmé-
nyei azt mutatják, hogy a PACAP több szinten is hatással van/lehet a repro-
dukcióra. A megfigyelések azonban eléggé ellentmondásosak mivel PACAP-KO 
egerekben az ivarérés, a párzás, az ovuláció és a termékenyülés folyamata 
zavartalan. Ezzel szemben Isaac és sherwood csökkent utódszámot figyeltek 
meg PACAP-KO egerekben, ami azt sugallja, hogy a PACAP fontos szerepet tölt-
het be a beágyazódásban (5). Az említett szerzők vizsgálatainak az eredményei 
arra engednek következtetni, hogy a PACAP hiánya megzavarja a beágyazódás 
folyamatát és ezért nem alakul ki vemhesség. érdekes megfigyelés, hogy ha egy 
ciklusnál hosszabb ideig helyezték a nőstényeket a hímek ketrecébe és ezáltal 
több párzásra nyílt lehetőség a vemhes PACAP-KO egyedek száma emelkedett. 
Ez a tapasztalat azt jelzi, hogy a PACAP hiányából jelentkező vemhességelmara-
dás nem mindegyik párzás alkalmával jelentkezik, hanem inkább azt mondhat-
juk, hogy PACAP-KO egerek (PACAP-hiány) reprodukciós folyamata zavart és ez 
a vemhes egyedek számának csökkenéséhez vezethet. Ez a csökkenés azonban 
bizonyos mértékben kivédhető a párzások számának növelésével. Összességé-
ben a beágyazódási zavarokat, a vemhes állatok számának csökkenését a vem-
hesség kialakulását támogató hormonok (prolaktin, progeszteron) termelésének 
zavarával/csökkenésével magyarázzák, amelynek hátterében a PACAP hiánya 
húzódhat meg.

Esetünkben, amikor a szuperovulációs hormonkezelést és párzást követően 
nyertük az embriókat donor PACAP-KO és ún. vad (PACAP-pal rendelkező, kont-
roll) egerekből a két csoport között a kinyerhető embriók számában nem talál-
tunk különbséget. Ez arra enged következtetni, hogy a kísérleti (PACAP-KO) és 
kontroll (vad, PACAP-ot termelő) csoport egerei egyformán reagáltak a szupe-
rovulációs hormonkezelésre és a termékenyülés folyamata is zavartalan volt 
mindkét csoportban és ennek tudható be, hogy a kinyert embriók számában 
nem találtunk különbséget. Ugyanakkor Isaac és sherwood csökkent utódszámot 
figyeltek meg PACAP-KO egerekben (5). Mivel esetünkben az embriószámban 
nem találtunk eltérést, ez alátámasztja Isaac és sherwood véleményét, miszerint 
a PACAP fontos szerepet tölthet be a beágyazódásban és hiányában az implan-
tálódó embriók száma (implantációs képessége) csökken (5).

Zakhartchenko (24) és shapiro (15) adatai alátámasztják, hogy az embriók sejt-
száma (blasztomerek száma) meghatározza a fejlődési képességet. Ezért az 
embrióban található blasztomerek száma alkalmazható a fejlődő embrió élet-
képességének (a továbbfejlődés esélyének) a jellemzésére. Kisebb blaszto- 
merszám esetében a csökkent fejlődési képességre következtethetünk (15, 24). 
A blasztomerekben megfigyelt mikronukleuszok számát viszont az kisebb fej-
lődési eréllyel és beágyazódási képességgel hozták kapcsolatba (7, 10). Kísér-
leteinkben szignifikáns különbséget találtunk a sejtszámban a PACAP-KO és a 
PACAP vad típusú egerek között, a PACAP-KO egerek javára. A PACAP vad típusú 
egerek embrióiban azonban kevesebb mikronukleuszt mutattunk ki. Összefog-
lalva, a PACAP-KO egerek esetében az embriók blasztomer száma nagyobb volt, 
de több mikronukleuszt tartalmaztak, mint a vad egerek embriói (igaz, esetük-
ben viszont kisebb volt az átlagos blasztomerszám). Mivel a nagy mikronukle-
usz-arányt összefüggésbe hozták a gyenge beágyazódási sikerrel (7) és a fejlő-
dési folyamatok akadályozottságával (10), ezért a kisebb mikronukleusz-arányból 
a vad típusú embriók jobb minőségére következtethetünk. A vad típusú embri-
ókban tapasztalt kisebb mikronukleusz-arány feltételezhetően a PACAP sejtvédő 
hatásának köszönhető.

érdekes, hogy bár a korai stádiumú embriók tenyésztése során szabályos fejlő-
dést figyeltünk meg, a 96 órás in vitro tenyésztés után, egyik kezelési csoportban 
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sem találtunk kibújó vagy kibújt blasztocisztát, ami egyéb, reprodukciós vizs-
gálatokban használt egértörzseknél jellemző (pl.: BDF1 egértörzs). A PACAP-KO 
egerek esetében megfigyelésünk összhangban van Isaac és sherwood eredmé-
nyével és az abból levont következtetéssel, miszerint a PACAP-hiányos egerek-
ben a reprodukciós teljesítmény csökkenését beágyazódási zavarok idézik elő 
(5). Ha ugyanis a blasztociszta stádiumú embrió nem képes kibújni az őt körül-
vevő zona pellucidából (tok), akkor természetesen nem kezdődhet el a beágya-
zódás. A PACAP-pal rendelkező ún. vad egerekből származó embriók esetében 
jelentkező kibújás képtelenségre egyelőre nem tudjuk a magyarázatot.

Az egérnek, a patkánynak és a szíriai aranyhörcsögnek átlagosan 5 napos cik-
lusa van, de gyakran szabálytalan (22). Ezt a tapasztalatot saját megfigyeléseink 
is alátámasztják, hiszen vizsgálataink során különböző ciklushosszt állapítottunk 
meg az egyedek között. A PACAP-KO nőstényeknél nagyobb progeszteronszintre 
utaló tendenciát figyeltünk meg, ami hatással lehet a szaporodási folyamatokra, 
azáltal, hogy gátolja az ovulációt és a párzási viselkedés kialakulását. Ennek ellent-
mondani látszik, hogy mások normális ovulációs folyamatot és párzási viselkedést 
tapasztaltak a KO egerekben (5). Összességében elmondható, hogy a két cso-
port embriószámában nem tapasztaltunk különbséget, ugyanakkor a PACAP-KO 
embriók nagyobb mikronukleusz-arányából következtetünk, azok rosszabb minő-
ségére. Hormontermelésükre vonatkozó vizsgálataink során nagyobb progesz-
teronszint-tendenciát figyeltünk meg a PACAP-hiányos (KO) csoportban, amely 
akadályozhatja az ovulációt és a párzási viselkedést. Előzetes tapasztalataink alá-
támasztása érdekében és igazolására további vizsgálatokra van még szükség.
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