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BEVEZETES

CIRKADIAN RITMUSU BIOLOGIAI JELENSEGEK. Az emberi teljesitoképesség hatdrait
befolydsol6 bioldgiai sajatsdgok, igy a belsd id6zité mechanizmusok ismerete irdnt egyre
nagyobb az igény. A bioldgiai ritmus egy nagyjabdl azonos periédusiddvel ismétlddo,
ritmikus bioldgiai jelenség, mely eldrejelzi a kornyezeti tényezdk ismétlddd valtozasait
(fény, hoémérséklet, taplalék, stressz, etc.), hogy ezekre az él6 szervezet idOben
felkésziilhessen. A cirkadidn ritmustd bioldgiai folyamatok ritmikus mintdzata a Fold
tengelyforgdsa altal kivaltott nappal/éjszaka ciklushoz igazodik (circa- koriilbelil, diem-
24 6rés nap). A cirkadidn ritmus az élvildgban széleskoriien elterjedt, és fenomenoldgiai
szemszOgbdl az aldbbiak jellemzik: (1) Endogén jelenség: a ritmus megfigyelhetd
folyamatosan sotét (DD- constant darkness), édllandé homérsékletli és pdaratartalmi
kornyezetben is. Ilyenkor a periédusidd csak koriilbeliil 24 h. (2) A ritmus periéduson
beliili aktudlis lefutdsa (fazisa) viszonylag konnyen megvaltoztathaté az arra alkalmas
kornyezeti ingerrel (Zeitgeber: id6t meghatarozo).

A CIRKADIAN BIOLOGIAI ORA. A cirkadidn ritmust vezérl6 biol6giai mechanizmusokat az
1960-as években bioldgiai ordknak nevezték el. A cirkadidn ordk rendkivill csekély
hibdval mitkodnek, a ritmuskeltd bioldgiai oszcilldtor Ssszetevéi pedig egyetlen sejtre
lokalizalhat6k. Eukaridtakban az ismétlddést génaktivacids szintii kaszkad biztositja, gatld
visszacsatoldssal. Az 1990-es évek kozepére valt vildgossd, hogy a visszacsatolasi hurok
csak két elembdl 4ll, az aktivalo- és a gatld draproteinekbol, melyeket az dragének
kddolnak (1. abra). A CLOCK o6raprotein f6 dimerizacids partnerei a BMAL proteinek. A
CLOCK/BMAL heterodimerek a sejtmagban E-box kotddést kovetéen génexpresszidt
indukdlnak. E-box elemet tartalmaz tobbek kozott a per, és a PER heterodimerizacids

Represszorok (XYM acvatorok(zy)  partnerének, a CRY génjének promotere is. A
cytoplasma képzddott PER/CRY heterodimerek interakciéba
@ Iépnek a  CLOCK/BMAL  transzkripcids

komplexekkel és gitoljak azokat. A PER és CRY
proteintermékek  degraddciéjdval a  gitlds

megsziinik. Az djabb ciklus elinditdsaért egy
f i masodlagos feed-back hurok felel, ahol a bmal

transzkripciét a REV-ERBa és RORa proteinek
szabalyozzdk.

1. abra. A cirkadidn bioldgiai oszcilldtor alapjdt képezd
[ sejtszintii szabdlyozds sémdja. A molekuldris interakciok
nucleus leirdsa a szovegben olvashatd. Fobb 6ragének gerincesekben
(egér): a: bmal, b: clock, x: per, y: cry, m: Rev-erba, n: Rora.

A CIRKADIAN BIOLOGIAI ORA ELETTANI SZEREPE. A cirkadian bioldgiai oszcillator id6zit6
funkcidjat a homeosztatikus szabdlyozorendszerek mellett a kardiovaszkuldris-, az
endokrin- és az immunrendszer hasznositja. Az élettani véltozok széles spektruman
kovethetd nyomon az 4tlagosan 20-30%-os napi fluktudcioként megjelend cirkadidn
ritmus, és a kiilonféle sejttipusok kifejez6dd génjeinek akdr 90%-a mutathat 24 Orés
periédusi ritmikus expressziés mintdzatot. Alapvetd sejtszintli folyamatok is a
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molekuldris oszcilldtor szabdlyozdsa alatt dllnak (e.g. sejtciklus), igy az organizmuson
beliili széleskorii elterjedtsége miatt a cirkadidn 6ra egy dltaldnos, ,housekeeping”
rendszernek foghaté fel. Erintettsége igazolt szdmos, nem ritka koérfolyamat
kialakuldsdban és lefolydsdban.

A CIRKADIAN BIOLOGIAI ORA SZABALYOZASA EMLOSOKBEN. A szabdlyozéds legnyilvan-
valébb kornyezeti kulcsingere a fény/sotét ciklus véltakozdsa. Ennek érzékeléséhez a
retina ganglionsejtjei koziil az 6nmagukban is fényérzékenyek jatszanak kulcsszerepet
(ipRGC - intrinsically photosensitive retinal ganglion cells), melyek tobbnyire a non-
vizudlis fényinformdacidk feldolgozasdban érintett agyteriiletekre vetiilnek. A retindbdl a
hypothalamusba érkez6 idegrostok (tractus retinohypothalamicus, RHT) a nucleus
suprachiasmaticuson (SCN) végzddnek, mely mag ablacidja a fontosabb élettani funkcidk
24 6ras periddusu ritmusos mintdzatdnak megsziinéséhez vezet. Emlésokben az SCN a
legfébb cirkadidn ritmusgenerdtor, mert egyéb sejtszintli oszcilltorral (e.g. fibroblast,
hepatocya) ellentétben az SCN neuronok a fejlett intercelluldris kommunik4cié miatt
zeitgeber hidnydban sem deszinkronizdlédnak. A fény éjjel a retinorecipiens SCN
neuronokban a c-fos, c-jun és a per gének kifejez6dését indukdlja, melynek kovetkeztében
az SCN dltal szabdlyozott Osszes jelentds cirkadidn ritmusd folyamat fazisgorbéje
megvaltozik. A csak éjjel kivélthaté hatds fazisfiiggdsége a szigndltranszdukcid szintjén
szabdlyozott. A fény éltal az SCN-ben kivaltott Glu - NMDA-R - Ca*; - CaMK IV — b-Raf - MEK1
— ERKI1 — MSK - CREB - CRE - per szigndltranszdukcidé szabdlyozdsdban kiilondsen fontos
neuromodulator emlésokben a RHT-on felszabadulé6 PACAP. A fény/sotét ciklushoz
igazitott fazisjelet az SCN neuronok tobbnyire a kornyezd hypothalamicus magok felé
tovabbitjak (homeosztitok: testhdmérséklet, energiahdztartds, alvas/ébrenlét, lokomotoros
aktivitds/inaktivitds; vegetativ idegrendszer; hypothalamo-hypophysealis rendszer). Az
SCN altal szinkronizalt periférids oszcilldtorok éragén-expresszids ritmusgorbéinek SCN-
hez viszonyitott, jellemzd faziskésését az érintett receptorok és jeldtviteli utvonalak
szovet-specifikus eltérései okozzdk. A tobozmirigy (glandula pinealis) az SCN A4ltal
vezérelt endokrin szervek kozott Kkitlintetett szereppel bir a cirkadidn ritmusud
szabdlyozdsidban, mert (1) keringd zeitgeber-t biztosit (melatonin, ,,s6tétséghormon”) és
(2) kulcsszerepe van az évszakok véltozdsaihoz alkalmazkodd bioldgiai szabalyozdsban
(fotoperiodizmus).

A MADAR TOBOZMIRIGY, MINT A CIRKADIAN BIOLOGIAT ORA MODELLJE. Bar a melatonin-
szekrécid cirkadidn ritmusa filogenetikailag meglehetdsen konzervélt funkcid, a toboztest
(corpus pineale) jelentOs faj-specifikus morfoldgiai, és funkciondlis kiilonbségeket mutat.
A madar tobozmirigy bizonyul kiilléndsen alkalmasnak a cirkadidn ritmussal kapcsolatos
szabdlyozémechanizmusok modellezésére, mert az aldbbi tulajdonsdgok mindegyike
jellemzi: (1) A koponyatetd kozvetlen kozelségében helyezkedik el, ahol a csontszovet
vékony, fénydtereszt6. (2) A retina csapocskdihoz hasonlé fotoreceptorok és az
emldsokéhez hasonld, nytlvanyok nélkiili pinealocytdk egyidejii jelenléte a pinealis
progenitor sejtek differencidléddsi irdnydnak megvéaltozdsidra utal, melyben dontd
szerephez jut a pinealopetalis idegrostok bedramldsa az ontogenezis soran. (3) A
melatonin-release amplitiddjat in vitro a kozvetlen megvildgitds és az adrenerg ()
stimulus egyarant befolydsolja. (4) Az emlésok és mds nem-emldsok tobozmirigyéhez
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képest madarakndl a tobozmirigy in vitro DD kornyezetben szinkronizélt ritmusban
miikddik, az emlés SCN-nel 6sszemérhetd ideig (>5 ciklus). (5) A pinealectomia szamos
alapvetd cirkadidn ritmus eltlinéséhez vezethet madarakban, de emlésokben nem. (6) Az
emlds SCN-modellel ellentétben a madér tobozmirigybdl olyan in vitro prepardtum
készithetd az eredeti szoveti szerkezet megtartdsa mellett, mely a kornyezd szoveti és
neuroendokrin hatdsoktél konnyen izoldlhaté. (7) A csirke tobozmirigy mdir az
embridkbdl is izoldltan kivehetd és egészben in vitro rendszerbe helyezhetd, igy idedlis
modellként szolgdl a cirkadidn ritmus kifejezddését és szinkronizaciéjat eldontd, az anyai
humordlis kornyezettdl fiiggetleniil haté kornyezeti és genetikai tényezdk vizsgalatara.

Az 1990-es évek masodik felére az emlés SCN, mint gerinces éramodell a genetikai
médszerek széles skaldjaval vizsgalhatéva valt. 1999-ben, amikor a PTE AOK Anatémiai
Intézetben tudomdnyos didkkordsként kezdtem munkdmat, azt tiiztiik ki célul, hogy az
dragén-expresszié szintjén ellendrizziik a kordbbi adatok alapjdn kialakitott hipotézist,
miszerint a csirke tobozmirigy az emldés SCN mellett egy elényds és egyszerlien
kihaszndlhat6 modell a ritmusos folyamatok alapmechanizmusainak vizsgalatara.

CELKITUZESEK

(1) A munkéank kezdetén a csirke éragének azonositasat tiztiik ki célul.

(2) A csirke tobozmirigy 24 6rds Oragén-expresszids mintdzatinak meghatdrozdsira
normdl fény/sotét (LD) koriilmények kozott tartott csirkék vizsgélatat terveztiik.

(3) In vivo és in vitro kisérleteket terveztiink, hogy a kiilonféle megvilagitasi
koriilmények kozott gylijtott adatok Osszehasonlitdsdval kovetkeztethessiink a pinedlis
fotoreceptoroknak az Oragén-expresszié szabdlyozdsdban betoltott szerepére a csirkék
tobozmirigyében.

(4) A melatonin-szintézis cirkadidn ritmusa LD kornyezetben a 17. embriondlis naptdl
transzkripcids szinten szabdlyozott a csirkék tobozmirigyében. Hogy ennek hatterében
dllhat-e mar a molekuldris oszcillator szinkronizdlt miikodése, az elézbleg LD
koriilmények kozott inkubdlt E17 stddiumd embridk és az elézdleg LD kornyezetben
tartott 6 hetes dllatok 24 Ords Oragén-expressziés mintdzatainak Osszehasonlitdsat
terveztiik.

(5) Sejtszintl oszcillatorok a csirkék tobozmirigyében mar a kikelés eldtt miikodhetnek,
de szinkronizdci6éjukhoz alapvetden sziikség lehet kornyezeti impulzusra. Ennek 6ragén-
expressziés szintll igazoldsdra in vivo és in vitro kisérleteket terveztiink allandé sotét
kornyezetben (DD) inkubdlt embridkon.

(6) Mar korabban felmeriilt, hogy PACAP-pal szinkronizal6édhat a madar tobozmirigy
6ramodell is, de a rendelkezésre 4ll6 adatok nem voltak egyértelmiiek. Arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy az emlés SCN-nél leirtakkal hasonl6 id6ben, és a hatdsosnak leirt
dézisban alkalmazott PACAP kezelés befolydsolja-e az éragének 24 6rds expresszids
mintdzatit a DD koriilmények kozott inkubdlt csirke embridk tobozmirigyében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

OLIGONUKLEOTID PCR PRIMEREK. Munkink kezdetén még nem volt madir dragén-
szekvencia ismert. Figyelmiink el8szor a fényérzékeny tulajdonsdgui oraprotein, a CRY1
génjére irdnyult: az egér cry/ mRNS szekvencidja alapjdn kerestiink az akkor elérhetd
csirke EST adatbdzisban hasonld, de még azonositatlan fragmentumokat
(http://www.chick.manchester.ac.uk). A perl, per2, per3, cry2, clock, bmall és bmal2
oragének vizsgalatdra az idokozben az adatbankban elérhetdvé valt madar szekvencidkat
haszndltuk (1. tablazat). Az oligonukleotid primerpdrokat dgy terveztiik, hogy a
megfeleldi az egér génben intront tartalmazé szakaszt fogjanak kozre. Tovéabbi tervezési
szempont volt, hogy az RT-PCR termék 100-500 bp nagysdgui legyen, a genomikus PCR
termék pedig legaldbb 100-500 bp-ral hosszabb. A cryl specifikus primerekkel nyert RT-
PCR termékeket a PTE AOK Patolégiai Intézetben 2001-ben, a cry2 és clock RT-PCR
termékeket a PTE AOK Laborat6riumi Medicina Intézetben 2008-ban szekvenaltattuk.

Ora- GeneBank Species S primer 3' primer RT-PCR temék Intron
gének ID k6dok szémitott hossza hossz
Cbdk AF 246959 csirke tecaagtctettggacaace gctottectggateatgtot 420 800
Bmall AF 246957 csirke tgocagaccaaaggatgg tcgagacatagegttecac 370 700
Bmal2 AF 246958 csirke atgcacaacaaccgaacatc caatgttgtcocatttgaage 330 900
Perl NM 011065 egér cggagctictgggtige occaggggatgggactc 275 1200
Per2 AF 246956 csirke caatggctcacac gaacact ggageagctgtagetgtogt 250 1050
Per3 AY 046567 csirke cacaggficagcageatcag atcatcacccaggetgadc 225 1300
Cryl AY 034432 csirke gaatgctggaagetggatgte ccttetggacactetcteg 200 100
Cry2 AY 034433 csirke acaagecaccectcacctac gatgggaccocatacacate 150 700

1. tablazat. PCR primerek az éragének mRNS- és genomikus DNS detektdldsdra csirkében.
Az adatbankban elérhetd szekvencidkbdl olyan primerpdrokat valasztottunk, melyekkel a
tablazatban feltiintetett méretli RNS és genomikus DNS szakaszok detektalhatok.

VEGYSZEREK. A szovetmintdk RNS-extrakcidjahoz TRI reagenst (Sigma T9424), az RT
reakcidhoz MuLV reverz-transzkriptdzt (Applied Biosystems N8080018), a PCR
reakcidhoz Tag-polimerdzt (Sigma D4309) alkalmaztumk. Az agaréz gél-
elektroforézishez TAE puffert, a nukleinsav festéséhez ethidium-bromidot (Sigma
E1385), vagy SYBR Green I-et (Sigma S9430) hasznaltunk.

KISERLETI ALLATOK, SZOVETMINTAK. Csirke mRNS és genomikus DNS mintdkat fehér
Leghorn tipust csirkékbdl vett egész tobozmirigybdl (5-8 mg/db) készitettiink (Pécs-
Reménypuszta Baromfifeldolgozé Uzem). Az allatok szenvedésének minimalizaldsira
nagy gondot fektettiink. A csirkék dekapitdldsara kozvetleniil a mintavétel eldtt keriilt sor.
SZEMIKVANTITATIV RT-PCR. Az RT reakci6 hatdsfoka €s a kiinduldsi RNS mennyiségek
mintdnkénti kiilonbségeib6l ad6dé eltérések normalizéldsdra belsd standardként a S-aktin
gént valasztottuk. A tobozmirigy RNS extraktumok vizsgilatira egylépéses RT-PCR
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eljarast dolgoztunk ki. Az optimalizalt reakcié-paraméterek a kovetkezdk voltak: templat
szintézis 42°C 15 min, denaturdcié 94°C 5 min, amplifikdcié 26 ciklusban (94°C 30 s,
60°C 30 s, 72°C 1 min), és végiil 72°C 7 min. A protokollt a clock, cryl és cry2
primerekre sikeriilt beallitani, 1,5 mM Mg koncentraci6 mellett. Az RT-PCR termékeket
a reakcidelegy 5-5 ul-ének agardz-gélelektroforézisével valasztottuk el, a gélt SYBR
Green I-gyel festettiik, majd kék fénnyel vildgitottuk at (Dark Reader, Clare Chemical,
USA). A fluoreszcens jel detektdldsdhoz az altalunk Osszedllitott dokumentécids rendszert
hasznaltuk (sotétkamra, amber filter szinsziird - Clare Chemical, Canon A510 digitélis
fényképez6gép). A PCR termékek SYBR Green fluoreszcencidjat a gélfotékon lathatd
DNS csikok atlagos, hattérértékekkel korrigdlt pixel-intenzitdsabol hataroztuk meg (2.
dbra). Az 6ragén RT-PCR termékek fluoreszcencidjat a [S-aktin fluoreszcencidjahoz
normalizaltuk: az {gy nyert relativ fluoreszcencia értékeken végeztik a statisztikai
probakat. )

t 2. abra. Oragén RT-PCR

0 Actin termék mennyiségi vizsgd-

et lata. Csirke tobozmirigy

Akt . . RNS-b6l S-aktin és cryl
e b B primerekkel nyert termékek
&8 5 agaréz gélen, SYBR Green
“ I festéssel. A hisztogram a

" fotéon pontozott vonallal

. 5 i e = T AR ih kériilh.atérolt gélsav pixel-
Distance (pivels) intenzitdsat mutatja.
Az mRNS expresszi6 mennyiségi vizsgdlatdhoz cDNS- és mRNS-standardgorbéket
készitettiink. Az egységnyi fluoreszcencia-valtozassal jar6 kiinduldsi templdtmennyiség-
eltérés meghatdrozasakor csak az exponencidlis tartomdnyba esd fluoreszcencia adatokat
vettiik figyelembe. A PCR termékek 2-szeres relativ fluoreszcencia-kiilonbsége legalabb
1,4-szeres (clock) és 2,4-szeres (cryl) kezdeti cDNS mennyiség-novekedéssel korrelalt.
Az RT-PCR termékek 2-szeres fluoreszcencia-kiilonbsége legalabb 2,2-szeres (clock) és
3-szoros (cryl) kezdeti RNS mennyiség-ndvekedéssel korreldlt. A kisérleti mintdk RT-
PCR termékeinek mért SYBR Green fluoreszcencia értékeit a cDNS standardokhoz
viszonyitottuk, majd azokat a transzkriptek méretkiilonbségeivel is korrigdltuk. Az igy
nyert, transzformalt, becsiilt mRNS mennyiségi adatokat dbrdzoltuk a grafikonokon.

IN vivo KISERLETEK. Fertilizdlt Leghorn csirketojdsokat szereztiink be (Bolyi Keltetd
Uzem), majd a keltetésig LD (14h fény/10h sotét) vagy DD kornyezetben inkubdltuk,
dlland6 hOmérsékleten (37,8°C), pdratartalmon (55-70%), és gépi (2 Ordnkénti)
tojasforgatds mellett (Hemel Brutmaschine A70). A kikelt csirkéket 6 hétig tartottuk LD
viszonyok kozt, ahol viz és csirketdp sziikség szerint volt elérhetd. A fényforrds fehér
fényli izz6 volt, a tojdsokat dtlagosan 400 Lux, a csirkéket 600 Lux intenzitdst fény érte.
Kisérleti csoportonként 3-3 azonos fejlédési stddiumu csirkét dekapitdltunk 2, vagy 4
oranként. A mintak gytijtése 12, 24, vagy 36 6ran 4t tartott.

IN VITRO KISERLETEK. A csirkéket a kisérlet napjan 12:00-kor dekapitdltuk. A 6 hetes
csirkékbdl (n=6) eltdvolitott tobozmirigyeket egyenként 3-4 darabra vagtuk, és az igy
nyert szovetdarabok keverékét 6 csoportra osztottuk, majd ezeket perifiziés rendszer (3.
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abra) 6 celldjéba helyeztiik. A csirke embriokbdl (n=18 db) eltdvolitott tobozmirigyeket
egészben helyeztiik a perifiiziés rendszer 6 celldjdba (cellainként n=3). A celldkon a
szovettenyésztd médium (Sigma Medium 199) atdramlési sebessége 4 ml/h, hdmérséklete
37,8°C volt, LD (14h 225 Lux, 10h sotét), vagy DD kornyezetben. A mintavételt a
rendszer elinditdsa utdn 30 6rdval kezdtiik (mésnap 18:00): minden 4. érdban egy cella
tartalmat gyiijtottiik, a felndtt dllatokbdl szdrmazd szovet-mintdkat celldnként egy adag-
ban, az embridkbdl nyert szovetmintdkat cellainként 3 kiilon adagban. A PACAP-
expoziciés kisérletben a mdsodik mintavételt megel6zé 1 déraban (20:00-21:00) a 2-6.
celladkon 10 nM PACAP-38 (Sigma A1439) kezelést alkalmaztunk.

Termosztat 5% CO,
37°C prt 95% levegd
Csapo
Iy by ey Ieby by Sy by

3. abra. Perifiizios rendszer sémdja.
A médium 1 mm belsd atmérdji
tefloncsovon dramlik a vizfiirdben
tartott lombikbdl egy 2 4lldst csapon
it a cellikhoz (Ann Arbor Plastics), T o e T
majd a perisztaltikus pumpédn 4t a ]
gylijtéedénybe. Az elfolyd médium

melatonin  meghatdrozasit (RIA) . :
nem minden esetben végeztik el, IIII IIII
azok eredményeit a dolgozat nem
tartalmazza. A rajzot Matkovits  Frakciokollektor

Attila készitette. Perisztaltikus pumpa

Vizfirdé

(]l Mintabeadd

Cellak

STATISZTIKAI ANALIZIS. A standardgorbék készitésekor a higitdsi sorokbdl nyert (RT)-
PCR termékek kozotti  fluoreszcencia-kiilonbségeket  t-probdval  (egymintds,
homoszcedasztikus, egyvégii) ellendriztiik. Az in vivo kisérleteknél a kiilonboz6
idépontokban gyljtott mintdk kozti kiilonbségeket varianciaanalizissel (egy-utas
ANOVA) és Tukey-féle post hoc teszttel hatdroztuk meg. A normal LD ciklustél eltérd
megvildgitds hatdsait az Oragén-expresszié 24 Ords mintdzatdra szintén variancia-
analizissel (két-utas ANOVA) és kétmintds t-probdval (kétmintds, kétvégli, egyenlétlen
variancidju) vizsgaltuk. Az in vitro kisérleteknél a 6 hetes csirkékbdl szarmazo, egy
kisérleten beliil kiilonb6zd idSpontokban gylijtétt mintdk kozti kiilonbségeket non-
paramertikus modszerrel hatdroztuk meg. A kiilonbozd idépontokban gylijtott mintdk
kozti kiilonbségeket Wilcoxon-féle eldjeles rang probdval, a normdl LD ciklustdl eltérd
megvildgitds hatdsait az Oragén-expresszié 24 Ords mintdzatira Mann-Whitney-féle u-
teszttel vizsgéltuk. Az embriokbdl szdrmazd, egy in vitro kisérleten beliil kiilonbozd
idépontokban gyljtott mintdk kozti kiilonbségeket varianciaanalizissel (egy-utas
ANOVA) és Tukey-féle post hoc teszttel hataroztuk meg. A PACAP-38 kezelés hatdsait
az 6ragén-expresszi6 24 6rds mintdzatdra szintén varianciaanalizissel (két-utas ANOVA)
és kétmintas r-probdval (kétmintds, kétvégl, egyenldtlen variancidji) vizsgaltuk.

Szignifikancia-hatdrnak p=0,05-6t tekintettiik minden statisztikai prébdndl.



ORAGENEK AZONOSITASA CSIRKE TOBOZMIRIGYBEN

EREDMENYEK

Az A&ltalunk tervezett oligonukleotid primerparok koziill mindegyikkel sikeriilt csirke
tobozmirigy RNS prepardtumbdl diszkrét nagysdgi RT-PCR terméket nyerni (4. abra). A
reakcidkban a tervezetthez nagysdgban hasonlé termékeket kaptunk. Az RT-PCR
paraméterek kisebb valtoztatdsai mellett minden alkalommal detektaltuk a bmall, bmal2,
per2, cryl és cry2 gének mRNS-eit, mig clock, perl és per3 termékeket csak eltér6 PCR
paraméterek mellett sikeriilt kimutatni. A perl, per3 és cryl esetében megjelend
masodlagos, halvanyabb csikok koziil a cry/ méretben megfelelt az intront is tartalmazé
DNS szakasz vart méretével. A cryl cDNS és genomidlis DNS szakasz szekvencidinak
meghatdrozdsa alapjdn a homoldgia az emlds és csirke cryl gén kozott a vizsgalt cDNS
szakaszon 86%-os, a vdrt ardnyu volt. A genomikus DNS-bdl nyert PCR-termék intron-
szakasznak megfelel6 része 98%-ban megegyezett az idékdzben més kutatdcsoport dltal is
azonositott csirke cryl génben
megtaldlhaté szakasszal, mely az egér
genomban nem fordul eld. A cryl mellett
a cry2 és a clock primerek mikodtek
megbizhatéan az  dltalunk  késdbb
standardizédlt egylépéses szemikvantitativ
RT-PCR médszerben. A cry2 és clock
PCR termékek szekvencidjat ekkor
ellendriztiik, melyek 99%-ban azonosnak

Bmall Bmal2 bizonyultak a tervezéshez haszndlt
templdtokkal. A tobbi génével ellentétben
perl expressziot nem sikeriilt

reprodukdlhatd mddon kimutatnunk, és
tovabbra sincs irodalmi adat a madar perl
gén 1étezésérol.

4. abra. Csirke tobozmirigy RNS mintdk RT-PCR
reakcidtermékei, agaréz gélen, ethidium-bromid
festéssel.

MEGBESZELES

Eredményeink szdmos mads, iddkozben megjelent kozleménnyel Osszhangban
alatdmasztjak, hogy a madar tobozmirigyben az emlds 6ragének homolégjai kifejez8dnek.
Igazoltdk a csitke CLOCK/BMAL 6raprotein-komplex in vitro E-box kotédését,
transzkripcids aktivald szerepét, és ennek gatldsat csirke CRY1 proteinek ko-expresszidja
esetén. Mindezen adatok arra utalnak, hogy a csirke tobozmirigy autoném oszcillacidja
hatterében az emldsdkben mdr lefrt 6ragén-expresszids feed-back szabalyozds allhat.



FENY HATASA AZ ORAGEN MRNS-EXPRESSZIORA
6 HETES CSIRKEK TOBOZMIRIGYEBEN
EREDMENYEK
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A cryl mRNS expresszié 24 6rds mintdzata in
vivo LD kornyezetben kétfazisinak bizonyult:
maximumot 17:00-kor, minimumot 12 éraval
késébb, 5:00-kor mértiink (5. abra A, B).
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5. abra. A fény hatdsa csirke tobozmirigy cryl (A-E) és clock (F-G) mRNS szintjeinek vdltozdsdra in vivo (A-D,
F) és in vitro (E, G). A vizszintes sivok a kornyezeti fényviszonyokat jelzik (iires: fény, teli: sotét). Az
adatpontok €s oszlopok minden idépontban a relativ mRNS expresszié atlagit (+/- SEM, C,D,F) dbrdzoljdk, az
expondlt (teli) és a kontroll (iires) csoportban (C-G). A kontroll-hoz képest mért szignifikdns eltérést * jeloli.
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Ejszakai megvildgitds hatdséra
in vivo a cryl mRNS mennyi-
ség 22:00 6réra csokkent (50%),
4:00 és 6:00 ordra novekedett
(140%, 5. C-D); a clock
expresszié a 22:00-kor fokozot-
tabb volt (115 %, 5. F) a kont-
rollhoz viszonyitva. In vitro
éjszakai megvilagitds hatdsara
sem a cryl, sem a clock
esetében nem volt eltérés az
expondlt és a kontroll adatok

kozott (5. E, G).

Forditott megvildgitdasban (10h
sotét/14h fény, DL) in vivo a
cryl mRNS-expresszid 24 0Oras
mintdzata 6:00 6rdra novekedett
(140%), 14:00 orara csokkent
(30%), majd 2:00 O6rara ismét
novekedett (200%) a kontroll-
hoz viszo-nyitva (6. A). A cry2
expresz-szi0 a DL csoportban
6:00-22:00 kozott lényegében
nem valtozott, 18:00-2:00 kozott
70%-ara csokkent (6. B). A
kontrollhoz viszonyitva 14:00-
18:00 kozott mértiink csokkent
cry2  mRNS mennyiségeket
(70% és 50%, 6. B).

In vitro forditott megvildgitds
hatdsdra a cry2 mRNS szint a
vizsgdlat ideje alatt folyama-
tosan csokkent (50%-ara, 6. C).
A cry2 expresszi6 24 Oras
mintdzata a kontroll csoport-ban
6:00-ig novekedett (sotét-ben),
majd ezutin csokkent. A DL
csoportban a kontrollhoz viszo-
nyitva 2:00-14:00 kozott mértiink
csokkent cry2 mRNS mennyi-
ségeket (40%-70%).

Relativ Cryl mRNS mennyiség

Relativ Cry2 mRNS mennyiség
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6. abra. Forditott megvildgitdsi ciklus hatdsa csirke
tobozmirigy cryl (A) és cry2 (B-C) mRNS szintjeinek

vdltozdsdra in vivo (A-B) és in vitro (C). Az dbra jelolései
hasonléak az 5. dbraéhoz.



MEGBESZELES

LD kornyezetben az 6ragének expresszids mintdzata csirke tobozmirigyben nem az emlds
tobozmirigyéhez hasonld, hanem az emlds SCN-éhez. A cryl fazisgorbe maximumértékei
a nappali megvildgitasi szakasz kozepére (in vitro — irodalmi adat) vagy végére esnek (in
vivo — 5. A-C), tehat az eltér utvonalakon (retina vs. tobozmirigy sajat fotopigmentjeibol)
érkezd fényinformdcidk a cryl kifejez6dését alapvetden serkentik. Az in vivo mintdzat
késése a neurohumordlis kornyezet moduldlé szerepére utal. A cry2 esetében ez a késés
180°-0s: a cry2 mRNS ritmus cryl-éhez hasonlé in vivo lefutdséit (6. A-B, kontroll) a
neurohumordlis szabdlyozds vezérli, mig in vitro a 180°-ban késleltetett cry2 fazisgorbe
(6. C, kontroll) kizdrdlag a tobozmirigy sajat oszcillatora és fotopigmenjtéhez kapcsol6dé
eltérd jelatviteli folyamatokat tiikrozi. A clock gén expresszids mintdzata is hasonlit a
cryl-ére in vivo LD koriilmények kozott, de kisebb amplitiddju (irodalmi adat).

Az éjszakai megvildgitds 2 6rdn belill 4tmeneti cryl mRNS-szint csokkenést okozott in
vivo (5. C-D). A cryl gén fény éltali indukcidja az emlés SCN modellhez hasonléan a
csirke tobozmirigyben is kizdrélag kozvetett lehet. A clock mRNS-szint is megvaltozott,
de a cryl-gyel ellentétben emelkedett (5. F), vagyis az in vivo vératlan idében jelentkezd
(éjszakai) megvildgitds egyszerre tobb génszabdlyozdsi Ut azonnali aktivdldsaval
kiilonb6z6 dragén-expressziés vdlaszokat okozhat csirke tobozmirigyben is. In vitro
koriilmények kozott alkalmazott hasonldé fényexpozicié azonban nem befolydsolta a cryl
és clock oragén-expressziot (5. E, G), tehat a gyors alkalmazkoddshoz a neurohumordlis
kornyezet sziikséges. A cry2 viszont eltérést mutatott az in vitro éjszakai megvilagitas
alatt (6. C, 18:00-6:00), igy az in vivo azonos expresszios fazisgorbét mutaté cryl és cry2
oragéneket a pinedlis fotoreceptorok valéban eltérd ttvonalon befolyasolhatjak.

beliil megfordult gy, hogy a magasabb cry mRNS szint tovdbbra is a megvildgitasi
szakaszt reprezentdlja (6. A). A fény in vivo cryl expressziét fokozé hatdsa nem
kozvetlen, mert az els6 éjszakai megvilagitds elején dtmenetileg csokkent (22:00, 5. C-D),
a masodik éjszakai megvildgitas eldtti sotét szakasz végén pedig ndvekedett a cryl mRNS
mennyiség (18:00, 6. A). Mindez arra utal, hogy az in vivo vératlan id6ében (éjjel) érkezd
fényinformdcié olyan jelatviteli dtvonalakat befolydsol, melyek hatdsara nemcsak a cryl
expresszid, hanem maga a molekuldris oszcillitor fazisgorbéje is 24 o6ran beliil
megvaltozik csirke tobozmirigyben. Az in vitro vizsgélatunkban a cry2-expresszié az in
vivo adatokhoz képest éppen ellenkezd fényfiiggd valtozast mutatott (6. C): ugyanabban
az idépontban (22:00-6:00) alacsonyabb mRNS-szinteket mértiink megvilagitas alatt
(DL), mint sotétben (LD), mely ismét arra utal, hogy a lokdlis fotoreceptorok és a
neuroendokrin  stimulusok  lényegesen  eltérd  jeldtviteli = mechanizmusokkal
szabdlyozhatjdk a cry2 O6ragén mRNS-mennyiségét. A cryl-gyel ellentétben a cry2
génexpresszid ritmusa az elsd 24 6rdn beliil nem fordult meg in vivo DL koriilmények
kozott (6. B). Alacsony cry2 mRNS-szinteket mértiink mindkét csoportban (DL vs. LD)
ugyanabban az id6épontban (2:00, 6. B), a megvilagitastdl fiiggetleniil (fény vs. sotét). Az
in vivo varatlan id6ben (éjjel) érkez6 megvildgitds a hatdsokat tekintve ellentétes
jelatviteli dtvonalakat is befolydsolhat, mert 2:00-kor a DL csoportban a megvilagitas, az
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LD csoportban annak hidnya idején volt alacsonyabb a cry2 mRNS-szint (6. B). Az
aktivalo hatds a fény altal kivaltott neuroendokrin stimulusokhoz (in vivo, 6. B), a gatlas a
lokalis fotoreceptorokhoz kothetd (in vitro, 6. C). Ezek in vivo interakciéi elfedhetik a
180°-ban megvaltozott fazisgorbéjli oszcillitor szabdlyozd hatdsdnak érvényesiilését az
elsé forditott fény/sotét ciklusban, azaz megakaddlyozzdk a cryl-éhez hasonlé gyors
fazis-adaptaciot (6. A-B). Az in vitro adataink igazoljak ezt a késleltetést, mert a cry2
expresszi6 az els6 forditott megvilagitasi ciklus (DL) teljes ideje alatt alacsonyabb volt az
LD csoport értékeihez képest (6. C). Ez egyben azt jelenti, hogy csirke tobozmirigy
6ramodellben in vivo a pinealocytdk fotoreceptorai dltal varatlanul kivaltott intracelluldris
hatdsokat a cry2 transzkripciés valtozasai tiikkrozhetik jobban, mig a retina fel6l érkezd
varatlan neuroendokrin stimulusokat a cryl és a clock.

AZ ORAGEN-EXPRESZIO 24 ORAS MINTAZATANAK KIALAKULASA
CSIRKE EMBRIOK TOBOZMIRIGYEBEN

EREDMENYEK

Az LD kornyezetben inkubdlt csirke embrickban in vivo kétfazisinak bizonyult a cryl
expresszi6é 24 6rds mintdzata: maximumot 20:00-kor, minimumot 12 éraval késébb, 8:00-
kor mértiink (7. abra). A 6 hetes csirkéknél hasonl6 volt a mintdzat: maximumot 16:00-
kor, minimumot 12 éraval kés6bb (4:00) mértiink.

- - N N
o o o (24

Relativ Cryl mRNS mennyiség
o
[4,]

=
=)

8:00 12:00 16:00 20:00 0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00
Abszolut id6

7. abra. Csirke tobozmirigy cryl mRNS szintjeinek vdltozdsa in vivo normdl
(LD) megvildgitdsi ciklusban. A vizszintes sav a kornyezeti fényviszonyokat
jelzi (tres: fény, teli: sotét). Az adatpontok minden idépontban a relativ
mRNS expresszi6 dtlagat dbrazoljak (+, vagy - SEM), az embrio (kor) és a 6
hetes kikelt allatok (négyzet) csoportjaban.

11



A DD kornyezetben inkubdlt csirke embriokban in_vivo a cryl expresszié6 a 13-15.
embriondlis napokon folyamatos, enyhe csokkenést mutatott (80%-ra), mig clock mRNS-t
csak a 14. naptdl detektdltunk (8. A, C). A 16. nap végéig tovabbra is csak enyhe,
folyamatos véltozast mértiink mindkét gén esetén (8. A, C). A cryl mRNS-szint az 17.
napon mar emelkedett (125%-ra). A 18. nap elejére mind a cryl, mind a clock expresszid
csokkent (25% és 10%-kal, 6:00), majd a nap végére ismét novekedett (8. B, D). A 19.
nap elejére is csokkent a cryl expresszid (10%-kal, 6:00), majd ismét emelkedett (8. B).
Az eltérés a clock esetében a 19. napon nem volt szignifikdns (8. D).
=

" 8 4,
=, 1 &y
09 Z 09
< Y .
0.8 - £ 021 : 3 o
[7)] ~ L1 -
0 zor kNG 3 4}(,
x Ny i g}'
0.6 4 06+ TN F
- : &
= P
0,4 4 5 049 oy ;
T B
03— - — g —
18 2 2 6 10 14 18 2 2 6 10 14 10 14 18 22 2 6 10 14 18 22 2 6 10 14
| E14 | E15 || El6 |
. [
3 O
@0
09 | Z 09
c
[}
08 £ 08
(%) &
07 Z 07
£
5 ]
0, < 08
o
0,5 4 O 05
Q
>
0,4 1 Z 04
C ke D
03 gt
18 2 2 6 10 14 18 22 2 6 10 14 10 14 18 22 2 6 10 14 18 22 2 6§ 10 14
Abszoldt id6 (6ra) Abszolut id6 (6ra)

8. abra. A cryl (A, B) és clock (C, D) mRNS szint vdltozdsa dllandé sotétben inkubdlt csirke
embrick tobozmirigyében in vivo (szaggatott vonal) és in vitro (folyamatos vonal). Az adatpontok
minden idépontban a relativ mRNS expresszi6 dtlagat dbrdzoljdk (+/- SEM). A pontozott vonal az in
vivo LD kornyezetben nevelt 6 hetes csirkékbdl nyert tobozmirigyek dragén-expressziés mintdzatat
mutatja. A négyszogek az embriondlis stddiumot jel6lik (e.g. E15 = 15. embriondlis nap).

A DD kornyezetben inkubdlt csirke embrickban in vitro a cryl expresszié a 15. nap elején,
6:00-kor mutatott maximumot (160%), majd a kezdeti értékek ald csokkent (8. A). A
clock mRNS-szint a 15. napon 10:00-kor érte el csucsértékét (160%, 8. C). A 15. nap
végén, 22:00-kor a cryl expresszi6 minimumot mutatott (75%), majd a 16. napon
folyamatosan a kezdeti értékekre emelkedett (8. A). A clock mRNS-szint a 16. napon
enyhén emelkedett (10%, 8. C). A 18. napon azonban mind a cryl, mind a clock
expresszié 22:00-kor mutatott maximumot, majd a 19. napon 6:00 és 10:00 kozott
minimumértékre csokkent (50%-ra és 80%-ra, 8. B, D). 14:00-ra a cryl ismét emelkedett.
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MEGBESZELES

Irodalmi adatok alapjan in vivo LD korilmények kozott az E18 stddiumd csirkék
tobozmirigyében a fénnyel indukdlhaté per2 expresszid ritmusos. Adataink szerint a
fénnyel kozvetleniil nem indukdlhaté cryl 6ragén expresszidja is ritmusos a hasonld
koriilmények kozott inkubélt E17-18 stddiumi embridk tobozmirigyében (7. abra). A
cryl fazisgdrbe kozel megegyezett az el6zbleg LD kornyezetben tartott 6 hetes csirkék
tobozmirigyében mérttel, mind a maximumértékek ideje, mind az amplitidé tekintetében
(mindkét csoportban 200%). Mindez arra utalhat, hogy ebben a stidiumban (E17) mar
miikodik a kornyezeti ingerekhez szinkronizalt molekuldris oszcillator.

A tobozmirigy neuroendokrin szabdlyozdsdnak szerepét az oszcillator elinditdsdban DD
koriilmények kozott inkubdlt csirke embridkon vizsgédltuk. A tobozmirigy cryl
expresszidja in vivo E13-16 kozott folyamatosan csdkkent, mig a clock mRNS-szint ez id6
alatt enyhén, fokozatosan novekedett (8. A, C, szaggatott vonal). Cirkadian ritmust egyik
esetben sem mértiink a szerv szintjén, mely a sejtek kozotti szinkronizacié hidnyéra, vagy
a sejtszintli oszcilldtor miikddésének hidnydra egyardnt utalhat. Az ellentétes irdnyu
mRNS-szint véltozds ebben a stddiumban a cryl és clock gének eltérd transzkripcios
szabdlyoz4sdra is utalhat. Az E16-19 fejlédési szakaszban mindkét vizsgélt éragén szerv-
szintll expresszids mintdzata megvaltozott, mert a kordbbi (E13-16), viszonylag alland6
értékeket 24 6ran beliil jelentkezd epizodikus mRNS-szint novekedés és csokkenés
véltotta fel (8. B, D, szaggatott vonal). Tovabbi eltérés, hogy a 17-19. napokon a clock
mRNS-expresszids gorbe mar nem forditott, hanem hasonlé lefutdst mutatott a cryl-hez
viszonyitva, ahogy az a kikelt csirkékben is tapasztalhaté. Mindezek arra utalhatnak, hogy
a molekuldris oszcilldtor elinditdsdhoz, vagy a mar miikodo oszcillator-egységek (sejtek)
szinkronizaldsdhoz sziikséges transzkripcids valtozasok in vivo a 16. naptdl jelentkeznek,
melynek hatterében nem kornyezeti, hanem neuroendokrin és/vagy parakrin hatdsok
dllhatnak. Mindkét vizsgalt gén esetében a 17-19. napon DD koriilmények kozott
megjelend napi ritmus lényegesen alacsonyabb amplitidé mellett volt megfigyelhetd,
mint 6 hetes (kikelt) csirkékben, vagy az azonos fejlédési stddiumi, LD koriilmények
kozott keltetett csirke embridkban (7. dbra). Az amplitid6-kiilonbséget az okozhatja,
hogy LD kornyezetben a fotoreceptor sejtek és a pinealocytdk feltételezhetden nagyobb
hanyada tud egymashoz szinkronizalédni. A csirke tobozmirigy modellben a jelatviteli
utvonalak periodikus kornyezeti ingerek ltali in vivo aktivaldsa tehdt nem a molekuldris
oszcillator elinditdsdhoz sziikséges, hanem eldsegiti az in vivo nagyobb amplitidéju
ritmus kifejezodéséhez az intercelluldris szinkronizacidt. Hasonl6 Osszefiiggés figyelhetd
meg az emlds SCN miikodésének postnatalis fejlédésében is, ahol in vivo a periodikus
megvildgitds nagyobb ardnyd szinkronizdciét okoz a neuronok kozott, mint az DD
kornyezetben tapasztalhatd. Zebraddnié tobozmirigy modellen azonban sziikséges
legaldbb egyetlen fényimpulzus az in vivo szinkronizdlt S6ramiikodés kialakitdsdhoz.
Mindez megerdsiti a kordbbi feltételezést, hogy a maddr tobozmirigy a hal
tobozmirigyhez és az eml8s SCN-hez viszonyitva kiilondsen alkalmas modell a cirkadidn
ritmus kialakitasaért felelés neuroendokrin és parakrin szabdlyozasok vizsgdlatdra, mert a
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kornyezeti megvildgitds- vagy az anyai zeitgeber hidnydban is elindul a sejtszintii
oszcillacio, és a szerv szintjén a sejtek egymdshoz szinkronizdlédhatnak.

Az in vivo adatokkal ellentétben in vitro minden vizsgdlt stddiumban szignifikdns
véaltozdst mértiink az 4llandé sotétben inkubdlt csirke embridkbol nyert tobozmirigyek
Oragén-expresszios mintdzataiban (8. abra, folyamatos vonal). Az in vivo és in vitro
adatok eltérése a lokdlis (parakrin) és a neuroendokrin stimulusok kiilonb6zdségét jelzi: az
epizodikusan fellépd intra- vagy intercelluldris szigndlok serkentd hatdsat a neuroendokrin
stimulusok gatolhatjak. A cryl-gyel ellentétben a clock expresszids fazisgorbék in vivo és
in vitro alapveten hasonl6 lefutdsidak, mely arra utal, hogy az E17 stddium el6tt a cryl in
vivo transzkripcids szabdlyozdsa inkdbb a neuroendokrin kornyezettdl, mig a clock
expresszi6 alapvetden csak az intra- és intercelluldris folyamatok valtozasaitél fiigg.

Az in vitro kisérleteink is igazoltdk, hogy a csirke tobozmirigy ontogenezise sordn a 14-
17. napok kozétt periodikus kornyezeti inger hidnydban is 1ényeges vdltozds torténik az
oragének transzkripciés szabdlyozdsiban. Az E13-14 stddiumokkal ellentétben az E17
tobozmirigyekben DD kornyezetben mind a cryl, mind a clock expresszidja hasonlé 24-
6ras mintazatot mutatott 22:00-kor mérheté maximumértékkel (8. B, D). Egymashoz
hasonléak a cryl és a clock mRNS-expresszids fazisgorbék az LD kornyezethez
szinkronizalt kikelt csirkék tobozmirigyében is in vitro DD kornyezetben. A cirkadidn
molekuldris oszcillitorok mar az E17 stddiumt6l ugyanigy, egymashoz szinkronizédltan
milkodhetnek in vitro, periodikus fizikai vagy neuroendokrin inger hidnyaban is. Ez azt
jelentheti, hogy nem a neuro-
endokrin kornyezet hajtja az in
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EREDMENYEK

A 17. embriondlis napig DD kornyezetben inkubdlt csirke embridkbol nyert
tobozmirigyeket in vitro DD kornyezetbe helyeztiik, és a 18. napon 20:00-kor 1 6éran at
10nM PACAP-38 kezelést alkalmaztunk a szvetmintdkon.

A kezelést kovetd 2. 6raban mind a cryl, mind a clock expresszié csokkent a kontrollhoz
képest (60% és 75%, 9. abra). Késobb, 6:00-t6l a cryl expresszié a kontroll értékek
tartomdnyaban valtozott, a clock mRNS-szintek meg is haladtdk azokat (150%).

MEGBESZELES

Az allandé sotétben inkubdlt csirke embridk (E17) tobozmirigyében az emlds SCN-ben
hatasosnak leirt 10 nM dézisu, €s hasonl6 idoben alkalmazott PACAP-38 kezelés mind a
cryl, mind a clock mRNS szinteket csokkentette a kezelést koveté 2 éran beliil (9. abra).
Bar mds dozisi és idozitésli kezelés hatdsait nem vizsgdltuk, kisérletiinkben mindkét,
ellentétes funkciéji Oraprotein 24-6rds génexpresszids mintdzata megvaltozott, vagyis a
PACAP-nak csirke tobozmirigyben is fontos szerepe lehet a molekuldris oszcilldtorok
szinkronizacidjdban. Ugyancsak erre utal, hogy a csirke tobozmirigyben is jelen vannak
PAC, és VPAC, receptorok, az emlés SCN-ben leirtakhoz hasonlé jelatviteli ttvonalak,
valamint PACAP-immunpozitiv rostvégzédések is, melyek a ggl. trigeminale-bol
erednek.

A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK

(1) In vivo csirke tobozmirigy modellben a pinedlis fotorecepci6 altal varatlanul kivaltott
intracelluldris hatdsokat a cry2, mig a retina fel6l érkezé varatlan neuroendokrin
stimulusokat a cryl és a clock transzkripciés valtozasai tiikrozik.

(2) A cryl és clock génexpresszié szabdlyozdsa csirke tobozmirigyben a retina feldl
érkezé varatlan neuroendokrin stimulusok hatdsdra gyorsan (2 6rdan beliil)
alkalmazkodhat. A cryl és cry2 6ragének fény altali indukcidja a period génekével
ellentétben kozvetett.

(3) A molekuldris oszcillator elinditdsdhoz sziikséges, a fejlédd csirke tobozmirigyében
in vivo a 16. embriondlis naptdl jelentkezd transzkripcids véltozdsokat olyan
neuroendokrin és/vagy parakrin hatdsok okozzdk, melyek a fizikai kdrnyezet (fény,
hémérséklet) periodikus véltozdsaitdl fiiggetlenek.

(4) A cirkadian oszcillatorok szinkronizdcidjdban fontos szerepe lehet a PACAP-nak a
csirke tobozmirigy éramodellben is.
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KOSZONETNYILVANITAS. A témavezetém dltal biztositott lehet6ség és szakmai vezetés
nélkiil ez a munka nem johetett volna létre. Koszonom a PTE AOK Anatémiai-, Orvosi
Biol6gia-, Immunoldgia-, Patholégia-, Mikrobioldgia-, Kozegészségtan- és Laboratériumi
Medicina Intézetek érintett dolgozdinak értékes modszertani javaslatait, szakmai és formai
kritikdit. Koszonom a kellemes munkahelyi 1égkdrt, az asszisztencia segitOkészségét és a
TDK hallgatok lelkesedését. Mindezekre sziikség volt a sikeres szerepléshez hazai és
nemzetkdzi szakmai megmérettetéseken.
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