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AIF: apoptdzis indukalé faktor

BCCAO: kétoldali a. carotis communis okkluzié (bilateral common carotid artery
occlusion)

BDNF: agyi eredetii neurotrophicus faktor (brain-derived neurotrophic factor)
CREB: cAMP reszponziv elem-ko6t6 protein (cAMP responsive element binding protein)
DMEM: Dulbecco Modified Eagle medium

DRG: hatsé gyoki ganglion (dorsal root ganglion)

E: embrionalis nap (E4, E14 stb)

EGF: epidermalis ndvekedési faktor (epidermal growth factor)

ERK: extracellularis-szignal regulélta kinaz

FGF: fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FITC: fluoreszcein izothiocianat

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-amino-butyric acid)

GDNF: glialis eredetti neurotrophicus faktor (glial cell line-derived neurotrophic factor)
GFAP: glidlis fibrillaris savas protein (glial fibrillary acidic protein)

icv: intracerebroventricularis

IGF: inzulinszerii névekedési faktor (insulin-like growth factor)

IL: interleukin

ILM: belsd hatdrmembran (inner limiting membrane)

INL: bels6 magvas réteg (inner nuclear layer)

ip: intraperitonealis

IPL: belso rostos réteg (inner plexiform layer)

iv: intravénas

JNK: c-jun N-terminalis kinaz

KO: knockout

LIF: leukémia gatl6 faktor (leukemia inhibiting factor)

LPS: lipopoliszaharid

MAPK: mitogén aktivalta protein kindz

MCAO: a. cerebri media okklazi6é (middle cerebral artery occlusion)

MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

MSG: natrium glutamat (monosodium glutamate)

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6lium bromid

NGF: idegsejt ndvekedési faktor (nerve growth factor)

NMDA: N-metil-D-aszparaginsav

6-OHDA: 6-hidroxidopamin

OLM: kiils6 hatdrmembran (outer limiting membrane)

OLM-ILM: kiils6 hatirmembran és a belsé hatarmembran kozotti tavolsag (outer limiting
membrane-inner limiting membrane)

ONL.: kiils6 magvas réteg (outer nuclear layer)

OPL.: kiils6 rostos réteg (outer plexiform layer)

OVX: ovariektomizalt

PACAP: hypophysis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary anenylate cyclase
activating polypeptide)

PAC1R: PACAP 1. tipusu receptor



PKA: protein kindz A

PKC: protein kindz C

PLC: foszfolipdz C

sc: szubkutan

shh- sonic hedgehog

TdT: termindlis deoxinukleotid transzferaz
TGF-1beta: transforming growth factor 1 beta
TH: tirozin hidroxilaz

TTC: 2,3,5-trifeniltetrazélium Klorid

VEGF: vaszkularis endothelialis novekedesi faktor (vascular endothelial growth factor)
VGAT 1: vezikuléaris GABA transzporter 1
VGLUT 1: vezikularis glutamat transzporter 1
VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid



. BEVEZETES

Jelen értekezésben az utobbi 10 év munkajabol sziletett eredmények Kkerilnek
bemutatédsra, melyek talnyoméreszt a PACAP neurotrophicus és neuroprotektiv hatdsat
irjak le in vitro és in vivo korilmények kozott. A bevezetésben a PACAP altalanos
tulajdonsagairdl és hatasairdl adok attekintést, valamint bemutatom az eértekezés
célkitlizéseit. Elsddleges célunk a PACAP hatdsdnak vizsgdlata volt, olyan
allatkisérletekben, melyek nagy human populéciét érinté megbetegedéseket modelleznek:
stroke, neurodegenerativ betegségek, retinalis degeneracid, ujszulottkori idegrendszeri
karosodasok. Mindezek mellett a PACAP altalanos citoprotektiv hatasat és a molekularis

hatdsmechanizmust is vizsgéltuk neurondlis és nem-neuronalis sejtekben.

I.1. A hypophysis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A 38 aminosavbdl allé neuropeptidet, a hypophysis adenilat ciklaz aktivald polipeptidet
(pituitary adenylate cyclase activating polypeptide=PACAP) 1989-ben izolaltak el6szor
birka hypothalamusbdl, a hypophysisben kifejtett adenilat ciklaz aktivalé hatdsa révén
(Miyata et al., 1989). Egy évvel késobb egy, a szervezetben aktiv, rovidebb fragmensét is
azonositottdk, a 27 aminosavbdl all6 PACAP27-et (Miyata et al., 1990). Az emlds
szervezetben el6forduldo PACAP kozel 90%-at a PACAP38 teszi ki, PACAP27 csak
kisebb mennyiségben van jelen (Arimura et al., 1991). Az ennél rdvidebb fragmensek
altaldban antagonista hatassal rendelkeznek, ezek kozil a legaltalanosabban alkalmazott
antagonista a PACAP6-38 (Bourgault et al., 2008b). A PACAP felfedezésének torténete a
hormont izolalo és a PACAP kutatdsban a késObbiekben is élen jar6 munkacsoport
kdzelmultban elhunyt vezetbje, Akira Arimura Professzor altal, illetve emlékére irt
kdzleményekben olvashatd (Arimura, 2007; Shioda et al., 2008). A PACAP a
szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) peptidcsaladba tartozik (Arimura,
1998; Mustafa és FEiden, 2006), szekvencidja minden emldsben azonos, és egyéb
gerincesekben is csak 1-4 aminosav eltérés mutathatd ki (Vincze és Koves, 2001; Vaudry
et al.,, 2000a). Ez azt bizonyitja, hogy a filogenetikai fejlddés soran szinte valtozatlanul

konzervalodott molekula alapvetd élettani funkcidval rendelkezik. A PACAP felfedezése



Ota eltelt kozel két évtizedben a peptid ,.taln6étte” a nevét, hiszen a szervezetben

gyakorlatilag mindenhol eléfordul és szamos ¢élettani hatassal rendelkezik.

I.2. A PACAP elofordulasa a szervezetben

A PACAP legnagyobb mennyiségben a kézponti és periférias idegrendszerben fordul eld,
de kimutathatdé mas szovetekben s, tobbek kozott az endokrin  mirigyekben,
ivarszervekben, a cardiovascularis rendszerben és a gastrointestinalis traktus teljes
hosszdban. A PACAP a kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a
hypothalamusban mutathato ki, de a kéregallomanyban, a k6zépagyban, az agytérzsben, a
bazalis ganglionokban, a thalamusban, a hypophysisben és a cerebellumban is talalhatok
PACAP tartalmi sejtek. A periférias idegrendszerben a spinalis ganglionok Kis
érzéidegsejtjei, illetve a vegetativ prae- és postganglionaris neuronok tartalmaznak
PACAP-ot (Arimura, 1998; Koves et al., 1990; Vaudry et al., 2000a).

A nem idegi strukturdkat tekintve a PACAP jelentds koncentracioban mutathato
ki a herében, a mellékvese chromaffin-sejtjeiben és a pancreas Langerhans-szigeteinek
sejtjeiben. A PACAP-ot kozel az Gsszes szervben (sziv, tiid6, maj, vese, nyirokszervek)
detektaltdk mar, bar a benniik talalhato PACAP valoszinilileg nagyrészt, de nem kizarolag
idegi és endokrin eredetii (Arimura et al., 1991; Kantor et al., 2002; Kdves et al., 1993).
A PACAP idegrendszeri ¢€s periféridas eloforduldsanak feltérképezésében magyar
kutatoknak jelent6s szerepiik volt, els6sorban Kdves Katalin és munkatérsai; Kozicz
Tamaés, Légradi Gabor, Palkovits Miklés, Somogyvari-Vigh Aniké és Vigh Sandor
munkainak van alapvet6 jelentdsége (Arimura et al., 1991; Das et al., 2007; Kantor et al.,
2002; Kausz et al., 1998, 1999; Kozicz és Arimura, 2000, 2002; Kozicz et al., 1997,
1998a,b; Kdves et al., 1990, 1991, 1993, 1998a, 2000; Légradi et al., 1994, 1998;
Palkovits et al., 1995; Shioda et al., 1994, 1997; Vereczki et al., 2006; Vigh et al., 1991;
Vincze et al., 1999, 2001; Yanaihara et al., 1998).

1.3. A PACAP-receptorok és eléfordulasuk a szervezetben
A PACAP hatésat a szervezetben specifikus G-protein receptorok kozvetitik. A receptor,
mely a VIP receptor csaladba tartozik, hét transzmembran kart és egy intracellularisan G-

proteint kotd domént tartalmaz. A human PACI receptort kodolo gén a 7. kromoszéman



talalhato. A PAC1 receptor két-harom nagysagrenddel nagyobb affinitast mutat a
PACAP-hoz, mint a VIP-hez, mig a VPACL1 és VPAC2 receptorok a PACAP-ot és a
VIP-et egyforma erdsséggel kotik (Arimura 1998; Laburthe et al., 2007). A PACAP
receptorok eloszlasa fligg a receptor tipusatol: PAC1 receptor mutathato ki tobbek kozott
az agyban, a gerincveloben, az adenohypophysisben, a mellékveseveldben és a herében.
VPAC1-receptor talalhatod a kozponti idegrendszer mellett a tiidoben, a majban, a 1épben,
a thymusban, az ovariumban és a gastrointestinalis traktusban (Hashimoto et al., 1996;
Joo et al., 2004). A PACL receptor 8 splice varidnsa ismert (1.1. &bra). A 3. intracellularis
karon talalhaté ,,hip” és ,,hop” szekvenciakat tartalmazo variansokat PACI1R-hip, hopl,
hop2, hip-hopl, hip-hop2, mig az ezt nem tartalmazo varianst short variansnak nevezték
el (Arimura, 1998). A ,,very short” varians esetében az N-terminalis végen hianyzik az
extracellularis domén, mig a PAC1R TM4 varians esetében a 2. és 4. transzmembran
domén kulonbdzik (Arimura, 1998; Dickson és Finlayson, 2009; Vaudry et al., 2000a).
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I.1. 4bra. A PACL1 receptor 8 varidnsanak szerkezete (Arimura, 1998)

1.4. A PACAP élettani hatasai

A PACAP - a késébbiekben részletesebben targyalandd citoprotektiv hatasain kiviil -
szamos élettani hatassal rendelkezik a szervezetben. Ezekrdl tobb 6sszefoglald tanulmany
IS megjelent (Arimura, 1998; Counis et al., 2007; Ganea és Delgado, 2002; Mustafa és
Eiden, 2006; Sherwood et al., 2000, 2007; Vaudry et al., 2000a). A PACAP hatasainak
vizsgalataban is jelent6s szerepet jatszottak magyar kutatok (Adamik és Telegdy, 2004,
2005; Agarwal et al., 2005; Barth6 et al., 2000; Csaba et al., 1997; Heinzlmann et al.,



2008; Kis et al., 1999; Lazar et al., 2001; Légradi et al., 2007; Lénard et al., 2000; Lenti
et al., 2007; Li et al., 2005; Mécsai et al., 2002; Norrholm et al., 2005; Pataki et al., 2000,
2002, 2003; Rékasi és Czompdly, 2002; Szabd et al., 1998, 2002, 2004; Telegdy és
Kokavszki, 2000). Miutan a hypothalamusbodl izoléltdk, el6szor a centralis endokrin
hatasai valtak ismertté (Counis et al., 2007; Koves et al., 1990, 1998a). A PACAP részt
vesz a hypophysis hormontermelésének szabdlyozasaban, az eliilsd ¢és a hatsolebeny
hormonokéban egyarant (Chiodera et al., 1995; Evans, 1999, Kantor et al., 2000; Okada
et al., 2007; Rawlings és Hezareh, 1996; Vaudry et al., 2006). A hypophysisben is
termelddik, és a mirigyben kifejtett szerepének koszonhetden ma mar magyar egyetemi
szOvettan tankonyvben is szerepel a PACAP, mint hypophysis neurohormon (Réhlich,
2002, 2006). Szamos egyéb endokrin hatasa is ismert (Vaudry et al., 2006): befolyasolja a
pajzsmirigymiikodést (Okada et al., 2007), a gonadok steroid termelését (EI-Gehani et al.,
2000), a spermiogenezist és az ovarialis follicularis fejlédést (Apa et al., 2002; Barberi et
al., 2007; Csaba et al., 1997; Gras et al., 2005; Li et al., 2004), stimulalja a mellékvese
katekolamin szintézisét (Isobe et al., 2003), valamint a pancreas inzulintermelését
(Winzell and Ahren, 2007).

A PACAP kozponti szerepet jatszik a napi ritmus szabalyozasaban is (Hannibal,
2006; Hannibal és Fahrenkrug, 2004; Koves et al., 2003; Nagy és Csernus, 2007;
Vereczki et al., 2006). A PACAP a glutamat mellett a retinohypothalamicus palya f6
transzmittere, és szamos folyamatot befolyasol a nucleus suprachiasmaticusban és a
corpus pinealéban (Hannibal, 2006; Reékasi és Czompdly, 2002). A corpus pineale
melatonin termelésére kifejtett hatasat munkacsoportunk is vizsgalta, ezen eredmények
nem keépezik az értekezés részét. Kimutattuk, hogy a PACAP fokozza a melatonin
termelést a tobozmirigyben, mely mar korai embrionalis korban is megfigelhetd, azonban
a melatonin cirkadian ritmusat nem befolyasolja (Csernus et al., 2004; Faluhelyi et al.,
2004, 2005; a sajat kozleményekre valé hivatkozasok jegyzéke a VII. fejezetben
talalhato).

Emellett a PACAP-rol kimutattdk, hogy részt vesz az alvasszabalyozésban
(Murck et al.,, 2007), a centralis sympathicus neuronalis aktivitds szabalyozasaban
(Farnham et al.,, 2008), a hdszabalyozasban (Pataki et al., 2002) és befolyasolja a
kemorecepciot a glomus caroticumban (Xu et al., 2008). A PACAP serkenti a



memoriafolyamatokat, amit a PACAP és a PACAP receptor KO egerek memoriazavara is
mutat (Matsuyama et al., 2003; Otto et al., 2001; Roberto és Brunelli, 2000). A PACAP
szamos viselkedésre gyakorolt hatasat is leirtdk. Befolyasolja tobbek kozott a steroid-
indukalta reprodukcids viselkedést patkanyban és egérben (Apostolakis et al., 2004),
noveli a lokomotoros aktivitast patkanyban és egérben (Adamik és Telegdy, 2004; Masuo
et al., 1995), részt vesz a stressz adaptaciés magatartas szabalyozasaban (Agarwal et al.,
2005; Leégrédi et al., 2007) és antidepresszans hatasai is vannak (Reichenstein et al.,
2008).

Egyéb periférids hatdsokkal is rendelkezik a peptid: befolyasolja a
gastrointestinalis és légati motilitast és szekrécidt (Bartho et al., 2000; Foda et al., 1995;
Koves et al., 1993; Lazar et al., 2001; Oh et al., 2005; Tornoe et al., 2001), az
excitabilitdst és a hormonszekréciot a szivben (Hardwick et al., 2006), a hagyuti
szervekben hat a vizeletiritési reflexre és az érzobeidegzésre (Braas et al., 2006;
Fahrenkrug és Hannibal, 1998), valamint simaizom relaxans hatasa van az erekben (Lenti
et al., 2007). Ezenkivil hat a fajdalomérzés kdzponti és periférids szabalyozasara. Az
érzéidegvégzidésekben felszabaduld szenzoros neuropeptid szekréciora kifejtett hatasat
munkacsoportunk is vizsgalta, azonban ez nem képezi a dolgozat részét (Davis-Taber et
al., 2008; Helyes et al., 2007; Németh et al., 2006; Sandor et al., 2008).

1.5. A PACAP neurotrophicus és neuroprotektiv hatésai

Erdeklddésiink kozéppontjaban a PACAP neurotrophicus és neuroprotektiv hatasanak
vizsgalata allt, melyet a PACAP felfedezése 6ta szamos kisérlet bizonyitott. Ezek a
megfigyelések zommel in vitro kisérletekbél szarmaznak. Jelenleg tobb, mint 100
kdzlemeny szamol be a PACAP sejtvéd6 hatasairol. A PACAP neuronalis protektiv
hatasait 2004-ben mi is dsszefoglaltuk egy review kdzleményben (Somogyvari-Vigh és
Reglédi, 2004). A neurondlis tulélést a jelatviteli utak komplex lanca befolyasolja,
melyek egyensulyat a sejtekre hatd stressz megbontja. A stresszor hatdsa fligg a neuron
tipusatol, a stresszor fajtajatol, a behatas erdsségétol €s idejétdl, és szamos, a sejtekre hato
tulélési szignal jelenlététd]l (Kopper és Fésiis, 2002; Morrison et al., 2002; Szeberényi,
1999). Neurondlis apoptézist szamos behatas eredményezhet, tobbek kozott a

neurotrophicus faktorok hianya, a halalreceptorok stimulalésa, a DNS karosodas és



kiilonboz6 toxikus behatasok. Altalanossagban elmondhaté, hogy a kiilonféle behatdsok
tobb jelatviteli Uton keresztiil a kaszpaz csalad tagjait, els6sorban a kaszpaz-3-at
stimulaljak, mely végiil a sejtek halalahoz vezet (Adam, 2001; Morrison et al., 2002).

A PACAP neurondlis talélést eldsegitdé  hatdsat eldszor  patkany
pheochromocytomabdl szarmaz6 PC12 sejtekben az idegi novekedési faktor
megvonasakor (Tanaka et al., 1997), és cerebellaris szemcsesejtekben szérummentes
tenyészté médium alkalmazasakor irtdk le (Canonico et al., 1996). A késObbiekben
tucatnyi kozlemény szémolt be a PACAP antiapoptotikus és sejttulélést eldsegitd
hatasardl szemcsesejtekben (Vaudry et al., 1998), kolinerg neuronokban (Takei et al.,
2000) és hatsd gyoki ganglionsejtekben (Lioudyno et al., 1998). A PACAP szamos
toxikus tényez6vel szemben védi a neuronokat. Leirtak védd hatasat glutamat toxicitassal
szemben retina sejtekben (Shoge et al., 1999), kortikalis neuronokban (Morio et al., 1996)
és PC12 sejtekben (Said et al., 1998). Kisagyi szemcsesejtekben csokkenti a PACAP az
ethanol, az oxidativ stressz és a ceramid-indukalta apoptézist (Vaudry et al., 2002b,c,
2003). Ezeken kivil a PACAP védo hatasat leirtak beta-amiloid protein, 6-
hydroxydopamin (6-OHDA), HIV-burokfehérje, in vitro hypoxia és emelkedett Ca®* szint
okozta sejtkarosodassal szemben is (Onoue et al., 2002a,b,c; Takei et al., 1998). A
PACAP szamos, részben egymassal konvergald jelatviteli uton keresztul fejti ki protektiv
hatasait. A citoprotektiv hatdsokért csaknem minden esetben a PACI receptor felelOs.
Ennek részletes targyaldsat osszefoglaldo kozleménylnkben irtuk le, és tobb, ezzel
kapcsolatos mas dsszefoglald kézlemény is rendelkezésre all (Botia et al., 2007; Meyer,
2006; Somogyvari-Vigh és Reglédi, 2004). A PACAP a PACI1 receptorokon keresztiil
aktivalja az adenilat ciklazt és a foszfolipaz C-t, melynek hatasara cCAMP-fiiggd, és attol
fuggetlen utvonalak aktivalodnak. A protein kinaz A (PKA) aktivacio hataséara altalaban a
védo hatast MAPK (mitogén aktivélta protein kindz), és az ERK (extracellularis szignal
altal regulalt kinaz) foszforilacio megemelkedik, a neuronpusztulast eldsegitd JNK (c-jun
N-terminalis kinaz) és p38 MAPK foszforilacio pedig gatlédik. A PKA célutvonalaban a
Rapl és Ras aktivacion keresztll is aktivalja az ERK-t, valamint a CREB (cCAMP
reszponziv elem- koté protein) foszforilaciot. Az apoptdzis mitokondrialis Gtvonalat is

befolyasolja: a Bcl csaldd antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2, Bcl-xL), mig

10



proapoptotikus tagjait inaktivalja (Bad, Bax). A PACAP erdételjesen gatolja a kaszpaz-
fliggd és fliggetlen apoptotikus folyamatokat is.

A PACAP neuroprotektiv hatdsdval szorosan 6sszefiigg az idegrendszer
fejlédésében betdltott szerepe, mely tovabbi adatokat szolgaltathat a neuroprotektiv hatés
megértéséhez. Ezzel kapcsolatban is szamos 0sszefoglalo kézlemény sziletett (Meyer,
2006; Waschek, 2002; Watanabe et al., 2007; Zhou et al., 2001). Azért nagyon fontos a
PACAP fejlodésben betdltott szerepét ismerni, mert az idegrendszert ért karositd
behatasokra az embriondlis fejlddésben szerepet jatsz6 mechanizmusok Wjra
fokozottabban aktivalodnak (Waschek, 2002). A PACAP és receptorai igen koran
megjelennek az idegrendszerben, és szerteagaz6 hatdsokkal rendelkeznek a
neurogenezisben, a neurondlis differencidcioban, a gliasejtek fejléddésében, valamint
szerepik van az idegrendszeri mintazat kialakitdsaban is (Waschek, 2002). A PACAP
KO egerek tanulményozésa, illetve a PACAP endogén antagonizaldsa révén
(Somogyvéri-Vigh és Reglédi, 2004; Waschek, 2002). A fent emlitett folyamatok
részletes targyalasara a megbeszélés fejezetben kerll sor, mivel munkank kdzéppontjaban

ezen hatasok vizsgalata allt.

1.6. A PACAP sejttulélést serkentd hatasai nem-neuronalis sejtekben

Azt a kezdeti megfigyelést, miszerint a PACAP elssorban az idegrendszerben fordul eld,
és fejti ki hatésait, szamos olyan megfigyelés kovette, mely szerint a PACAP sejttulélést
eldsegitd hatdsai nem korlatozodnak az idegsejtekre. Hypophysis adenoma sejtekben a
PACAP véd6é hatasu a TGF-beta-indukalta apopt6zissal szemben (Oka et al., 1999),
csokkenti az apoptozist ovarium follicularis sejtekben (Lee et al., 1999) és prostata
tumorsejtekben (Gutierrez-Canas et al., 2003). Ezenkiviul csokkenti a T-sejtek fejloédés
soran tapasztalhatd apoptozisat és glukokortikoid, valamint Fas-ligand Kivaltotta
sejthalalat (Delgado és Ganea, 2000a,b, 2001; Delgado et al., 1996).

1.7. Kisérleti elozmények: a PACAP neuroprotektiv hatasa in vivo Kisérletekben

Munkénk megkezdése el6tt minddssze néhany adat allt rendelkezésre arrdl, hogy a

PACAP erételjes sejttalélést eldsegité hatasa in vivo koriilmények kozott is érvényesul.
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Kimutattdk, hogy patkany globalis agyi ischaemidban, a peptid intravénas (iv) vagy
intracerebroventricularis (icv) adasa jelentdésen csokkenti a hippocampus CA1 regidjaban
a sejtpusztulast akkor is, ha a PACAP adasa 24 Ordval az ischaemia indukcié utan
torténik (Uchida et al., 1996). Ezenkivil ismert volt, hogy a peptid iv adasa csokkenti a
kolinerg sejtek pusztulasat fornix atvagasakor, habar kisebb mértékben, mint az NGF
adasa (Takei et al., 2000). Ph.D. dolgozatom alapjat a PACAP in vivo stroke modellben
kifejtett hatdsénak vizsgéalata képezte. Ezen Kkisérleteket a New Orleans-i Tulane
Egyetemen végeztem, Akira Arimura professzor iranyitasa alatt. El6szor a modell
standarizalasat végeztik el. Igazoltuk, hogy a spontin fellépd hyperthermia
elkeriilhetetlen kdvetkezménye a kisérletes arteria cerebri media okkliziénak. A spontan
hyperthermia egyarant fellépett 90 és 120 perces tranziens, illetve permanens
okkluzidkor. Az igy kialakuldé magas testhomérséklet az elsé napon végig megfigyelhetd
volt, és jelentdsen novelte az infarktus nagysagat. A spontadn hyperthermia meggyorsitotta
a penumbralis terlilet bevonddasat az infarktusos terlletbe. Ez az okkl(zi6 utani els6 4
oraban volt a legkifejezettebb, amely jelentdésen csokkentheti a terapids beavatkozasok
sikerét (Reglddi et al., 2000a).

Kimutattuk, hogy a PACAP neuroprotektiv tranziens fokalis agyi ischaemiéban,
folyamatos szisztemas adagolas esetén. Kisérleteink azt mutattak, hogy a PACAP széles
terapias ablakkal rendelkezik, hiszen az okkl(zié utan 4 éraval beadva is 50%-kal
csokkentette a karosodott agyteriilet nagysagat (Reglédi et al., 2000b). Ezen
neuroprotektiv hatast nem befolyésolta enyhe postischaemias hyperthermia (Reglddi et
al., 2000c). Kordbban mar bizonyitottak, hogy a PACAP atjut a vér-agy gaton egérben
(Banks et al., 1993), azonban az nem volt ismert, hogy ez hogyan valtozik ischaemiéas
kortlmények kozott patkanyban. Kimutattuk, hogy a PACAP étjut a vér-agy gaton
patkanyban is. Fokalis ischaemiaban 4 6raval az okkl(zio utan fokozddik a PACAP
bejutdsa az agyszovetbe, 6 és 24 draval az okklazié utan csokken, és 48 oraval az
okkluzid utan visszatér a normal szintre. Ezen valtozasok nem mutattak parhuzamot az
albumin bejutasanak valtozasaval, tehat a fokalis ischaemia szelektiven véltoztatta meg a
PACAP atjutasat a vér-agy gaton (Somogyvari-Vigh et al., 2000). Az értekezésben

bemutatott munkak ezen kezdeti tanulmanyok folytatdsat képezik. Munkéankkal
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parhuzamosan, illetve azt kovetéen szamos kutatocsoport igazolta a PACAP in vivo

neuroprotektiv hatasait. Ezek részletes bemutatasa a megbeszélés fejezetben talalhato.

I.8. Az értekezés alapjat képezo modellek bemutatisa és a célkitiizések
megalapozasa

1.8.1. Stroke modell

Az agyi vascularis katasztrofak és ezek komplikacioi képezik az ipari orszdgokban a
harmadik leggyakoribb haldlokot, és a legtobb tartosan fennallo, &polésra szorul6
mozgaskorlatozottsagot és szellemi hanyatlast (Lipton, 1999). Hazankban évi 40 000
korhazi felvétel torténik agyérbetegségek miatt, ezekbdl tobb mint 20 000 végzddik
halallal (Nagy, 1999). Az agyban a leggyakrabban kialakult karosodas ischaemias vagy
hypoxids jellegli, ami elsdsorban az idegsejtek pusztulasaval jar. A stroke egyik
leggyakoribb oka az arteria cerebri media vagy againak elzarodasa embolizacié miatt
(Nagy, 2006). Minden therdpids probalkozas végsd célja az idegsejt kdrosodas
mértékének, az agyi 1ézid volumenének csokkentése, a kiesési tunetek sulyossaganak
mérséklése, a tulélés javitdsa (Nagy, 2006). A jelenleg rendelkezésre allo therapias
lehetdségek rendkiviil korlatozottak. A gydgyszerkisérletek kozéppontjaban allo szerek
tobbsége a klinikai kiprobalasban egyelére nem bizonyult hatékonynak részben a
mellékhatasok, részben a nagyon rovid therdpids ablak miatt (Beresford et al., 2003;
Dyker és Lees, 1998).

Fokalis ischaemia modellként a legaltalanosabban hasznalt modellt, az arteria
cerebri media intraluminalis elzarasat hasznaltuk (Carmichael, 2005; Longa et al., 1989).
Fontos, hogy a modellt standardizaljuk sajat kisérletes korilményeink kdzott, hiszen az
irodalombdl jol ismert, hogy az infarktus nagysagat szamos tényez6 befolyasolja, tobbek
kozott az allatfaj, a hasznalt patkany torzs, az éllatok kora, technikai részletek, a miitéti
komplikéciok és az anesztézia (Abraham et al., 2002; Belayev et al., 1996; Lipton, 1999;
Marosi et al., 2006; Warner et al., 1991). A modell standardizalasa soran ugy talaltuk,
hogy kisérletes koriilményeink kozott az agyi infarktusos teriilet nagysaga az elsé 12 ora
soran lassan novekszik, majd 24 6ra mulva eléri a maximalis nagysagot. A stroke
kialakulasa utan spontan fellép6 hyperthermiat tapasztaltunk, mely gyorsitja a folyamatot,

ezért a kisérletek soran mindig kontrollaltuk a mfitét alatti és utdni homérsekletet.
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Korébbi kisérleteink alapjan szisztémas, folyamatos infuzioban adott PACAP tranziens
fokalis ischaemiaban neuroprotektiv hatassal rendelkezik. Jelen Kisérletinkben célul
tliztiik ki a PACAP hatékonysaganak vizsgalatat permanens ischaemiaban, egyszeri bolus
injekcidval. Osszehasonlitottuk a PACAP hatékonysagat a PACAP-pal legkdzelebbi
szerkezeti rokonsagot mutatd VIP-pel. A neuroprotektiv stratégiak egyik f6 jellemzdje a
morfologiai kdrosodas csokkentése mellett a funkcionalis javulds. Szamos magatartasi
jelet vizsgalnak stroke modellekben (Corbett és Nurse, 1998), ezek kozll dsszeallitottunk
egy tesztskalat és éertékeltik ennek prediktiv értékét. Majd annak vizsgélata volt a cél,

hogy a PACAP javitja-e a fellép6 funkcionalis deficitet.

1.8.2. A PACAP neuroprotektiv hatasa neurodegenerativ betegségek modelljeiben

A Parkinson-kér egy kronikus neurodegenerativ betegség, melynek hatterében
elsddlegesen a substantia nigra pars compacta dopaminerg neuronjainak pusztuldsa all
(Szirmai, 2007; Takats, 2001; Tarczy és Takats, 1994). A kor prevalenciaja vilagszerte
igen magas, elsésorban az idGsebb korosztalyban (Szirmai, 2007). A Parkinson-kor
allatkisérletes modelljei kdzil az egyik leggyakrabban alkalmazott a substantia nigra
6-OHDA-nal valé roncsolasa, mely tipikus tinetegyutteshez vezet az allatokban. A léziot
kovetden akut hypokinesia jelentkezik a human Parkinson-kdérhoz hasonléan, melyet
részleges javulds kovethet a 1€zi6 nagysagatol fiiggden (Mokrey, 1995; Schwarting és
Huston, 1996a,b). Fé¢loldali roncsolas esetén nagyon jellemzd a féloldali mozgéstiinetek
kialakulasa, mely ugyancsak spontan javulast mutathat (Schwarting és Huston, 1996a,b).
Hasonl6an a human Parkinson-korhoz, patkdnyokban 70-80%-0s sejtpusztulas esetén
jelentkeznek csak kronikus tiinetek, kisebb 16zi6 esetén a tlinetek gyors javulast mutatnak,
vagy nem is jelentkeznek (Schwarting és Huston, 1996a,b). Kordbbi in vitro
tanulmanybdl ismert volt, hogy a PACAP a mesencephalicus dopaminerg sejteket védi 6-
OHDA-nal szemben (Takei et al., 1998). Célul tlztik ki annak vizsgalatat, hogy a
PACAP protektiv hatdsa érvényesiil-e in vivo Parkinson-kor modellben, melyhez az
unilateralis 6-OHDA leziot valasztottuk. Komplex morfologiai és funkcionalis
értékeléssel vizsgaltuk a PACAP hatésait substantia nigra roncsolaskor. A neuroprotektiv
szerek kutatasanak egyik hatranya, hogy a kisérletek tdlnyomo tdbbsége fiatal him

allatokon torténik, pedig a Parkinson-kor jellegzetesen id6skori betegség, és nékben is
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gyakran el6fordul (Szirmai, 2007). Ezért vizsgalatainkat kiterjesztettiik idds, ndstény és
gonadektomizalt allatokra.

Miutan igazoltuk, hogy a PACAP neuroprotektiv patkany Parkinson-kor
modellben, egy masik neurodegenerativ megbetegedeés, a striatum degenerécidjaval jard
Huntington-chorea patkanymodelljében is vizsgaltuk a PACAP hatdsait. Ehhez az
unilateralis quinolinsav okozta striatalis 1€ziot alkalmaztuk, mely a leginkdbb modellezi
az emberi Huntington-chorea pathomorfoldgiai sajatossagait (Beal et al., 1986; Roberts et
al., 1993). Ebben a modellben is vizsgaltuk a PACAP hatasait a morfolégiai és

funkcionalis javulasra.

1.8.3. A PACAP retinoprotektiv szerepének vizsgélata

A PACAP-ot és receptorait mar kordbban kimutatték a retinaban (Seki et al., 2000a,b), és
egy elézetes tanulmany beszamolt arrol, hogy a PACAP in vitro retinakulturaban
védelmet nyujt glutamat toxicitassal szemben (Shoge et al., 1999). In vivo protektiv
hatdsdt minddssze egy konferencia beszdmold ismertette, mely szerint ezen hatas
érvényesil nervus opticus atvagasa esetén is (Seki et al., 2003). Ezért célunk az volt,
hogy kimutassuk, hogy a PACAP in vivo retinoprotektiv hatasokkal is rendelkezik.
Elséként a natrium glutamat (monosodium glutamate=MSG) toxicitas modellt
alkalmaztuk, mely Ujsziilottkorban kozismerten a retina bels6 rétegeinek
degeneraciojahoz vezet, egyéb hatésai mellett (Seress et al., 1984; van Rijn et al., 1986).
Ebben a modellben standard retinadegeneraciét tudtunk létrehozni, és a PACAP kezelés
dozisfiiggését, lokalis versus szisztémas €s egyszeri versus tobbszori kezelés
hatékonysagat, a PACAP fragmensek hatdsat és a specifikus immunhisztokémiai
markerekkel azonositott egyes retinalis sejtekre kifejtett hatasat vizsgaltuk. A glutamat
toxicitdsa human szemészeti betegségekben is eléfordul, hiszen a glutamat excitotoxikus
hatdsa részt vesz a neuronokat pusztité folyamatokban olyan betegségekben, mint
glaukdma, ischaemia és trauma (Sucher et al., 1997; Vidal-Sanz et al., 2000). Miutan
igazoltuk, hogy a PACAP neuroprotektiv cerebralis ischaemidban, arra voltunk
kivancsiak, retinalis ischaemiaban is érvényesil-e ez a hatas. Ehhez a bilateralis arteria

carotis communis okkliziés modellt valasztottuk, mely agyi hypoperflziot okoz, és ezzel
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a retinaban is karosodast idéz el6 (Farkas et al., 2007; Marosi et al., 2006; Osborne et al.,
2004; Yamamoto et al., 2006).

Tekintettel arra, hogy a PACAP szerkezete a gerincesek torzsén belul csupan 1-4
aminosavban tér el, valamint, hogy eléfordulasat és hatasait mar korabban emlésoknél
alacsonyabbrendli gerinceresekben is vizsgaltak (Ciarlo et al., 2007), célul tliztik ki a
rendkiviili anoxia tlréképességgel rendelkezd teknds idegrendszerben a PACAP
Kimutatasat. Miutan kimutattuk, hogy a PACAP igen magas koncentracioban fordul eld,
elektrofiziologiai modszerekkel azt vizsgaltuk, vajon a retina anoxia tlir6képességében is
szerepet jatszhat-e. Ezen kisérleteinket egy olyan munkacsoporttal egytt végeztik, mely
nagy rutinnal rendelkezik a retina morfoldgiai és funkcionalis vizsgalataban (Gabriel és
Witkovsky, 1998; Rabl et al., 2002; Vigh et al., 2000).

1.8.4. A PACAP neurotrophicus hatdsainak vizsgalata in vivo

A perinatalis id6szak alapvet6 fontossagu az idegrendszer fejlédésében. Az ebben az
idészakban bekovetkezd karositod hatasok sulyos kovetkezményekkel jarhatnak, melyek a
felnott élet mindségét is befolyasolhatjak (Ertl, 1999; Katona, 2001). A
hypoxias/ischaemias és kulonféle toxikus 1éziok hosszitavia hatasai  szamos
vonatkozasban jol ismertek ragcsalokban is (Archer és Frederiksson, 2007; Berger és
Garnier, 1999; Eriksson et al., 2001; Palomo et al., 2003; Smart and Dobbing, 1971a,b).
Azonban a korai, kdzvetleniil a posztnatélis id0szakot érintd valtozasokrol keveset tudunk
annak ellenére, hogy az irodalomban mar felhivtdk a figyelmet a korai elvaltozasok
prognosztikai jelentdségére (Ten et al., 2003).

Ismertek az idegrendszer fejlodését karosan befolyasold tényezdk, mint az
alultaplaltsag, a posztnatalis stressz, a hypoxia/ischaemia és a toxikus 1ézidk, valamint az
idegrendszer fejlédését eldsegitd koriilmények, mint trophicus faktorok és az ingergazdag
kornyezet. Az idegrendszernek - féleg ujsziilottkorban - nagyfoku plaszticitdsa és
regeneracios képessége van, mely lehetévé teszi a karosodasok kovetkezményeinek
részleges kivédését. Patkdnyokban a sziiletés utani elsé két hét kritikus fejlodési
periddusa az idegrendszernek, mely embernél az utolso intrauterin honapok torténéseinek
felel meg. Az GjszUl6tt patkany az emberhez kepest sokkal fejletlenebb, szeme és kiilsé

hallojarata zarva van. Ezek kinyildsa a metsz6fog attorés napjaval egyiitt meghatarozott
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idopontban torténik. A normal fejlédés sordn a patkdnyok motoros képességei
folyamatosan fejlédnek. A kiilonboz6 poszturalis és komplex lokomotoros reflexek
fokozatosan jelennek meg, végiil a harmadik posztnatélis hét végére érik el a felnéttkorra
jellemzd fejlettségi szintet. A normalis fejlodési mintadzat szerint a mellsé végtag mindig
megelézi fejlettségben a hatsot, és a reflexteljesitmények javuldsa is meghatarozott
mintazatot kévet (Altman és Sudarshan, 1975). Ugyanakkor a bonyolultabb motoros
koordinacié fejlédése néhany héttel tovabb tart az elemi reflexekénél. Az ezen
Osszetettebb motoros képességekkel parhuzamosan fejlodo ujdonsagkeresd, un. ,,novelty-
seeking” magatartds vizsgdlatdra a legérzékenyebb a korai adolescens periddus
(Stansfield et al., 2004).

Tekintve, hogy a PACAP-nak sz&mos in vitro neurotrophicus hatasa van, azonban
ezt in vivo minddssze néhany esetben igazoltdk (Arimura et al., 1994; Vaudry et al.,
1999), célunk volt annak vizsgalata, hogy a neonatalis PACAP és PACAP antagonista
(PACAPG6-38) kezelések hogyan befolyasoljak a normalis fejlédési mintazatot
patkdnyban. Miutan kimutattuk, hogy a PACAP gyorsitja az idegrendszeri fejlédést, az
antagonista pedig enyhén gatolja, a kovetkezd 1épésben annak vizsgalata volt a cél, vajon
kiilonbozd perinatalis karositdo hatdsokat képes-e a PACAP enyhiteni. Ehhez eldszor a
modellek részletes leirasat és standardizalasat végeztiik el. Toxikus lézioként a fent
emlitett MSG kezelést alkalmaztuk, hypoxia/ischaemiés kdrosodas modellezéséhez pedig
a fé€loldali carotis lekotést kovetd hypoxias expoziciot. A modellekben részletesen
vizsgaltuk a reflex- és motoros koordinacié fejlodését, a felfedezd és motoros aktivitas
mértékét 1j kdrnyezetben az Gn. ,,open-field” teszt segitségével, valamint az MSG [ézi6
esetében az Ujdonsdgkeresé magatartast. Miutan kimutattuk, hogy mindkét kezelés
jelentdsen késlelteti a neurondlis fejlodést, a PACAP esetleges védo hatasanak vizsgalata
volt a cél. Csirkeembriékon a PACAP antagonista hatasat vizsgaltuk az anyai hatas
kikiiszobolése és az egyszeriibb in ovo kezelés miatt. Ebben a modellben is részletesen

vizsgaltuk a lokomotoros aktivitast és a szocialis viselkedést a kikelés utan.
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1.85. A PACAP neuroprotektiv hatdsaban szerepet jatszd6 molekularis
mechanizmusok vizsgalata

A PACAP fent emlitett, erdteljes antiapoptotikus hatasat csaknem kizardlag in vitro
kisérletekb6l ismerjiik, amit PC12 sejtekben mi is vizsgaltuk. Vizsgalataink els6dleges
célja azonban annak igazolasa volt, hogy vajon ezen hatasok in vivo is érvényesulnek-e.
Eloszor stroke modellben vizsgaltuk az apoptozis mértékének valtozasait PACAP
hatdsara, majd a jol standardizalt, MSG-induk&lta neonatélis retinadegeneréacidban.
Részben az ismert jelatviteli utakat tanulmanyoztuk (PKA, MAP kinazok, Bcl csalad
fehérjéi, mitokondrialis fehérjék transzlokacioja, kaszpaz aktivitas), ezenkivil a PACAP

eddig nem ismert jelatviteli hatasait is feltérképeztiik (PKA/Bad/14-3-3 fehérje utvonal).

1.8.6. A PACAP nem-neuronalis sejteken/szoveteken Kifejtett védé hatasanak
vizsgalata

Mint fent emlitésre kertlt, a PACAP hatasai nem korlatozédnak neurondlis sejtekre.
Céljaink kozott szerepelt a PACAP esetleges citoprotektiv hatdsanak vizsgalata
kilénb6z6 karositd hatasoknak kitett nem-neurondlis sejtekre. Vizsgaltuk a PACAP vese
ischaemidban kifejtett hatasat in vivo, és szivizom-, trophoblast-, és endothelsejtek in
vitro talélésében jatszott szerepét, melyekben a PACAP ilyen jellegli hatasai korabban
nem voltak ismertek. Ezen sejtekben is tanulmanyoztuk a jelatviteli Gtvonalakat is,
elsésorban az eldz0 fejezetben emlitett feheérjek vizsgalataval.

Kordbbi  munkainkbdl, melyekben a PACAP és a PACl receptor
alacsonyabbrend szervezetekben valo el6fordulasat vizsgaltuk, nyilvanval6 volt, hogy a
filogenetikailag igen konzervalt szerkezeti PACAP (illetve PACAP-szerli peptid)
eléfordul, és bioldgiai aktivitassal rendelkezik gerinctelen szervezetben is (Hernadi et al.,
2008; Molnar et al., 2006, 2008; Reglddi et al., 2000; Somogyi et al., 2009; Somogyvari-
Vigh et al., 2000). Ezen munkak megalapoztak annak vizsgalatat, hogy vajon a PACAP
egyik legtobbet vizsgalt hatasa, az antiapoptotikus hatds, gerinctelen szervezetben is
érvenyesil-e. Ehhez éti csiga (Helix pomatia) nyalmirigyét hasznaltuk, melyben az
apoptotikus folyamatokat kollaboracios partnereink korabban részletesen feltérképezték
(Pirger et al., 2009).
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1.9. Célkitiizések osszefoglalasa

1. Vizsgélni kivantuk az egyszeri centrélis PACAP kezelés hatasat arteria cerebri media
elzérassal létrehozott patkany stroke modellben. Célunk volt tovabbd egy részletes
funkciondlis tesztskala Osszedllitdsa és stroke modellben valé alkalmazhatdsaganak
vizsgalata. Vizsgalni kivantuk tovabba a PACAP hatasat a funkcionalis karosodasra €s a
cerebrélis véraramlasra. Végul dsszehasonlitottuk a PACAP hatésat a vele legkdzelebbi
szerkezeti rokonsagot mutatd VIP hatasaval.

2. Célul tiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a PACAP rendelkezik-e neuroprotektiv hatassal
neurodegenerativ betegségek allatmodelljeiben. El6szor unilateralis substantia nigra
roncsolassal el6idézett Parkinson-kor modellben vizsgaltuk a morfoldgiai és funkcionalis
karosodas kor- és nemfiiggését, majd a PACAP hatasait és annak kor- és nemfuiggését. A
moddon, részletes morfologiai és funkcionalis vizsgalattal kivantuk ellendrizni a PACAP

hatékonysagat.

3. Kisérleti célkitlizéseink kozott szerepelt a PACAP retinoprotektiv hatasainak
tanulményozéasa, MSG-indukélta toxikus és bilateralis carotis lekotéssel kivaltott
ischaemias retinakarosodasban patkanyban. Vizsgéaltuk a PACAP hatéséat specifikus
immunhisztokémiai  markerekkel ~ azonositott  retinalis  sejtekre,  valamint
Osszehasonlitottuk a PACAP fragmensek hatasat retinalis degeneracioban. Az anoxiat
idegrendszerben, és elektrofizioldgiai mddszerekkel tanulményoztuk retinalis

védOhatasat.

4. Célul tiztik ki a PACAP és PACAP-antagonista hatasanak vizsgalatdt a korai
idegrendszeri fejlédésre Ujsziilott patkanyban. Részletesen kivantuk tanulmanyozni a
reflexfejlodést és motoros koordinacio fejlddését korai kérositd behatds utan
(excitotoxicitas és hypoxia). Célul tliztiik ki annak vizsgalatat, vajon a PACAP képes-e

csOkkenteni a glutamat-okozta fejlédésbeli késést. Csirkékben is ellendriztiik az in ovo
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PACAP-antagonista kezelés hatasat a motoros aktivitas és viselkedésfejlodésére a kikelés

utan.

5. Célul tiztik ki a PACAP in vitro és in vivo neuroprotektiv hatdsmechanizmuséanak
tanulmanyozasat molekularis biolégiai modszerekkel. In vivo Kisérletekben, stroke
modellben vizsgaltuk az apopt6zis mértékét, valamint retinadegeneracié soran az
apoptotikus jelatviteli utakat. PC12 sejteken pedig in vitro vizsgaltuk a PACAP
antiapoptotikus hatasat.

6. Vizsgalni kivantuk a PACAP citoprotektiv tulajdonsagait nem-neuronalis sejtekben.
Vese ischaemia/reperflzié karosodasban vizsgéltuk a PACAP hatasat in vivo. In vitro
tanulményoztuk a PACAP sejttulélésre és jelatviteli utakra kifejtett hatasat oxidativ
stresszel karositott  trophoblast-, endothel- és szivizomsejteken, és
ischaemial/reperfuzionak Kitett szivizomsejtekben. Végiil célul tlztik ki annak
vizsgalatat, vajon a PACAP antiapoptotikus hatdsa érvényesiil-¢ alacsonyabbrendii
szervezetben is, ehhez a Helix pomatia nyalmirigyben kivaltott apopt6zis modellt

hasznaltuk.
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II. ANYAGOK ES MODSZEREK

Hasznalt allatok

In vivo Kkisérleteink tobbségéhez Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az éllatok elhelyezése,
gondozasa ¢és felhasznalasa a Pécsi Tudomanyegyetem ellendrzott protokollja (No:
BA02/2000-31/2001, majd BA02/2000-20/2006) szerint tortent. Az allatokat 12 Oréas
vilagos-sotét ciklusban tartottuk, allandé taplalék- és folyadékellatas mellett. A csirke
embrionalis Kkisérletekhez megtermékenyitett broiler csirke tojasokat a Mohacsi
Keltetébdl szereztiink be. Az allatok altatasa intraperitonealis (ip) pentobarbitallal (35
mg/kg) vagy gazzal (halothan, isofluran) tortént. A legtébb esetben a PACAP
kezelésekhez PACAP38-at hasznaltunk, ezért a kovetkezOkben a PACAP elnevezés alatt
a PACAP38 értend6. A kisérletekben felhasznalt anyagok beszerzési forrdsa az
értekezésben nem kerull kilon emlitésre, az értekezéshez felhasznalt kdzleményekben

megtalalhato.

11.1. STROKE MODELLEN VEGZETT KISERLETEK

11.1.1. Arteria cerebri media okklaziéja (MCAO)

A stroke széles korben alkalmazott patkanymodellje az arteria cerebri media okkldzioja
(middle cerebral artery occlusion=MCAOQO) (Lipton, 1999; Longa et al., 1989). 5cm
hosszusagu 4-0-a4s nylon monofilamentum végére egy 0,5mm atmérdjii megvastagodast
égettiink. Fiatal him patkdnyokon (250-300g) féloldali nyaki feltarasbdl operacios
mikroszkop alatt lekotottik az a. carotis communist, az a. carotis externat és az. a.
pterygopalatinat, majd az a. carotis communis oszlasanal egy metszést ejtve a
filamentumot 19mm-re helyeztiik fel, és ezzel egyidOben az a. carotis internat elko6tottiik
(I1.1. és 2. abrak). A mitét alatt melegitett padon tartottuk az allatokat, kdzben és utana a
rektalis hémérsékletet folyamatosan ellendriztiik. Amint a hémérséklet emelkedni

kezdett, az 4llatokat hiitottiik a hyperthermia elkertilése érdekében.
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11.1. dbra. A miitéti hely, patkdany trigonum caroticum sematikus dbrdzoldsa (A) és a filamentum helye az a.
cerebri mediaban (B).

11.2. dbra. Az MCAO miitéti lépései, operdcios mikroszkdpos felvételek. (A) Az a. carotis communis
oszlasa; (B) Az a. carotis communis, a. carotis externa és a. pterygopalatina lekotése; (C) Metszés a
carotis oszlasnal; (D) Filamentum felhelyezése.

11.1.2. PACAP kezelés

A kilonbozé  dozisi  PACAP-ot  sztereotaxias — késziulék  segitségével
intracerebroventricularisan (icv) adtuk be, az oldalkamraba a permanens okkluzid eldtt
kozvetlenil (Paxinos és Watson, 1982). A kontroll csoport allatai 2ul fizioldgias
sooldatot kaptak (n=10), mig a PACAP-pal kezelt allatok 2ul-ben oldott 0,25ug (n=8);
0,5ug (n=10); 1ng (n=10) vagy 2ug (n=9) PACAP-ot, kozvetleniil az érelzaras elott. Az
infarktus nagysagat eloszor 12 Oraval az operéacié utan vizsgaltuk. Mivel az alkalmazott
doézisok kozil csak a 2ug PACAP bizonyult hatékonynak, ezért vizsgalatunk masodik
felében ezzel a dozissal kezeltlik az allatokat (n=12), és 24 éraval az operéacid utan
vizsgaltuk az infarktus nagysagat. A kontroll csoport 2ul fizioldgids sooldatot kapott
(n=12). A preventiv PACAP kezelés hatasanak vizsgalatdhoz a 2ug PACAP-ot naponta
egy alkalommal ugyanazon idépontokban (13 és 15 6ra kozott) adtuk be 7 napon
keresztiil (n=18). A kontroll allatok itt is 2l vivéanyagot kaptak (n=18). Végiil a PACAP
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kezelés hatekanysagat dsszehasonlitottuk ugyanilyen dézisu VIP kezelés hatékonysagaval
(n=12).

11.1.3. Magatartasi vizsgalatok

Altalanos magatartasi vizsgalatok

Az dllatok magatartasi jeleit teszteltik 1 nappal a permanens (n=18) vagy 90 perces
tranziens (n=18) MCADO el6tt; a miitét utan 2, 4, 6, 12 o6raval, valamint 1, 2, 3, 5, 7, 10 és
14 nappal. Emellett naponta mértiik a testsulyt. Osszedllitottunk egy 16 paramétert
vizsgalo tesztskalat a leggyakrabban hasznalt tesztekbdl (Garcia et al., 1995; Menzies et
al., 1992; Petullo et al., 1999; van der Staay et al., 1996; Zausinger et al., 2000) (11.3.
abra). A tesztelés pontszdma a normal allatokban 0, maximalis kdrosodasnél pedig ertéke
maximum 42. Mivel az okkluzié a bal oldalon volt, az allatok jobb oldalan észleltik a
koros jeleket. A tesztelés részletes leirasa az ebbdl sziiletett kozleményben talalhatd
(Reglddi et al., 2003). Roviden Osszefoglalva: a tesztskala segitségével pontoztuk a
poszturalis jeleket (mellsé végtag flexio 0-2 pont, térzsforgds 0-2 pont); a lokomotoros
aktivitas zavarat (forgas 0-5 pont, dontott racson maszas 0-4 pont, spontan aktivitas 0-5
pont); féloldali mozgastendenciat (told ill. htizéerére féloldali jaras 0-2 pont); végtag
rahelyezést (féloldali rahelyezési reflex mells6 ¢és hats6 végtaggal 0-2 pont);
egyensulyozasi képességet (3 kiilonb6z6 tesztben 0-3, 0-4 vagy 0-5 pont); izomer6t,
izomtonust (oldaliranyu er6 ellenében kifejtett izomerd 0-2 pont, kapaszkodasi erd 0-1
pont) és érz0 reflexeket (kapaszkodasi reflex és fajdalomingerre végtagelhtizasi reflex 0-1

pont). A vizsgalatot elvégeztilk 2ug icv PACAP-pal kezelt allatokon is.
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11.3. &bra. Reprezentativ fotok egyes funkciondlis tesztekrsl érlekdtott allatban. (A) féloldali térzsforgés;
(B) féloldali felsé végtag flexio; (C) aszimmetrikus kapaszkodasi reflex; (D) egyensulyozési zavar; (E)
féloldali réhelyezési reflex.

Orientécios tesztek

Annak érdekében, hogy még pontosabban vizsgaljuk az ischaemia utan kialakuld
neuroldgiai eltéréseket és szenzoromotoros valtozasokat, orientacids teszteket is
végeztiink. A kisérlet soran az els6 csoport 2l fiziologias sooldatban oldott 2.g PACAP-
ot (n=8), a masodik csoport 2ul icv sooldatot kapott (n=6), majd elzartuk az a. cerebri
media eredését. A harmadik és a negyedik csoport egyedei hasonld kezelést kaptak
(PACAP-pal kezelt n=6, kontroll n=6), de itt csak &loperaciét végeztiink. Az allatok
vizsgaltuk. A normal allatok az inger hatasara fejuket az inger felé forditottak, vagy
fuluket, bajszukat vagy végtagjaikat mozgattak (Lénard et al., 1982; Marshall et al.,
1971). A vizsgalat sordan a kovetkezd stimulusokat alkalmaztuk: (1): az allatok bajszat,
elilsd és hatulso testfelét mindkét oldalon kis vattaszallal érintettiik; (2): vizualis
ingerkeént egy 4x4cme-es fekete-fehér csikos kartyat mozgattunk a szemiik el6tt; (3): végiil
akusztikus ingerként mindkét ful mellett kopogd hangot alkalmaztunk. A kisérlet soran

mértuk az allatok reakcididejét masodpercben.
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11.1.4. PACAP hatasanak vizsgéalata a lokalis kortikalis keringésre

A parietalis cortex keringését mértiik Iézer dopplerrel, melyet gyakran hasznalnak a
lokalis agyi keringés akut valtozésainak detektalasara (Dirnagl et al., 1989). A bregmatol
1mme-re posterior irdnyban és Smm-re balra 1mm atméréji nyilast fartunk, majd a
detektort az ép dura felszinére helyeztik. Az allatok bal oldalkamrajaba 2 ug PACAP-ot
vagy fizioldgias sooldatot injektaltunk (n=6), és a lokalis agyi keringés valtozasat 1 dran

keresztll mértik. Az értékeket a beavatkozas el6tt mért értékek szazalékaban adtuk meg.

11.1.5. Morfologiai analizis

A vizsgalattol fliggden 12, valamint 24 6rdval a miitét utan az éallatok agyat eltavolitottuk,
98%-o0s izoamil alkoholban -20°C-on fagyasztottuk, majd szeleteld matrix segitségével 6
db 2mm-es szeletet készitettlink. Az elhalt terliletek és az épen maradt részek ardnyanak
pontos megallapitasahoz 2%-os fizioldgias soéoldatban oldott 2,3,5-trifeniltetrazolium
kloridot (TTC) hasznaltunk, amibe 20 percre beletettik a szeleteket, majd 10%-0s
formalinban fixaltuk. A festék a mitokondridlis reduktdzok kimutatasara alkalmas,
melyek az ép sejtekben a tetrazolium sét egy sotétvords vegyuletté alakitjak at. Az elhalt
sejtekben ez az enzim nem miikddik, ezért a teriilet nem festddik, fehér marad (Bederson
et al., 1986; Benedek et al., 2006) (I1.4. abra). A festett agyszeletekrdl késziilt digitalis
képeket NIH Image program segitségével analizltuk. Az elhalt terlilet nagysagat az

egész agyterilet szazalékaban adtuk meg.

11.4. abra. TTC-festett agyszelet. Az ép terlilet piros, az infarktusos teriilet fehér.
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1.2. NEURODEGENERATIV BETEGSEGEK ALLATKISERLETES
MODELLJEN VEGZETT KISERLETEK

11.2.1. A Parkinson-k6r modellezése a substantia nigra 6-OHDA-nal valb
roncsolasaval

A 6-OHDA-indukalta susbtantia nigra karosodéas kor- és nemfliggésének vizsgalata
A Parkinson-kér modellezéséhez 4ug/ul koncentracioju 6-OHDA oldatot hasznaltunk,
melyb6l Hamilton tiivel 2pul-t fecskendeztink be a bal oldali substantia nigraba (Paxinos
¢s Watson, 1982). A féloldali substantia nigra roncsolast elszor fiatal him Wistar
patkanyokon (2 honapos, 220-250g, n=24) végeztiik. Késobb vizsgaltuk a modellt fiatal
néstényeken (n=10), illetve idds allatokon (18-20 honapos him és néstény, n=8 mindkét
csoportban), valamint gonadektomiat kovetden mindkét nemben. Az ovariektomiat
(OVX) (n=20), illetve a kasztraciét (n=20) 2 honapos korban végeztik el, melyet 3 héttel
késébb kovetett a 6-OHDA 1€zi6.

A PACAP hatasanak vizsgélata féloldali substantia nigra lézioban

Sztereotaxias készillék segitségével fiatal him allatok substantia nigrajaba fecskendeztlink
PACAP-ot kozvetleniil a roncsolas el6tt (1pg; 0,1pg; vagy 0,01pg PACAP 0,5ul
sooldatban oldva, n=12 minden csoportban). A kontroll &llatok 0,5ul fiziol6gias séoldatot
kaptak (n=8). Tekintve, hogy egyes neuroprotektiv szerek is kor- és nemfiiggést
mutathatnak, kisérleteinket megismételtiik id6s himeken, fiatal és idds ndstény
patkanyokon, valamint gonadektomizalt allatokon (n=10 minden csoportban). Ezekhez a
kisérletekhez azt a PACAP doézist hasznaltuk, mely els6é kisérleteinkben a
leghatdsosabbnak bizonyult (0,1ug).

11.2.2. A PACAP hatasanak vizsgalata striatélis quinolinsav roncsolassal eléidézett
Huntington-chorea modellben

A Huntington-chorea modellezéséhez 200-250g sualyd him Wistar patkanyokat
hasznaltunk (n=22). Az allatok bal oldali striatumat 180nmol/2ul koncentracioju
quinolinsavval roncsoltuk. A sztereotaxias mutét koordinatai: bregma ponttol 1,3mm-re

caudalisan, 3mm-re balra és a kemény agyhartyatol 5mm-re az agyalap felé (Paxinos és
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Watson, 1982). A PACAP-ot 2ul fizioldgids sooldatban oldottuk fel, és Hamilton
fecskendd segitségével juttattuk be a striatumba a roncsoldst kdzvetleniil megelézéen
(0,2ug PACAP n=7, 2ug PACAP n=8). A kontroll csoport allatai 2ul fiziologias
sooldatot kaptak (n=7).

11.2.3. Magatartasi vizsgalatok

Open-field teszt

Az allatok a Parkinson-kér modellben a miitét utan jellegzetes hypokinetikus tlineteket
mutatnak, mig a Huntington-chorea ezen modelljében az allatok hyperkinetikusak.
Emellett mindkét modellben a féloldali 1ézionak megfelelen, jellegzetes aszimmetrikus
tlnetek lépnek fel. Ennek vizsgalatara open-field tesztet hasznaltunk. Az allatokat egy
45x45x50 cm-es open-fieldbe helyeztiik, és viselkedésiiket 15 percig videdra rogzitettik.
A kovetkezd paramétereket mértiik: a motoros aktivitas jeleként az aktivitdssal eltoltott
id6t, a nyugalmi id6t, a megtett tavolsagot, a forgasok és az agaskodasok szamét. A
féloldali tiinetek koziil a bal és jobb oldalra torténd forgasok szamat, a bal €s jobb oldali
fels@ végtag tdmaszté haszndlatit az dgaskodéas sordn, valamint a bal és jobb oldallal
torténd fal melletti mozgas idejét (thigmotaxis) értékeltiik. Mivel a miitét utan mutatott
akut hypokinetikus és aszimmetrikus jelek spontan javulast mutatnak par nap elteltével, a
videofelvételeket a miitét elott (0. nap), a mutétet kovetd 1. és 10., valamint a

Huntington-chorea modellben a 30. napon is megismételtik.

Apomorfin teszt

A Parkinson-kor modellben apomorfinnal indukalt forgasi tesztet is végeztiink a miitét
utani 2. héten. Az egyoldali roncsolas miatt oldalkilonbség alakul ki a dopamin receptor
agonista apomorfinnal szembeni érzékenységre (Mokrey, 1995). Az allatok subcutan (sc)
0,1mg/kg apomorfint kaptak, mely a Iézioval ellentétes oldalra iranyuld forgd mozgast
valtott ki. Ezt a beadast kovetden 30 percig ellendriztiik, szamoltuk a 360°-0s jobbra
iranyuld forgasok szamat. Mindezen motoros tesztekbdl a 1€zio sulyossagara, illetve a

javulasi tendenciara tudtunk kdvetkeztetni.
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Katalepszia teszt

A Huntington-chorea modellben a miitét utan 3 héttel haloperidol indukalta katalepszia
tesztet is vegeztiink. Az allatokat ip 0,5mg/kg haloperidollal kezeltiik és két oraval a
beadast kovetden végeztiik el a teszteket. A katalepszia teszt soran az allatokat harom
kiilonbozd nehezitett testhelyzetbe allitottuk be, és mértilk a mozdulatlansaggal eltoltott
1d6t (Sanberg et al., 1988). Az els6 két tesztben az allatok mells6 mancsait egy 7cm
magasan elhelyezked6 és 3cm atmér6ji (11.5.A. abra), illetve egy 10cm magasan
elhelyezkedd és 4cm atmérdjii radra helyeztiik ugy, hogy a hats6 végtagjaik a f6ldon
maradtak. A harmadik helyzetben egy 7cm atmér6jii, oldalara fektetett tivegre helyeztiik

az allatok mells6 végtagjait, és igy mértiik a mozdulatlansag idejét (11.5.B. &bra).

11.5. &bra. Reprezentativ fotok a katalepszia tesztrél. (A) alacsony rad teszt; (B) Uivegteszt.

11.2.4. Szovettani feldolgozas

A Parkinson-kor modellben a magatartasi teszteket kovetden az allatokat 4%-0S
paraformaldehiddel perfundaltuk, majd vibratommal 50um-es sorozatmetszeteket
készitettlink mindkét oldali mesencephalon teriiletébdl, mely magéban foglalta a
substantia nigra teljes teruletét és a ventralis tegmentalis terlletet. Az immunhisztoldgiai
festéshez primér antitestként tirozin-hidroxildz (TH) antitestet (Schwarting és Huston,
1996a,b), mésodlagos antitestként pedig biotinalt antiszérumot hasznaltunk. ABC kittel
festettiik a metszeteket. A metszetekbol készitett digitalis felvételeken szamoltuk a TH-
pozitiv sejtek szamat mindkét oldalon.

A quinolinsav intrastriatalis injektalasa szelektiv neuronalis karosodast hoz létre a
striatumban. Az aktivitési tesztek befejezése utdn az allatokat fixaltuk, és az agy
striatumot tartalmazd részéb6l metszeteket készitve, NADPH-diaforaz festéssel
megfestettiik (Roberts et al., 1993). Mind a kontralateralis, mind az ipszilateralis oldalon
a striatum teriiletén megszamoltuk a NADPH-diafordz pozitiv sejteket. Ezutan a sérilt

oldal sejtszamat az ép oldal sejtszamanak szazalékaban adtuk meg.
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11.3. APACAP RETINOPROTEKTIV HATASAINAK VIZSGALATA

I1.3.1. Excitotoxicus retinakarosodas eléidézése natrium-glutaméattal (MSG) és
PACAP hatasanak vizsgalata

Az MSG ujszulottkorban meg atjut a vér-retina gaton, és sulyos retinadegeneraciot
indukal. A kezeléseket ezért Ujszilétt Wistar patkdnyokon az 1. vagy 5. posztnatalis
napon egyszer, az 1., 5. és 9. napon 3 alkalommal, vagy az 1., 3., 5., 7., és 9. napon 6tszor
ismeteltuk meg sc 2mg/lg MSG-vel (n=75). A PACAP kezelést a legtobb esetben
intravitredlisan vegeztuk (I11.6. abra). Az allatok jobb szemébe Hamilton tiivel
injektaltunk 5ul fiziologias sooldatban oldott PACAP-ot kdzvetlenll az MSG kezelés
utdn (1 vagy 100pmol, n=30). A kezelés egyszeri, kétszeri vagy haromszori volt. A
PACAP dozisat egy olyan kisérletre alapoztuk, ahol a PACAP hataséat nervus opticus
1ézidban vizsgaltdk (Seki et al., 2003). Késobbi kisérleteinkben a leghatékonyabbnak
bizonyult 100pmol-os PACAP dozist hasznaltuk 3xMSG kezelés mellett. Egyes
Kisérleteinkben vizsgaltuk a PACAP antagonista PACAP6-38 hatadsat PACAP kezelés
mellett. Ugyancsak vizsgaltuk a PACAP fragmenseinek hatasat MSG Iézidban (100pmol
PACAP1-27, n=10, 1nmol PACAP6-38 és 6-27, n=18). A szisztémas kezeléshez a
PACAP fejlodést serkentd dozisat hasznaltuk (I1.4.1. fejezet), 1pg PACAP/nap, 14 napon
keresztil (n=15).

11.3.2. Ischaemias retinakarosodas eldidézése és a PACAP hatasanak vizsgalata

A retina ischaemiat permanens bilateralis carotis okklizidoval (BCCAO) idéztiik eld. A
bilateralis carotis lekotést felnétt Wistar patkanyokon (250-400g) végeztik (n=29), amely
soran kozépvonali nyaki feltarasban mindkét oldali a. carotis communist 3-0-as sebészi
fonallal permanensen lekdtottiik. A PACAP kezelés soran 100pmol PACAP-ot juttattunk
5ul séoldatban feloldva a corpus vitreumba (n=16). Normal kontrollként aloperalt
allatokat hasznaltunk (n=16). Egyes kisérleteinkben vizsgaltuk a PACAP antagonista
PACAPG6-38 hatasat a PACAP kezelés mellett (1nmol, n=6).
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11.6. &bra. Intravitredlis kezelés Hamilton tiivel.

11.3.3. Szovettani analizis

Rutin szovettani analizis

Ujsziilott patkanyok MSG kezelésekor a kezelést kovetéen harom hét utin a szemeket
eltavolitottuk, és az izolalt retinat szovettani vizsgalatoknak vetettiik ala. BCCAO utan
két héttel végeztilk el a szovettani feldolgozast. A szemserleg prepardtumokat 4%-0s
paraformaldehidben fixaltuk, majd mosas és dehidralas utan a mintakat propilén-oxid—
Durcupan ACM-gyantaba agyaztuk és ultramikrotdmmal készitett 2-3um-es metszeteket
toluidinkékkel festettlik meg. A morfometriai méréseket Spot Basic program segitségével
végeztiik. A retina rétegek vastagsaganak értékeléséhez NIH Image 1.55 programot
hasznaltunk, a kiilonb6zd rétegek vastagsagidt a retina azonos régioibol késziilt
metszeteken mértik. A mérések egyenként 6 retina blokkjabdl késziltek (n = 5-10
mérés/retinablokk). A kovetkezd paramétereket mértiik: (i): a retina keresztmetszete a
pigmenthdmtol a belsd hatarmembréanig; (i1): a kiilsé hatdrmembrantél a belsé
hatarmembranig (outer limiting membrane-inner limiting membrane=OLM-ILM); (iii):
az ONL (outer nuclear layer=kiils6é magvas réteg); (iv): OPL (outer plexifrom
layer=kiils6 rostos réteg); (v): INL (inner nuclear layer=belsé magvas réteg); (vi): IPL
(inner plexiform layer=belsé rostos réteg) vastagsaga; €s (vii): a 100pum retinahosszra esé

GCL rétegben (ganglionic cell layer=ganglionsejtek rétege) talalhaté sejtek szama.

Immunhisztokémiai analizis

A fixalt szemserlegpreparatumokat fagyasztomédiumba helyeztik, és 10um-es kriosztat
sorozatmetszeteken el6inkubalas utan a kovetkez6 mono- vagy poliklondlis primér
antitesteket alkalmaztuk: vezikularis glutaméat transzporter-1 (VGLUT-1, 1:500),
vezikularis GABA transzporter (VGAT, 1:500), calretinin (CALR, 1:1000), calbindin
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(CALB, 1:500), parvalbumin (PARV, 1:1000), glialis fibrillaris savas protein (GFAP,
1:500), protein kindz Ca (PKCa, 1:200). Ezt kovetéen a metszeteket 2 Orara,

szobahOmérsékleten, sotétben szekunder antitesttel (FITC=fluoreszcein izothiocianat,
Texas-Red, 1:100) vontuk be.

I1.3.4. A PACAP retinoprotektiv hatasanak vizsgalata teknds retinan

A bevezet6 kisérletben annak meghatarozédsa volt a célunk, hogy a PACAP milyen
mennyiségben fordul elé a teknés (Pseudemys scripta elegans) idegrendszerében és
periférias szerveiben. Ehhez a mér korébban standardizalt RIA modszert hasznaltuk.
Antiszérumkeént a Dr. Arimura altal kifejlesztett PACAP38 antiszérumot (88111-3)
hasznaltuk. Kontrollként patkany idegrendszert hasznaltunk, ahol korabbi kisérletek
alapjan mér ismert volt a PACAP koncentréacidja (Arimura et al., 1991).

Annak vizsgalatara, hogy a retina tulélését képes-e a PACAP befolyasolni,
tekndsbol nyert izoldlt szemserleg szeleteket hasznéltunk. Ezek egyik felét nem-
oxigenizalt Ringer oldatba helyeztiik, masik felét kiegészitettik 0,165uM PACAP-pal.
Az intracellularis elvezetéseket izolalt szeletek horizontalis sejtjeib6l a szem eltavolitasa
utdn 18, 22, 42, ¢és 46 oraval végeztik. Az 500ms iddtartamt fehér fényli stimulus
5500ms-os intervallumon belll kétszer vetilt a retinaszeletre. A fény-kivaltott valaszokat
amplifikaltuk, a horizontalis sejteket a fénystimulusra adott hyperpolarizacié valaszaik

alapjan azonositottuk, majd teszteltlik a spektralis szenzitivitast.

11.4. A KORAI IDEGRENDSZERI FEJLODES FUNKCIONALIS VIZSGALATA
POZITIV ES NEGATIV HATASU KORNYEZETBEN

11.4.1. Ujsziilottkori PACAP1-38 és PACAPG6-38 kezelés

A PACAP kezelt patkanyok sc injekcio formajaban 100ul fizioldgids sooldatban oldott
1ug PACAP38 (n=18), vagy 10png PACAP antagonista PACAP6-38 (n=20) kezelést
kaptak a szuletés napjatdl kezdve ket héten keresztil minden nap. A kontroll allatok csak
fiziologias sooldatot kaptak (n=14). A kezelés soran alkalmazott dozist munkacsoportunk
korabbi eredményei és irodalmi adatok alapjan valasztottuk (Tamas et al., 2004; Telegdy
et al., 2000; Vaudry et al., 1999).
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11.4.2. Ujsziléttkori MSG kezelés

A natrium-glutamatot sc injekcios formaban adtuk 100ul fiziologias séoldatban oldva az
1.,3.,5.,7,9. illetve 1., 5., 9. posztnatalis napokon. Irodalmi leirdsoknak és sajat korabbi
megfigyeléseinknek (Babai et al., 2005, 2006; Kiss et al., 2005, 2006; Klingberg et al.,
1987; Kubo et al., 1993) megfeleléen valasztottuk az alkalmazott doézisokat: a 4
mg/testtdbmeg g dozist (n=30). A kontroll &llatok ugyanezeken a napokon 100ul
fiziologias sooldatot kaptak (n=15). Kiilon allatcsoportot hasznaltunk az ujdonsagkeresd

magatartas vizsgalatdhoz (n=12 kontroll és MSG-kezelt allat).

11.4.3. Az MSG és PACAP kezelés kombinacidja
Ebben a kisérletben a patkanyok a posztnatalis 1., 5. és 9. napon 4 mg/testttmeg g MSG-
t, és 1-14 napos korban napi 1ug PACAP-ot kaptak sc injekcioban (n=15).

11.4.4. Neonatalis hypoxias/ischaemiés 1zi6

Ehhez a Kkisérlethez 7 napos Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=12). Operacids
mikroszkop alatt egy kdzépvonali nyaki metszésen at felkerestilk a bal oldali a. carotis
communist és a nervus vagustol vald Ovatos szétvélasztist kovetéen permanensen
lekotottiik (Yager et al.,, 1993). Az éllatok testhdmérsékletét a beavatkozas soran
folyamatosan 37°C-on tartottuk. A miitét utin az allatokat egy 8% oxigént és 92%
nitrogént tartalmazé kamraba helyeztiik 2 6rara. Az aloperéalt kontroll egyedeknél a nyaki
bemetszeést kovetden felkerestiik az a. carotis communist, de nem kotottiik le (n=12). A
mitét utdn normal légkori levegdn toltottek 2 orat. Ezt kdvetden visszahelyeztiik az

allatokat az anyjuk mellé.

I1.4.5. A korai idegrendszeri fejlodés vizsgalata: szomatikus és reflexfejlodés

Az idegrendszeri fejlodés vizsgalatit ismert tesztek segitségével végeztiik.
Osszedllitottunk egy, a lehetdség szerint legtobb paraméterbdl 4llo tesztskalat, melynek
segitségével a szomatikus ¢€s reflexfejlédés, valamint a motoros koordinacid fejlédése a
legjobban nyomon kovethetd (Altman és Sudarshan, 1975; Dam et al., 2000; Hill et al.,
1991; Smart és Dobbing, 1971a,b). A neuroldgiai fejléddést naponta 12 és 15 ora kozotti
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idopontban vizsgaltuk, a kezelési periodusban a napi kezeléseket megelézéen (11.7.
abra).

Naponta mértik a testsiulyt, valamint lejegyeztik a szemnyitds, a
metszOfogkindvés és a fiil kiegyenesedésének napjat. A reflexfejlodés vizsgalatdhoz a

kovetkez6 reflexek megjelenési napjat vizsgaltuk: (1): Felegyenesedési (righting)

reflexek (a) a hatrdl négy mancsra vald érkezés, (b) 50cm magasbol fejjel lefelé egy

szivacsra ejtve az é&llatokat, a négy végtagjukra érkezés. (2): Negativ geotaxis: az

allatokat egy 45°-ban megdontétt, 30cm magas racs kozepére helyeztiuk fejjel lefele.
Feljegyeztlk azt a napot, amikor a patkany megfordult, és felmaszott a réacs tetejére. (3):

Keresztezett extenzor reflex: fajdalomingert alkalmazva a bal hatsé végtagon

(csipeszcsipés), vizsgaltuk az allat reakciojat. Azt a napot jegyeztik fel, amikor latszolag
eltint a keresztezett extenzor reflex, az 4allat az egyszerli reflextevékenységnél
bonyolultabb, 6sszetettebb mechanizmusu elharitd magatartassal valaszolt az inzultusra.

(4): Fulrangés reflex: vattapalcaval megérintettilk a fil szélét, és az erre bekovetkezo

fulranditas megjelenésének napjat regisztraltuk. (5): Szemhéjreflex: vattapalcaval
megérintettiik a szemrést, €s a valaszként bekovetkezd izomkontrakcié megjelenésének

napjat regisztraltuk. (6): Végtag kontakt rahelyezési (placing) reflex: a mells6 és a hatso

mancs dorsalis felszinét a vizsgaloasztal széléhez érintettik, és feljegyeztiik azt a napot,
amikor az allat eldszor felemelte az adott végtagot és rahelyezte az asztalra. (7): Taktilis

fogéreflex (grasping): egy vékony rdaddal érintettik a patkany mellsé és hatséd

végtagjanak ventralis felszinét, és regisztraltuk az elsd napot, amikor erre az érintésre a

rad megragadasaval valaszolt. (8): Elmozdulasi reflex: egy 13cm atmér6ji fehér

papirkorong kozepére helyeztik az allatokat. A jel megjelenésének napjatol kezdve
mértiik azt az 1d6t, ami alatt az allat mindkét mellsé mancsa elhagyta a korong teriiletét

(maximum 30 perc). (9): Akusztikus megrettenési reflex: regisztraltuk az els6 napot,

amikor az allat egy hirtelen hangingerre (taps) 0sszerezzent. Egyes reflexek esetén a
reflex teljesitési idejét is mértik naponta (felegyenesedési reflex, negativ geotaxis és

elmozdulasi reflex).
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11.7. dbra. Reprezentativ fotok a reflexfejlédés vizsgalatardl. (A,B) Felegyenesedési reflexek; (C,D) mellsé
illetve hatso végtagi fogdreflex; (E) negativ geotaxis; (F) elmozdulasi reflex.

11.4.6. A motoros koordinécié vizsgalata
A kovetkez6 motoros koordinacios teszteket végeztik el 3-5 hetes korban: (1):

Lépésszam és lépéshiba teszt: 1 méter magasan, 20x40cm teriiletii, 2x2cm-es méretii

rozsdamentes acélracsra helyezve az allatokat, 1 perces idOtartam alatt feljegyeztiik az
Osszes lépés szamat, illetve a lépéshibaikat, azaz amikor a racs hézagaiba ejtették a

végtagjukat. (2): Mokuskerék (rotarod) teszt: egy l4cm atmérdji mokuskereket egy

motorral hajtottunk meg 13rpm sebességgel, és mértiik az id6t amig az allat a kerék

tetején fenn tudott maradni (maximum idétartam 2perc). (3): Mozgas iniciacios teszt: a

patkanyokat egy vizszintes felszinre helyeztiik, melyen egy 10cm-es belsd, és egy 45cm
atmérdju kiilsé kor volt megjelolve. Mértiik a mozgas kezdés idejét (ami alatt elhagyta a
belsé kisebb kor teriiletét) és a nagyobb kor elhagyasanak idejét is. (4): Fuggeszkedési
teszt kotélen: egy 40cm magassagban vizszintesen kifliggesztett 4mm atmérdjii nylon
kotélre helyeztiik az allatok mellsd végtagjait. Mértiik az id6t ameddig kapaszkodva fenn
tudtak maradni a kétélen (maximum 30mp). A hypoxias/ischaemias 1ézids csoportban
elvégeztik a tesztet Ugy is, hogy az allatok csak a kontralateralis végtagjukkal
kapaszkodhattak, mégpedig ugy, hogy a lekdtéshez képest ipszilateralis mancsukat (a
balt) leragasztottuk, hogy ne tudjanak fogni vele. (5): Kapaszkodasi teszt megddndott

deszkan: 45°-ban dontott farostlemez deszkara helyeztiik az allatokat, majd korulbelil 5

fokonként emeltiik a d6lésszoget. Azt a fokot jegyeztiik fel, ahol az allatok még fenn
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tudtak maradni a deszkan legalabb 5mp-ig. (6): Fiiggdleges racs teszt. a patkanyokat egy

50x22 cm-es méretli, 15mm-es racskozii racs kozepére helyeztiik vizszintes helyzetben,
majd a racsot fiiggbleges helyzetbe hoztuk kb. 2mp alatt, ezt kdvetéen még Smp-ig
figyeltiik. Ha az éllat Smp utdn is fennmaradt a racson, akkor 0; ha a megfigyelési id6
alatt, 1; ha azonnal, vagy még a vizszintbdl fiiggéleges helyzetbe hozas kézben leesett, 2

pontot adtunk teljesitményére. (7): Testkilengés teszt: a patkanyokat farkuknal fogva a

leveg6be emeltiik, de az asztallaptol nem tavolitottuk messzebb, mint 3-5cm. 30 mp-en &t
figyeltiikk az allatok magatartasat. Feljegyeztiink ezalatt minden, a fliggblegeshez képest

koralbelll 10 foknal nagyobb elmozdulast mindkét iranyba. (8): Egyensulyozas teszt: az

allatokat egy négyszdgletes alaku radra helyeztik (1x1x40cm, a talajtél 40cm
magassagban), a rad végein 2 platform, melyekre kimaszhattak. Mértiik az id6t amig fenn
tudtak maradni a radon (maximum 120mp) (11.8. &bra).

11.8. &bra. Reprezentativ foték a motoros koordindcio tesztelésérdl. (A) fliggeszkedési teszt; (B) Iépéshiba
teszt; (C) mdkuskerék teszt; (D) egyensulyozasi teszt; (E) kapaszkodasi teszt megddntott deszkan; (F)
testkilengés teszt.

11.4.7. Open-field teszt

Az allatok motoros és felfedezési viselkedését vizsgaltuk ezzel a teszttel, altalaban 3-6
hetes korig. A patkanyokat egy nyitott térbe (,,open-field”) helyeztik, ami egy 42x42cm-
es, 31cm magas fallal koriilvett doboz volt (11.9. abra). A doboz alapjat 8x8-as zonakra
osztottuk. Az open-field megvilagitasa egyenletes volt (200lux). Az egyedeket a tér

kozepére helyeztik, mozgasukat videOkameraval rogzitettik (5 perc). A
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videofelvételeken a kovetkezOket mértiik: megtett tdvolsag, aktivitassal €s nyugalomban
toltott 1dO, habitudcio, kdzpontban €s a fal mellett toltott 1do, agaskodasok és fejemelések

szama.

(15 |16 | 17 | 16
-‘h”i@rzs 26 | 27 | 28

(31 |32 37 | 3
b |2 u:‘qs
“‘51 52 5%\55'
o |ce 6% | &
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81 |62 | 83 | & |85 |86 | &7 | 88

11.9. dbra. Open-field teszthez hasznalt tér bemutatasa. A savozott teriilet a centralis zonakat mutatja.

11.4.8. Ujdonsagkeres6 magatartas vizsgalata

modszer segitségével vizsgaltuk MSG-kezelt allatokban. A tesztelés 3 hetes életkorban
tortént, az irodalomban kozolt kisérleti protokollnak megfelelden (Heyser et al., 2004). A
teszt 4 egymast kdvetd 5 perces probabdl épiil fel, melyek kozott 3 perces sziineteket
tartottunk. A doboz alapteriilete ugyanaz, mint a korabban leirt open-field-ben. Az els6
proba az akklimatizaciot szolgalta, az open-field tesztnél Ileirtakkal mindenben
megegyezden, targyat nem helyeztiink a dobozba. A 2. probadban két egyforma
ivegtarggyal bdvitettiik a kisérleti elrendezést. A kisérleti elrendezést valtozatlanul
hagytuk a 3. probaban. A 4. proba elétt az egyik, mar az allat altal ismert tiveget
eltavolitottuk, és helyére egy 0j, mas alak(l, méretli és szinli mlianyag tartalyt helyeztiink
a dobozba (I11.10. &bra). Minden préba soran kameraval rogzitettik az allatok
viselkedeset. A kovetkezé paramétereket értékeltiik: mozgassal toltott id6, kockavaltasok
szdma, habituacid, a centrumban €s a periférian t6ltott 1d6. Kozponti zonanak a targgyal
kozvetleniil érintkezd, és az ezekkel szomszédos kockakat tekintettiik. A 4. probaban a

régi és az 0j targy kozelében eltoltott idot killon-kilon értékeltik. A habituacios indexet
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az elsé 90 mp alatt megtett kockavaltasok ¢és az 0Osszes kockavaltdsok szamanak

hanyadosaként szamitottuk Ki.

=

o~

11.10. abra. Ujdonsdgkeresé magatartashoz hasznalt berendezés bemutatasa. (A) open-field targy nélkiil, 1.
proba; (B) két egyforma targy a 2. és 3. prébaban; (C) uj targy behelyezése a 4. prébaban.

11.4.9. Sz6vettani vizsgalatok

A glutamét kezelés szdvettani verifikacioja

A kezelés hatasossagat igazoltuk a szdvettani vizsgalattal. Jol ismert, hogy a neonatalis
glutamat kezelés sulyos idegsejtkarosodast hoz létre az agy kiilonbozd teriiletein, a
morfologiai eltéréseken kivil biokémiai valtozasokat is okoz (Gonzalez-Burgos et al.,
2001; Kubo et al., 1993; Pesini et al., 2004). Ezen elvaltozasok kozil a nucleus arcuatus
és a retina terliletén bekovetkezett neuronpusztulds vizsgalhaté a legjobban (Olney,
1969). Ezért mi is rutin szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink a nucleus
arcuatuson. A teszteket kovetden 6 hetes korban 4%-0s paraformaldehiddel perfundaltuk
az allatokat. A hypothalamus teriileterét6l 50um-es frontalis metszeteket készitettiink. A
metszetek egy részét toluidinkékkel festettlik, masik részét TH immunhisztokémiara
dolgoztuk fel. Monoklonalis egér anti—TH antitest (1:1000) volt a primér antitest, majd
48 oOra 4°C-on tortént inkubaciot kovetden 1 oran at mésodlagos biotinilalt antitesttel

vegul egy avidin-biotinilalt peroxidaz komplex-szel (ABC kit) kezeltik.

A hypoxias/ischaemias 1ézi6 szovettani vizsgalata

A viselkedési teszteket kovetden 6 hetes korban a fent leirt médon sorozatmetszeteket
készitettiink a bregma ponttél 3,8mm anterior és 5,2mm posterior teriiletbol, melyeket
toluidinkékkel festettlink. A digitalis felvételeken mértiik a teljes agyterilet nagysagat, és
kilon a cortex, hippocampus, striatum és az oldalkamra méretét mind kontra-, mind

ipszilateralisan Scion Image szamitogépes képanalizalo rendszer segitségevel. Az
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adatokat szazalékos értékkel fejeztik ki, a hypoxias oldal nagysagat az ellenoldali éphez

viszonyitva adtuk meg.

11.4.10. Csirkeembriokon végzett PACAP antagonista (PACAP6-38) kezelés
hatasanak vizsgalata

A csirkeembridkat az embriondlis kor elsé és masodik felében (E8. és E16. napon)
kezeltuk. Az in ovo injekciokat Hamilton tiivel a chorioallantois membran ala adtuk steril
korulmények kozott. 20pug PACAP6-38-cat 25l fiziologias sooldatban feloldva adtunk
E8 (n=46) és E16 (n=10) napos korban. A kontroll allatok csak sooldatot kaptak (ES8:
n=22, E16: n=10) (Bronson et al., 1994; Hocking et al., 2001).

A kikelés utan a kovetkez6 magatartasi jeleket vizsgaltuk: altalanos aktivitas, mint
allas, evés, ivas, futads, csipegetés és tollaszkodas, az é&llatok napi kétszeri
megfigyelésével 21 napos korig (Hocking et al., 2001). Az open-field tesztet a korabbi
fejezetekben leirtakhoz hasonl6 mddon 2 napos és 2 hetes korban végeztik. A
viselkedésminta analizise soran a videdfelvételrdl értékeltiik a vokalizacio latenciajat, a
megtett lépések, az ugrasok, a szokeési kisérletek, a csipegetések és szarnycsapkodasok, a
kiilonbozd iranyu fejforgatasok, és a fal melletti és atlos futdsok szamat. 4 és 14 napos
korban teszteltiik a szocialis magatartast (,,runway” teszt, Hocking et al., 2001). Az ehhez
hasznalt berendezés egy start és egy célboxbol allt, melyek egy 2 méteres futdéfolyoso két
végeén helyezkedtek el. A célboxban két ismert allat volt, ugyanabbol a keltetésbdl. A
tesztelt allat 2 percig a startboxban vart, ugy, hogy a célallatokat lathatta. Majd az ajtod
felemelése utan mértiik azt az id6t, mely alatt az allat elérte a célzonat (20 cm-en belll a

celboxtol), valamint a célzonéban valo tartozkodas idejét (11.11. abra).

11.L11. &bra. “Runway” teszt
bemutatdsa. A tesztelt allat a
startbox feldl fut a célbox felé.
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115, A PACAP NEUROPROTEKTIV HATASMECHANIZMUSANAK
VIZSGALATA MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL IN VIVO ES
IN VITRO

11.5.1. A PACAP antiapoptotikus hatasanak vizsgalata in vivo stroke modellben
TUNEL festéssel

A PACAP ismert in vitro antiapoptotikus hatasat teszteltuk in vivo korilmények kozott.
A 11.1.1. fejezetben leirt médon fokalis cerebralis ischaemiat idéztink elé (n=24), az
allatok fele eldzetes icv 2ug PACAP kezelésben részesiilt a I1.1.2. fejezetben leirt modon.
Az allatok masik fele csak fizioldgias sooldatot kapott. 24 6raval az okkl(zi6é utan 2mm-
es agyszeleteket készitettlink, és TTC-vel megfestettik az infarktus nagysaganak
megitélése céljabol, majd a formalin fixalast kdvetden az agyszeleteket tovabb vizsgaltuk
TUNEL kit felhasznalasaval. Permeabilizalas utdn a mintakat FITC-el jelolt dUTP és
TdT-vel (terminalis deoxinukleotid transzferaz) festettik. A TUNEL-pozitiv sejteket
10x0,35mm?-es teriileteken szamoltuk az infarktus magjaban (lateralis striatum és az azt
koriilvevo lateralis és dorsolateralis cortex) és a penumbrélis terileteken (medialis
striatum és ventrolateralis cortex), valamint az a. cerebri anterior altal ellatott, tehat nem

érintett terlileten (dorsomedialis cortex).

11.5.2. A PACAP molekularis hatasmechanizmusanak vizsgalata in vivo glutamét

indukalta retinadegeneracioban

Az allatok kezelése

A vizsgalatokat UGjszulott Wistar patkanyokon végeztik. A kontroll csoport csak
fiziol6gias sodoldatot kapott (n=10), mig az allatok mas részét intravitrealis 100pmol
PACAP vagy 1nM PACAPG6-38 kezeléshen reszesitettiik (n=10). Az MSG kezelés a
11.3.1. fejezetben leirtak szerint tortént a posztnatalis 1., 3. és 5. napon. Az MSG kezelés
mellett az allatok kaptak 100pmol PACAP vagy 100pmol PACAP és 1nM PACAP6-38-
at (n=30). A posztnatalis 1., 3. és 5. napon a kezeléseket mintavétel kovette a 12.

valamint a 24. 6réban. A mintakat Western blot analizissel vizsgaltuk.
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Western blot analizis

A retinat jéghideg Tris pufferben (50mM, pH:8.0) homogenizaltuk, amely 0,5mM
natrium-metavanadatot, ImM EDTA-t és proteazgatlot (1:1000) tartalmazott. Az azonos
mennyiségli fehérjéket 12%-os poliakrilamid gélben futattuk. A blottolast kovetden, a
nitrocellul6z membrant 3%-os zsirmentes tejben a kovetkez6 fehérjék elleni antitesteket
tartalmazo oldatban egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk: Bad (1:1000), foszfo-Bad (Ser
136) (1:1000), JNK (1:1000), foszfo-JNK (1:2000), ERK (1:1000), foszfo-ERK (1:2000),
foszfo-CREB (1:1000), kaszpédz-3 (1:1000), aktiv kaszpaz-3 (1:1000), citokrom c
(1:1000) és AIF (apoptézist indukald faktor, 1:1000), foszfo-Akt (1:1000), foszfo-PKA
(protein kindz A, 1:1000), Bcl-xL (1:1000) és 14-3-3 fehérje (1:1000). masodlagos
antitest peroxidaz-konjugalt anti-nyul, valamint anti-egér 1gG volt, a vizualizalast ECL
(enhanced chemiluminescens labeling) Western blot meghataroz6 rendszer hasznélataval

végeztiik el. Az el6hivott filmeket NIH’s Image J szoftver segitségével értékeltiik.

11.5.3. APACAP antiapoptotikus hatdsanak vizsgalata PC12 sejteken

A PC12 sejteket patkany pheochomocytoma sejtvonalbdl nyertiik, és DMEM médiumban
tenyésztettlik. Az apoptdzist 1ug/ml anisomycinnel, fehérjeszintézis gatléval indukaltuk.
A PACAP-ot 1pM-1uM koncentracidéban hasznaltuk. Annak vizsgalatara, hogy a PKA
utvonal szerepet jatszik-e a PACAP-medialta antiapoptotikus hatasban, egy transzfektalt
PC12 sejtvonalat is hasznaltunk, mely a PKA egy mutans forméajat expresszalta (A126
klon). A 24 6ras inkubaciot kovetéen DNS-t extrahaltunk, majd DNS létra segitségével
vizsgéltuk a DNS fragmentaciot.

11.6. A PACAP NEM-NEURONALIS PROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA
IN VIVO ES VITRO

11.6.1. A PACAP nephroprotektiv hatasanak vizsgalata ischaemias
vesekarosodasban

Pentobarbital anaesthesia mellett 300-350g sulyd him Wistar patkanyok jobb v.
jugularisaba Na-heparint (100 IU/tkg) injektaltunk. Iv PACAP-ot (100ug/100ul

fiziologias sooldatban), vagy ezzel ekvivalens mennyiségli sooldatot kaptak a renalis
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ischaemiat kozvetlenlil megel6zéen. A vese ischaemia mitétet teljes median
laparotomidban folytattuk, a mesenterium gyok mobilizaldsat kdvetden izolaltuk a vese
ereket (Riera et al., 2001) (I11.12.A. &bra). Mindkét oldali veset kirekesztettiik 15, 30, 45,
60 és 75 percre (11.12.B. &bra). Kontroll allatoknal csak 1 mp-re fogtuk le az ereket
(n=10 minden csoportban). 16 nap utan a taléld allatok veséit szdvettani feldolgozas
céljabol eltavolitottuk es 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk. 10pum vastagsagu
sorozat metszeteket készitettink haematoxylin-eosin festéssel. A szdvettani metszeteken
a tubularis k&rosodas mértékét a Banff szerinti beosztas alapjan értékeltuk (Danovitch
2005).

-

S ac » A l\ i -
11.12. abra. Miitéti képek a vese ereinek lekotésérdl. (A) a vese erek feltardsa; (B) az erek lekotése.

11.6.2. A PACAP hatdsanak vizsgalata oxidativ stressz indukélta endothelsejt
karosodasban, valamint oxidativ stressz és ischaemia/reperfuzié indukélta
szivizomsejt kdrosodasban

Az EOMA CRL-2586 egér hemangioendotheliomabol nyert endothel sejtvonalat
hasznaltuk (ATCC). A primér szivizomsejt kultlrat 0jsziilott patkanyok szivébdl nyertiik,
kollagenazos emésztést kovetden. A sejteket DMEM/F12 médiumban tenyésztettiik.

A sejtek életképességének vizsgalata

A szivizom és endothel sejtek életképességének vizsgalatahoz kolorimetrikus MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélium bromid) tesztet hasznaltunk. A sejteket hat
kiilonb6z6 kezelésnek tettiik ki 1.) kontroll csoport kezelés nélkil; 2.) 20nM PACAP; 3.)
250nM PACAP receptor antagonist (PACAP6-38); 4.) H,0,; 5.) H,0,+20nM PACAP;
6.) H,O,+20nM PACAP+250nM PACAP6-38. Az endothelsejtekben 0,5mM H,0, mig a
szivizomsejtekben 1mM H,0, koncentraciot hasznaltunk. A 4 oras kezelést kovetden a

médiumokat lecseréltiik egy 0,5mg/ml koncentracioju PBS-ben oldott MTT-re, melyben
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3 oraig tartottuk a sejteket. Ezt kovetden egy SIRIO ELISA leolvasoval 570 nm
hullamhosszon megmértiik a képzodott kék formazan festék mennyiségét, amely aranyos
volt az ¢l6 sejtek szamaval. Egy tovabbi vizsgéalatban a szivizomsejteket in vitro
ischaemia/reperfuzionak tettlik ki. A csoportok a fentiekhez hasonloak voltak, csak a
H.0, kezelés helyett 60 perces specialis ischaemias puffer kezelést alkalmaztunk, melyet
120 perces normal médum (reperfzio) kezelés kovetett (Gordon et al., 2003).

Az EOMA sejtek életkepességét tovabbi €lo/halott teszt segitségével hataroztuk
meg. A sejteket calcein-AM-t (5ul/10ml PBS) és ethidium homodimer-1-t (20ul/10ml
PBS) tartalmu pufferben inkubaltuk. Az ethidium homodimer-1 egy nagy affinitasd, piros
fluoreszcens nukleinsav festék, amely csak a halott sejtek sériil membranjan képes atjutni,
és a magban dusul. A calcein-AM egy membran fluoreszcens festék, amely az €16 sejtek
észteraz aktivitdsa kovetkeztében a membranon athatolni nem képes zold-fluoreszcens

termékkeé alakul, ezéltal az ép membranu sejtek citoplazmaéjaban dusul.

Apoptdzis és nekrézis kimutatisa annexin V és propidium jodid festéssel

Az apoptozis szamos morfoldgiai valtozassal jellemezhetd, melyek koziil legkordbban a
plazmamembran valtozas észlelhetd. Az apoptotikus sejtek membranjaban a foszfolipid-
foszfatidilszerin a bels6 felszinrdl a kiilsé felszinre transzlokalodik. Az annexin-V igen
magas affinitast mutat a foszfolipid-foszfatidilszerinhez. A FITC-cel jelzett annexin-V
felhasznalhatd az apoptotikus sejtek flow citometrias kimutatasara. Az annexin-V-t vitélis
propidium jodid festéssel egyutt kombinaltuk és igy az annexin-V pozitiv apoptotikus
sejtek elkiilonithet6vé valtak a propidium jodid pozitiv nekrotikus sejtektdl (Vermes et
al., 2000). A mintdkat BD FacsCalibur flow citométerrel vizsgaltuk, az analizishez
Cellquest software-t hasznaltunk. Kvadrans dot plot segitségével meghatarozhato az é16,
a nekrotikus (propidium jodid pozitiv) a korai apoptotikus (annexin-V pozitiv), valamint

a késobi apoptotikus (annexin-V és propidium jodid pozitiv) sejtek sz&zalékos arénya.

A jelatviteli utak mérése flow citometrias modszerrel

A kezelést kovetOen, a sejteket primér antitesttel, mint ERK1/2 (1:100), p38 MAPK
(1:50), INK1/2 (1:50), aktiv kaszpaz-3 (1:100), Bcl-2 (1:50), foszfo-Bad (1:100), foszfo-
PKA (1:100), Bcl-xL (1:50), 14-3-3 fehérje (1:50), foszfo-Akt (1:50), majd FITC
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konjugalt szekunder anti-egér, vagy anti-nydl 1gG antitesttel (1:50) jel6lt sejteket

aramlasi citométerrel mértik.

11.6.3. A PACAP hatdsanak vizsgélata trophoblast sejtek tulélésére és jelatviteli
atvonalaira

A trophoblast sejtek human JAR choriocarcinoma sejtvonalbol szarmaztak. A sejteket a
kovetkez6 kezeléseknek tettiik ki: 9 oras 0,45 vagy 0,9mM H,0,, 75uM CoCl, (in vitro
hypoxia, Nowak et al., 2007), 1pg/ml lipopoliszacharid (LPS), vagy 200mM ethanol.
Minden csoportban a PACAP-kezelést 1 6ras 100nM PACAP-pal végeztik. A sejtek
tulélését MTT teszttel vizsgaltuk (I11.6.2.b. fejezet). Western blottal a kovetkezd fehérjék
expresszidjat vizsgaltuk a 11.5.1.b. fejezetben leirtak szerint: Akt, foszfo-Akt, foszfo-
ERK, foszfo-IJNK, foszfo-p38 MAPK, 9 6ras 0,6mM H,0, kezelés és 1 6ras 100nM
PACAP el6kezelés utan. Egy kiilon csoportban vizsgaltuk a PACAP6-38 hatasat: a
sejteket 1 oran keresztll kezeltuk 100nM PACAP1-38-cal, vagy 1uM PACAP6-38-cal,

vagy mindkét peptidet alkalmazva.

11.6.4. A PACAP antiapoptotikus hatdsa Helix pomatia nyalmirigyében

Kisérleteinkben a Kkifejlett Helix pomatia egyedeinek nyalmirigyét hasznéaltuk fel.
Fizioldgids sboldatban valé mosas utdn az apoptdzist dopaminnal és colchicinnel
indukaltuk (10*M) (Pirger et al., 2009). A PACAP-ot ebben az esetben magas
koncentracioban alkalmaztuk a mirigyben 16v6 peptiddz enzimek miatt (10*M, 15 perces
elkezelés). A nyalmirigy apoptotikus folyamatainak megjelenitéséhez TACS-XL — DAB
in situ apoptédzis detektdld kitet, valamint kaszpaz-3 immunjel6lést hasznaltunk. A
TUNEL pozitiv (apoptotikus) sejtek szamat az egyes allatok nyalmirigyébdl (n=6-8)
kriosztat metszetek harom teriiletének (1,8 mm? teriiletet hasznaltunk 400-as nagyitasnal)

atlagaként hataroztuk meg.

11.7. Statisztikai analizis
A statisztikai elemzéshez az SPSS, Microsoft Excel és GraphPrism szoftvereket
hasznaltuk. Két csoport dsszehasonlitasanal a legtobb esetben Student-t probat végeztink.

Toébb csoport 6sszehasonlitdsdnal ANOVA tesztet hasznaltunk, amit Tukey-B vagy
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Neuman-Keul post hoc analizis kdvetett. A magatartasi jelek javulasat Friedman féle
teszttel végeztiuk, a korrelaciot az infarktus nagysaga és a neuroldgiai jelek kozott
Spearman korrelécids analizissel vizsgaltuk, a suly és az infarktus nagysaga kozott pedig
Pearson-féle korrelacios analizist végeztiink. A magatartasi tesztekben a nonparametrikus
adatokat nonparametrikus Mann Whitney teszttel analizaltuk. Szignifikancia szintként a
P<0,05 (*), P<0,01 (**) vagy P<0,001 (***) értékeket hataroztuk meg.
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111.1. STROKE MODELLEN VEGZETT KISERLETEK EREDMENYEI

111.1.1. PACAP hatasa permanens ischaemidban
Kisérletiink elsé felében az allatokat 12 6raval az MCAO utan dolgoztuk fel. Alacsony
ddzisu (250 és 500 ng) preischaemias icv PACAP kezelés nem bizonyult hatasosnak, az
infarktus nagysaga 15,9+3,4% illetve 14,8+3% volt a teljes agyterletnek, ami nem tért el
szignifikansan a kontroll csoportnal mert 14,8+7,2%-t0l. Ezzel szemben a 2ug PACAP-
pal kezelt csoportban a miitét elott beadott PACAP szignifikansan csokkentette az
infarktus nagysagat (5,8+3,2%, P<0,05). Ez a véd6 hatas az infarktus végsé nagysagaban
is megmutatkozott, 24 6raval az MCAO utan (111.1.1. és 1.2. abrék). Ezen vizsgalatok
utdn a preventiv kezelés kivitelezésére kerilt sor. Az &llatokat 7 napon keresztul kezeltiik
icv 2ug PACAP-pal, és az infarktus nagysagat 24 6ra mulva vizsgaltuk. Kisérleteink
soran hasonlé eredményt értlink el, mint az egyszeri dézissal, hiszen az infarktus
nagysaga 10,6+2,1%-a volt az egész agyteriletnek, ami nem kil6nb6zott szignifikansan
az egyszeri dozisnal mért 10,25+5,3%-os értéktol (111.1.2. bra).

i SN P M IR} ' '

I11.1.1. 4bra. Reprezentativ agyszeletek egy kontroll (A) és egy icv 2ug PACAP-pal (B) kezelt allathol,
TTC festés.

= % H kontroll
= % O PACAP I11.1.2. &bra. Infarktus nagysaga
D 251 a teljes agyteriilet szazalékdban
2 5. kifejezve 24 oOraval az operéciot
e * . kovetoen 2ug PACAP egyszeri
o %] (akut) és ismételt (krénikus)
E 10 beaddsat kovetden (dtlag=SEM).
3 sl *P<0,05 vs kontroll csoport.
c
£ | |

akut krénikus
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A 2ug PACAP kezelés hatékonysagat 0Osszehasonlitottuk ugyanilyen dézisu VIP
hatékonysagaval. Eredményeink azt mutattak, hogy az alkalmazott VIP ddzis nem volt
hatékony, az infarktus tertilete 15,2+7,3% volt 12 6ra mulva, és 20,6+4,6% 24 éra mulva,
ami nem kulonbozétt a kontroll csoportban mért 14,8+7,2%, illetve 21,5+9,4%-t0l

(111.1.3. &bra).

111.1.3. &bra. Az &brék egy reprezentativ kontroll allat (A), egy preventiv VIP (B) és PACAP kezelésben
részesiilt allat (C) ischaemids kdrosodasat (sziirke teriilet) mutatjdk kiilonbozd coronalis metszeteken 12
(bal oldali tabla) és 24 éraval (jobb oldali tabla) az okkldzi utan.

111.1.2. Funkcionalis deficit értékelése MCAO utén

Az éllatok teststlya a permanens MCAO utéan drasztikus csokkenest mutatott, a tranziens
okkluzio esetén a suly nem valtozott, mig aloperéltakban folyamatosan nétt (111.1.4.A.
abra). Az érlekotott allatok stlya minden idépontban alacsonyabb volt, mint az
aloperéaltaké, azonban az infarktus nagysaga és a suly kozott csak a permanens lekotés
esetén volt korrelacio. Egy 16 pontbdl allo tesztskala segitségével ertékeltiik az allatok
funkciondlis teljesitményét 14 napon keresztiil permanens és tranziens ischemiat
kovetden. Azt talaltuk, hogy az Osszpontszam igen magas volt az érelzarast kovetd elsd
napokban, majd folyamatosan cskkent, de az allatok nem mutattak nagymértékii javulast
a 2. hét végeére sem (111.1.4.B. &bra). Korrelaciot az infarktus nagyséaga és a neurologiai
jelek kozott csak a permanens okklizio esetén talaltunk a 7. és 10. napon. Mig az
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infarktus nagysagaban a korabbiakhoz hasonloan kilonbséget talaltunk a tranziens és
permanens okkluzio kozott, ezt a nagyfoku kiilonbséget a neurologiai jelek csak az elsé 6
oraban reprezentéltak (111.1.4.C. abra). Mindebbdl arra kdvetkeztettlink, hogy kezdeti
teszteléshez, az els6 6 oOrdban megfeleld a tesztskdla a karosodas mértékének
megitéléséhez, azonban a késdbbiek soran a neuroprotektiv szerek teszteléséhez ezek a
leggyakrabban alkalmazott tesztek nem megfeleléek, mivel valdszinlileg az infarktus

magjanak k&rosodasat mutatjak.

—e— permanens MCAO 40 4 Opermanens MCAO
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- -k - sloperalt N 31 @ dloperalt
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9 204 2]
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= ]l M
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40 1 Opermanens MCAO
35 4 o - B transients MCAO
* * @ aloperalt
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111.1.4. abra. Sulyvéaltozas (A), neuroldgiai
25 | .. . v . v
o . osszpontszam az elsé 14 napon (B) és az elsd
87 nap folyamén (C) kontroll, 2 6ras tranziens
15 1 és permanens okkliziot kévetéen. *P<(0,05;
10 - **P<0,01 vs tranziens ischaemia. A kontroll
5 csoporttal  dsszehasonlitva minden  érték
01 P<0,001 volt.
2 4 6 12 24
C Ora

111.1.3. PACAP hatésa a funkcionalis karosodasra

A 16 pontbdl all6 neuroldgiai tesztskala értékelése nem mutatott killonbséget a PACAP-
pal kezelt és a kontroll csoport kozoétt egyik alkalmazott ddzis esetén sem. Az icv
preischaemias PACAP kezelésben részesilt allatok 0sszpontszama 12 6ra mulva a
kovetkezd volt a 0,25; 0,5; 1; és 2ug PACAP kezelések esetén: 28,0+1,6; 24,14+4,1;
23,31£2,3; 19,3+3,4. Ugyan a 2ug PACAP kezelésben részesult allatok érték el a
legalacsonyabb pontszamot, ez nem kiilénbozott szignifikansan a kontroll ischaemias
csoportban mért 26,4+2,5 ponttdl. Az okklizio utan 24 oréaval a pontszam 25,7+2,3 volt a
kontroll csoportban, mig a 2ug PACAP-pal kezelt csoportban 25,2+2,1. Az okkl(zié utan
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7 nappal pedig a pontszam 26,8+4,1 volt a kontroll allatokban, a PACAP-pal kezelt
allatokban pedig 29,7£2,4. A finomabb tesztelésre alkalmas orientacids tesztben azonban
a PACAP-pal kezelt allatok javulast mutattak. Az operacio elétt nem volt eltérés a
csoportok kozott, az aloperalt allatok értékei a mitét utan sem valtoztak. Ezzel szemben
MCAO utan a kontralateralis oldalon mért reakci6idok szignifikansan novekedtek mind a
kontroll, mind a PACAP kezelt csoportoknal. A 2ug PACAP-pal kezelt allatok rovidebb
1d6 alatt reagaltak a vizualis és akusztikus ingerekre, és szignifikansan rovidebb id6 alatt

reagaltak a hatso testrész érintésere, mint a kontroll &llatok (111.1.5. &bra).

2 <

W aloperalt

= dloperalt PACAP
@ MCAO kontroll
@ MCAO PACAP

id6 (mp)

bajusz elillsé testfél  hatulso testfél  vizudlis akusztikus
érintés érintés érintés inger inger

I11.1.5. &bra. Az dbra a kiilonbozé orientdcios tesztekben mért reakcioiddt jelolik mdsodpercben
(atlag+SEM) az &loperalt kontroll és PACAP-pal kezelt, valamint az a. cerebri media okkl(zién atesett
kontroll és PACAP-pal kezelt csoportokban. A bal oldali négyes oszlopok az operdciét megelézd, a jobb
oldaliak a miitét utani értékeket mutatjak.*P<0,05 vs kontroll csoport.

111.1.4. PACAP hatasanak vizsgéalata a lokalis kortikalis keringésre

A kortikalis keringést a PACAP icv beadasat kovetden 11 iddpontban mértiik. Az agyi
keringés a PACAP beadésat kovetden emelkedett az elsd 15 percben, 20 perc mulva
elérte a maximalis értéket, amely szignifikdnsan magasabb volt a kiindulasi értéknél,
majd fokozatosan visszatért az eredeti szintre. A kontroll allatok esetében nem észleltlink

valtozast az agyi keringésben (I111.1.6. abra).

140 q

-
@
s

111.1.6. &bra. A grafikon a lokalis
agyi keringés véltozasat mutatja
icv PACAP kezelés utan a kezelés
elott mert eérték szazalékaban
kifejezve (atlag+SEM). *P<0,05
vs 0 perc.
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11.2. NEURODEGENERATIV BETEGSEGEK ALLATKISERLETES
MODELLJEIN VEGZETT KISERLETEK

111.2.1. A 6-OHDA-indukélta substantia nigra k&rosodas kor- és nemfliggésének

vizsgalata

Lokomotoros aktivitas

Az alkalmazott Parkinson-kér modell eltéré hatasokat eredményezett fiatal és idds,
valamint him és ndstény patkdnyokban. A miitét eldtti motoros aktivitds jelentsen
alacsonyabb volt idds allatokban, mint fiatalokban, de nembeli kiilonbséget nem
figyeltlink meg. A substantia nigra 1éziot kovetd 1. napon a motoros aktivitds minden
csoportban jelentésen csokkent (111.2.1. &bra). A hypokinesia legkifejezettebben az id6s
himekben jelentkezett, mely mind az aktivitasi idében és a megtett tdvolsagban, mind az
dgaskodasban és a nyugalmi idében megmutatkozott. Kasztralt himeknél kevésbé
csokkent a motoros aktivitds, mint nem kasztraltakban, mig a ndéstényeknél nem volt
kiilonbség. A 1€ziot kovetd 10. napra csak a ndstény allatokban volt egyértelmii javulas a
motoros aktivitasban: minden ndstény csoportban eltiint a szignifikans hypokinesia a
kiindulasi aktivitassal dsszehasonlitva, mig a himek a 10. napon is joval kevesebbet
mozogtak (I11.2.1. &bra). Hasonl6 eredményt kaptunk a tobbi aktivitasi paraméter
értékelésekor.

3000 - m0.nap
O1.nap

2500 4 W 10. nap

2000 A

1500 -

1000 -

megtett tavolsag (cm)

500 -

fiatal him  idés him  kasztralt fiatal idés ovX
him néstény néstény néstény

111.2.1. &bra. Megtett tAvolsag az open-field tesztben a 1ézié eldtt, 1 és 10 nappal a lézié utan (dtlag+=SEM).
P<0,05; “P<0,01; “"P<0,001 vs 0. napi értékek ugyanabban a csoportban, “P<0,05; **P<0,001 vs fiatal
allatok ugyanabban az idében, "P<0,05 vs him allatok ugyanabban a korcsoportban.
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Az é4gaskodd magatartds az id0s allatokban joval kevesebb volt a 0. napon, mint a
fiatalokban. OVX allatok mar kiindulaskor is kevesebbet &gaskodtak, mint a nem
gonadektomizalt néstények. Egy nappal a 1ézi6 utan az 4gaskod6 magatartas jelentdsen
csOkkent minden csoportban. Az dgaskodas szinte értékelhetetlen volt idés himek esetén,
mivel gyakorlatilag nem mutattak ezt a mozgasformat. A fiatal himek kivételével minden
csoportban jelentés javulast észleltiink a 10. napon, de az 4gaskodasok szama nem érte el

a kiindulsi értéket egyik esetben sem (111.2.2. abra).

60 1 m®mO0.nap
O1.nap
50 |/ ®10.nap

40 A

30 A

agaskodasok szama

20 A

10 4

0 -

fiatal him idés him kasztralt fiatal idés OovX
him néstény néstény néstény

111.2.2. &bra. Agaskodasok szama az open-field teszthen a lézié el6tt, 1 és 10 nappal a 1ézié utdn
(atlag+SEM). "P<0,05; “P<0,01; “"P<0,001 vs 0. napi értékek ugyanabban a csoportban, *P<0,05 vs
fiatal allatok ugyanabban az idében.

Aszimmetrikus jelek

A miitét eldtt elvégzett teszt nem mutatott semmilyen oldalkiilonbséget a forgasok, az
agaskodaskor torténd végtaghasznalatban vagy az aszimmetrikus thigmotaxisban egyik
csoportban sem (111.2.3. dbra). A 1€éziot kovetd els6 napon igen jelentds aszimmetria
lépett fel minden csoportban, legkifejezettebben a forgasokban. A 10. napra a ndstény
allatok szignifikansan jobban javultak. A fiatal és id6s him allatok 10 nappal a l€zio utan
is balra mutatd forgasi, dgaskodasi és thigmotaxist mutattak. A fiatal ndstényeknél az
aszimmetria minden jelben eltiint 10 nappal a 1ézidt kovetden. Idds €s OVX ndstényeknél
10 nappal a miitét utan megsziint a forgasi aszimmetria, de az agaskodasi és

thigmotaxisban megfigyelt aszimmetria megmaradt (111.2.3. abra).
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111.2.3. &bra. Bal és jobbra iranyul6 forgas (A,B,C) és &gaskodas (D,E,F) (atlag+SEM) a miitét eldtt
(A,D), 1 (B,E) és 10 (C,F) nappal a lézi6 utdn. P<0,05; P<0,01; P<0,001 vs balra irdnyul6 aktivitas.

Szovettani analizis
A szdvettani analizis igazolta a magatartasi megfigyeléseket. A himekben tébb, mint
90%-o0s sejtpusztulast tapasztaltunk az ép oldali substantia nigrahoz viszonyitva, ami az
1dds himekben valamivel nagyobb mértékii volt. A ndstényekben a setpusztulas csak 50-
60% volt, az id6s ndstényekben 10%-al tobb mint a fiatalokban, de ez a kiilénbség sem
volt szignifikdns. A kasztralt himeknél a ndstényekhez hasonldé mértékii sejtpusztulast
figyelhettiink meg. (111.2.4. és 5. abrak).

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a him allatok érzékenyebben reagéalnak a 6-
OHDA éltal eldidézett 1ézidra, mint a ndstények, ami mind a magatartasi jelekben, mind

a sejtpusztulas mértékében megmutatkozik. Az idds allatok sulyosabb magatartasi jeleket
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mutatnak ugyanolyan mértékii sejtpusztulas mellett, mint a fiatalok. A kasztralt himek és

az OVX ndstények a tobbi ndstényhez hasonld sejtpusztulast mutatnak, de a magatartasi

jelek sulyosabbak.
é 140
E 120 7 H
5 I11.2.4. &bra. Dopaminerg (TH-
g pozitiv) sejtek %-a (atlag+SEM) az
g " ’ ép oldalihoz viszonyitva a bal
g " i i . substantia nigra pars compactaban.
g« I 7 P<0,01; "~ P<0,001 vs normal
e 2 - - allatok, “P<0,05 vs fiatal himek.
E o] [ R
é normal fiatal him id6s him kasztralt fiatal idés ovX
him néstény néstény néstény
N B\ :
A

C 9 E 28 G
111.2.5. abra. Normal allat (A) és 6-OHDA 1ézié utani allatok reprezentativ TH-immunjel6lt metszetei a

lézi6s oldali (bal) substantia nigra pars compactabdél. (B) Fiatal him, (C) éreg him, (D) kasztrélt him, (E)
fiatal néstény, (F) oreg ndstény, (G) OVX néstény.

111.2.2. A PACAP hatésa fiatal him patkdnyokban

Lokomotoros aktivitas

A PACAP elbkezelés jelentGsen javitotta a tiineteket, és csokkentette a dopaminerg sejtek
pusztulasanak mertékét fiatal him allatokban. Legjobb eredményt a 0,1ug PACAP-pal
kezelt csoportban tapasztaltunk. A mozgassal eltoltott id6 jelentdsen csokkent a féloldali
substantia nigra 1éziot kdvetd elsd napon a kontroll csoportban, azonban a 0,1pg PACAP-
pal kezelt allatoknal nem volt jelentdésebb hypokinesia. A kiilonbség a 10. napon is
megmaradt, a kontroll allatok nem mutattak javuldst az aktivitasban, illetve a megtett
tavolsag tekintetében. Hasonld eredményt mutatott a nyugalomban eltoltott id6 is: a
kontrollokhoz képest a PACAP-pal kezelt csoport mind az 1., mind a 10. napon a csak

sooldat-kezelt allatokhoz hasonldan kevés id6t toltott teljes nyugalomban (111.2.6. abra).
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Aszimmetrikus jelek

Az aszimmetrikus jelek mind a kontroll, mind a PACAP-pal kezelt csoportban
megjelentek a miitét utdn 1 nappal. Legkifejezettebb aszimmetriat a forgasban talaltunk:
mig a csak sOoldattal kezelt allatok a vartnak megfeleléen megkozelitéleg 50%-0S
aranyban forogtak a bal, illetve a jobb oldalra, addig a substantia nigra roncsolt allatok
tobb mint 90%-o0s bal oldali aszimmetriat mutattak. Azonban amig a kontroll csoportban
a 10. napra sem mutatkozott jelentds javulas, addig a PACAP kezelt allatokban az
oldalkiilonbség eltiint a 10. napra. Hasonlé eredményt mutatott az aszimmetrikus
tamaszkodas vizsgalata is: az aszimmetrikus végtaghasznalat eltiint a PACAP-pal kezelt
csoportban a 10. napra, mig a kontrollok ugyan valamivel enyhébb, de még mindig
aszimmetrikus végtaghasznalatot mutattak. A kontroll és a PACAP-pal kezelt csoportban
Is az aszimmetrikus thigmotaxis, mely kifejezett volt még az 1. napon, megszint a 10.

napra (111.2.7. abra).
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I11.2.7. abra. Aszimmetrikus forgas (A,B), agaskodas (C,D) és thigmotaxis (E,F) I€zi6 nélkuli, 6-OHDA
kontroll és PACAP-pal kezelt allatokban 1 (A,C,E) és 10 (B,D,F) nappal a lézi6 utdn. Atlag+SEM.
*P<(0),05; ***P<0,001 vs ellenkezé oldal.

Az apomorfin indukalta forgd mozgas vizsgalata

A fiziol6gids séoldattal kezelt allatoknal apomorfinnal nem tudtunk rotaciés mozgést
indukalni. A 6-OHDA-nal kezelt kontroll csoportban a forgasok atlag mennyisége 30
perces megfigyelés alatt 186,5+33,4 volt. A PACAP-pal kezelt csoportok egyedei
szignifikansan kevesebbet forogtak, a forgasok atlag szama 17,06+6,9 volt (P<0,001).

Szovettani analizis

A magatartasi vizsgalatkor kapott eredmenyt, miszerint a PACAP-pal kezelt csoportban a

hypokinesia nem jelent meg, és az aszimmetrikus jelek megsziintek a miitétet kovetd 10.
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napon, a szdvettani analizis is alatamasztotta. A dopaminerg sejtek pusztulasa tébb mint
95%-0s volt a kontroll csoport bal substantia nigrdban a jobb oldalihoz hasonlitva
(2,47£1,33% az ép oldalhoz képest). Ezzel szemben a PACAP-pal kezelt allatokban
mindossze 50%-0s sejtpusztulast tapasztaltunk, mely egyben csaknem 50%-0s javulast is
jelent (50,33+4,96%, P<0,001 vs 6-OHDA-kezelt).

A PACAP hatasanak dozisfliggése

A fent leirt 0,1ug dozisnal kisebb és nagyobb dozisu PACAP kezelés (0,01ug és 1ug)
ugyancsak neuroprotektivnek bizonyult. A motoros aktivitds mértéke csak az 1ug
PACAP-pal kezelt csoportban mutatott enyhe hypokinesiat. Az ezzel a dozissal kezelt
allatok 1 nappal a miitét utan kisebb tavolsagot tettek meg és kevesebbet agaskodtak. A
total nyugalmi id6 ugyancsak megnovekedett 1 és 10 nappal a miitét utdn, hasonléan a 6-
OHDA-kezelt kontroll csoporthoz. Az aktivitassal eltoltétt idé6 azonban nem mutatott
szignifikans csokkenést a kiindulasi értékhez képest, és a legtébb jelben a 10. napra
javulas mutatkozott a 1ézids csoporttal ellentétben. Az aktivitasi paraméterek egyebként
teljesen hasonldak voltak a 111.2.6. 4bran abrézoltakkal. Ezenkivil jol jelzi a motoros
aktivitast a szabad agaskodasok szama is, azaz amikor az allat végtagtamasztas nélkil
agaskodik. Ez a paraméter minden kezelt csoportban (még a fizioldgias sooldattal kezelt
csoportban is) csokkenést mutatott 1 nappal a miitét utan, azonban az 6sszes PACAP-pal

kezelt csoportban a kiindul&si értékre tért vissza 10 nappal a miitét utan (111.2.8. 4bra).

E1.nap
80 - W 10.nap

111.2.8. abra. Szabad agaskodasok
szazaléka az  06ssz  Agaskodéshoz
viszonyitva normal, fiziologias
sooldattal, 6-OHDA-nal és kiilonbozd
doézisd (1, 0,1 és 0,01 pg) PACAP-pal
kezelt allatokban 1 és 10 nappal a miitét
utan (atlag+SEM). *P<0,05 vs normal

szabad agaskodasok %-a

normal fiz.s6 6-OHDA PACAP 1 PACAPO0.1 PACAP

Ay allatok.

Az aszimmetrikus jelek is hasonléak voltak mindharom PACAP-pal kezelt csoportban: a
balra torténd forgasi tendencia (111.2.9. abra), a bal oldallal tértént kitamasztas agaskodas
kozben, és a bal oldali thigmotaxis is megsziint 10 nappal a miitét utan, ellentétben a

kontroll csoporttal.
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A dopaminerg sejtek szdma a substantia nigra pars compactaban (A 9-es sejtcsoport) és
az area ventralis tegmentalisban (A 10-es sejtcsoport) igazoltdk a magatartasi tesztek
soran tapasztalt javulast a PACAP-pal kezelt csoportokban (111.2.10. és 11. abrak). A
sejtszamok nem mutattak szignifikans kilonbséget a dozis flggvényében. Mindharom
csoportban a pars compactdban a sejtpusztulas csak megkozelitéleg 50%-0s volt, mig a
kontroll csoportban meghaladta a 90%-ot. A ventralis tegmentalis area-ban pedig nem
tapasztaltunk jelentds sejtpusztulast a PACAP-pal kezelt csoportokban, mig a kontroll 6-
OHDA-kezelt csoportban a dopaminerg sejtek kozel 40%-a elpusztult (111.2.10. és 11.
abrak).

107 A 111.2.10. abra. TH-pozitiv dopaminerg
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kezelt &llatokban a substantia nigra pars
compactaban és a ventralis tegmentalis
aredban (&tlagtSEM). *P<0,05 vs
normal allatok; *P<0.05 vs 6-OHDA-
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111.2.11. abra. TH immunreaktivitas reprezentativ 6-OHDA kontroll és PACAP-kezelt allatokban. A bal
oldali képek a lézios (bal) oldalt, a jobb oldali képek az ép (jobb) oldalt mutatjak. (A) kontroll 6-
OHDA, (B) 1pg, (C) 0,1ug, (D) 0,01pug PACAP-pal kezelt allatok substantia nigra pars compacta. (E)
kontroll 6-OHDA kezelt, (F) 0,1 ug PACAP-al kezelt allat area ventralis tegmentalis.



111.2.3. A PACAP hatasanak vizsgalata a kor és nem fliggvényében

Lokomotoros aktivitas
A korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban, a motoros aktivitas jelent6sen csokkent fiatal
és id6s himekben egyarant 1 nappal a 1ézidt kdvetben, és ez nem mutatott szignifikans
javulast 10 nappal késobb. A PACAP protektiv hatasa idds allatokon is megfigyelhetd
volt. Ellentétben a fiatal himekkel, ahol a PACAP-pal kezelt &llatokban akut hypokinesia
sem volt, az id0s allatokban akutan ugyan jelentkezett hypokinesia, de ez javult a 10.
napra. Ez a tobbi aktivitési jelben is mutatkozott. A kasztralt allatok mar a miitét elott is
kevesebbet mozogtak az intakt himeknél, de ez nem csdkkent tovabb a 1ézi6 utan. Csupan
az agaskodasok szama csokkent jelentds mértékben a miitétet kovetden. A PACAP
hatasara a megtett tavolsag és az agaskoddsok szama az akut hypokinesiat kovetden
szignifikans javulast mutatott a 10. napra kasztralt allatokban (111.2.12. abra)
Nostényeknél mas tendenciat figyelhettink meg. A horizontalis és vertikalis
aktivitas minden csoportban csékkent 1 nappal a miitét utan, kivéve az OVX PACAP-pal
kezelt csoportot. Az értékek emelkedtek a 10. napra, kivéve az OVX allatokat, ahol az
aktivitasi 1d6 és a megtett tdvolsag 10 nappal a mfitét utan is kisebb volt, mint a kontroll
érték. Idds ndstények minden aktivitasi paramétere alacsonyabb volt a fiatalokénal. A
PACAP az akut tiineteket javitotta a fiatal ndstényekben, de a kiilonbségek a kontroll
allatokban tapasztalt javulas miatt a 10. napra eltiintek (111.2.12. 4bra).

57



B O0.nap 450 WO0.nap
400 ~
O 1. nap kontroll O1. nap kontroll
350 W 1.nap PACAP 400 m1.nap PACAP
@ 10. nap kontroll 350 [@10. nap kontroll
300 1 10. nap PACAP B 10. nap PACAP
= T 300
E 250 - * E
5 N 8 250
7 200 5
2 o & 200
£ bt
2 150 - * 3
¥ T = 150
100 100
50 50
oW - bhm W O WW b W OB vl 0+
A fiatal him idés him kasztralt him D fiatal néstény idés nstény OVX néstény
mO0.na|
m0.nap 3500 - P
O 1. nap kontroll
3000 - O 1. nap kontroll
W 1.nap PACAP
m1.nap PACAP 3000 -
10. nap kontroll 0 10. nap kontroll
2500 ’ 210. nap PACAP
@ 10. nap PACAP E 2500 - P
£ S
S 2000 2
2 & 2000 -
g H
o T
g 10 < 1500
z i}
g :
2 1000 « £ 1000 A
£
500 500 -
o METTEES N 0 ENTTES 0
B fiatal him idés him kasztralt him E fiatal néstény idés ndstény OVX néstény
50 mO0.nap 50 - ®0.nap
O 1. nap kontroll O 1. nap kontroll
45 1 B 1.nap PACAP 45 B 1.nap PACAP
40 O 10. nap kontroll 40 4 0 10. nap kontroll
@ 10. nap PACAP © B10. nap PACAP
g 35 E 351
& g
% 30 @ 30 4
K K]
S
g 25 8 254
3 S
£ 204 £ 20
A i
E 8
2 15 2 15
10 10 4
5 54
0 4 04
c fiatal him idés him kasztralt him F fiatal néstény idés néstény OVX néstény

111.2.12. 4bra. Altalanos aktivitas (A,D), megtett tavolsag (B,E) és dgaskodasok szama (C,F) kontroll és
PACAP-pal kezelt him (A,B,C) és ndstény (D,E,F) allatokban a 16zi6 eldtt (0. nap), 1 és 10 nappal a lézié
utén (atlag+SEM). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs 0. nap.

Aszimmetrikus jelek

Egyik csoportban sem volt aszimmetra a miitétet megelézden (0. nap). Egy nappal a 1¢zi6
utdn minden him csoportban jelentkezett aszimmetria, kivéve a kasztralt allatok
thigmotaxisat, ahol csak enyhe bal tendencia volt. Az idds himeknél az &agaskodas
értekelhetetlen volt 1 nappal a mitét utdn, mivel egyaltalan nem mutattak ezt az
aktivitast. A lézio utan 10 nappal a kontroll csoportokban az aszimmetria minden érteknél
kifejezett maradt. PACAP hatasara a 10. napra jelentds javulast figyelhettiink meg. Az
aszimmetrikus jelek eltlintek, csak az aszimmetrikus thigmotaxis maradt meg a fiatal

himeknél, de kisebb aranyban, mint a kontroll csoportban (111.2.13. abra).
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Nostényeknél hasonld korai tendenciat figyelhettiink meg. Az aszimmetrikus
forgas, agaskodas és thigmotaxis kifejezett volt 1 nappal a Iézi6 utan mind a kontroll,
mind a PACAP-pal kezelt csoportokban. Kivételt képezett a PACAP-pal kezelt fiatal
néstények thigmotaxisa, mely akutan sem mutatott aszimmetridt. 10 nappal a miitét utan
azonban a ndstényeknél jelent0s javulds mutatkozott. A balra forgds aszimmetriaja
teljesen eltiint a kontroll csoportokban, csupan a PACAP-pal kezelt fiatal és id6s
ndstények mutattak enyhe forgasi tendenciat. A tdmaszkodasi aszimmetria leginkébb a
fiatal ndstényekben sziint meg, az iddsek és az OVX éllatok még mutattak ezt a jelet
mind a kontroll, mind a PACAP-pal kezelt csoportokban. A thigmotaxis is legjobban a
fiatal néstényekben javult, idéseknél és OVX-nal csak a PACAP-pal kezelt csoportokban
(111.2.13. &bra).

A magatartasi jeleket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy a himeknél a PACAP
egyértelmiien javitja a magatartasi tuneteket, mind a hypokinesidt, mind az
aszimmetrikus jeleket. Legjobb hatast a fiatal himekben talaltuk, ahol akutan sem
jelentkezett szignifikdns hypokinesia. Az id6s himekben és a kasztralt allatokban pedig a
PACAP jelent6ésen javitotta a 10. napi jeleket, azaz a gydgyulas sokkal kifejezettebb volt.
Az aszimmetrikus jelek a legtobb him PACAP-pal kezelt allatban a 10. napra
megszlintek. Nostényeknél nem volt ennyire egyértelmii a PACAP hatasa. Akutan csak
az OVX éllatokban csokkentette a hypokinesiat, a himekhez hasonléan. Az aktivitasi
jelek gydgyulasat a kezelés nem befolyasolta. Az aszimmetrikus jelekben pedig a
nostényeknél megfigyelhetd spontdn gyodgyuldst nem befolyasolta a kezelés jelentds

mértékben.
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111.2.13. 4bra. Aszimmetrikus forgés (A,D), tAmaszkodas (B,E) és thigmotaxis (C,F) kontroll és PACAP-
pal kezelt him (A,B,C) és ndstény (D,E,F) dllatokban a miitét eldtt (0. nap), 1 és 10 nappal a 1ézié utin a
balra mutatd tlinetek az dsszes forgas, tAmaszkodas, illetve thigmotaxis %-aban megadva (atlagSEM).
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs 0. nap. A szaggatott vonal az idealis 50%-ot (szimmetrikus jelek)
jeldli. Az oszlopok minden abran ugyanazokat a csoportokat jeldlik, mint az A,D abrakon.

Szovettani analizis

A TH immunhisztokémiai analizis azt mutatta, hogy 1€ziot kovetden a dopaminerg sejtek
szama legjobban a fiatal ¢s idds himekben csokkent. Ezekben az allatokban t6bb mint
95%-0s sejtpusztulast tapasztaltunk az ep oldali substantia nigraval dsszehasonlitva. Ezt a
PACAP mindkét csoportban jelentdsen javitotta, legjobban a fiatal himeknél, ahol a
sejtpusztulds 50%-o0s volt, mig iddseknél ez megkozelitdleg 65% volt. Kasztralt himeknél

a sejtpusztulas nem volt ennyire kifejezett, csupan 70% korili volt, amin a PACAP
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kezelés nem valtoztatott. Fiatal és id6s néstényeknél a kasztralt himekhez hasonlo
sejtpusztulast tapasztaltunk, és ebben az esetben sem volt a PACAP-nak szignifikans
hatasa. OVX néstényeknél a sejtpusztulas nagyobb mértékii volt, azonban nem érte el a
himekhez hasonl6 értéket. Ebben az esetben pedig a PACAP kezelés szignifikans javulast
eredményezett, a TH-pozitiv sejtek szama kozel duplaja volt a kontroll OV X allatokénak
(111.2.14. bra).

©
S

@ kontroll 6-OHDA
B PACA? 111.2.14. &bra. Dopaminerg sejtek (TH-
s pozitiv) szazaléka a roncsolt oldali

substantia nigra pars compactaban

-
o

o
o

o
o

dopaminerg sejtek %-a az ép oldalhoz viszonyitv§

w© . kontroll 6-OHDA és PACAP-kezelt
w0 i allatokban. Az ép oldalihoz viszonyitva a
" sejtszam minden esetben szignifikans volt
o (P<0,001, nincs  kulon  jeldlve).

*P<0,05; ***P<0,001 vs kontroll
’ fatalhim  WdBe him _ keszrdlt el ies | ovx csoport.

him néstény ndéstény néstény

111.2.4. A PACAP hatasa Huntington-chorea modellben

Lokomotoros aktivitas

A motoros aktivitas vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a quinolinsav 1ézi6s allatok
hyperkinetikusak voltak 1 nappal az operaciot kovetden a normal allatokhoz képest, de a
mozgassal toltott id6 a 10. napra lecsokkent. A 2ug PACAP-pal kezelt allatok szintén
szignifikadnsan tdbbet mozogtak, mint a normal allatok 1 és 10 nappal az operacid utan.
Ezzel szemben a 0,2ug PACAP-pal kezelt allatok egyik vizsgalt idépontban sem voltak
hyperkinetikusak. A motoros aktivitas vizsgalata soran szamoltuk az 6sszes forgas szamat
is. Nem volt szignifikans kulonbseg a forgasok szdmat tekintve a normal allatok és a
0,21g PACAP-pal kezelt allatok kozott egyik vizsgalt idépontban sem, szemben a tobbi
csoporttal, ahol minden allat szignifikansan tobbet forgott 1 nappal a miitét utdn, mint a

normal allatok (111.2.1. tablazat).
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111.2.1. t&blazat. A kontroll quinolinsavval, és a lézio mellett 0,2 valamint 2ug PACAP-pal kezelt allatok
mozgdssal toltott ideje és forgdsainak szama (atlag=SEM) a 1ézié elétt (0. nap), 1, 10 és 30 nappal a 1éziot
kovetoen. *P<0,05 vs 0. nap.

0. nap Kontroll PACAP 0,2 ug PACAP 2 ug
Aktivitasi id6 1. nap 231,4 +30,1* 149,2 £ 21,5 248,5 + 34,3*
(mp) 162 + 86 10.nap | 176,078 1590+ 145 | 282,20+ 27,6
30. nap 1925 + 27,6 182,0 + 18,8 192,4 17,0
1. nap 1714 +41,1* 129,1 + 26,5 1845 + 26,0*
Forgas (db) 91+7,2 10. nap 106,2 * 8,6 119,7 £ 10,8 110,4 £ 17,9
30. nap 92,1+154 107,1+11,7 101,4 9,5

Aszimmetrikus jelek

A forgasi aszimmetria rendkiviil szembetiind volt a quinolinsavval kezelt kontroll
allatoknal és a 2ug PACAP-pal kezelt allatoknal 1 nappal az operaciot kovetden, ami
részlegesen javult a 10. napra, de tovabbi javulas nem mutatott. Ezzel szemben a 0,2ug
PACAP-pal kezelt allatok az akut aszimmetria teljesen eltint a 10. napra (I11.2.2.
tablazat). A quinolinsavval kezelt kontroll &llatok tamaszkodé mozgéasanak vizsgalata
soran nagyfok( bal oldali aszimmetriat talaltunk mind 1, mind 10 nappal a Iézi6 utan, ami
a 30. napra enyhe javulast mutatott. A kiilonb6z6 dozisui PACAP-pal kezelt allatok kozott
nem taldltunk szignifikans kulonbséget, ezek az allatok a jobb mellsé végtagjukat
gyakrabban hasznéaltak tamaszkodas kozben, igy az aszimmetria joval enyhébb volt méar 1
nappal az operécid utan (111.2.2. tablazat). Az el6bbi aszimmetrikus jelhez hasonloan a
sérult allatok szignifikansan nagyobb utat tettek meg bal oldalukkal a falnak
tdmaszkodva, mint a normal allatok a vizsgéalat teljes ideje alatt. Bar a 0,2ug PACAP-pal
kezelt allatok is szignifikdns aszimmetriat mutattak, a bal oldal dominanciaja mégsem
volt annyira kifejezett, mint a tobbi csoportban (111.2.2. tablazat).

111.2.2. tbldzat. A kontroll quinolinsavval, és a 0,2 valamint 2ug PACAP-pal kezelt 1ézi6s allatok
aszimmetrikus forgé mozgésa, aszimmetrikus dgaskodasa, és aszimmetrikus fal melletti mozgésa a bal

oldalinak a jobb oldali%-ban kifejezve (datlag+SEM) az operdacié eldtt (0. nap), 1, 10 és 30 nappal a 1éziét
kévetden. *P<0,05,**P<0,01; ***P<0,001 vs 0. nap.

0. nap Kontroll PACAP 0,2 ug PACAP 2 ug
) 1. nap 95,5 + 2,2%** 81,7 + 4,6%** 95,4 + 2 4%**
Forgas 4048+6,4 [ 10.nap | 74,0£50%* 61,4£66 66,4 £ 4,6%*
30. nap 72,3 £ 55** 571+44 62,6 + 3,4**
1. nap 97,2 £ 2,7%** 754 £12,2* 759+ 12,12*
Agaskodas 32,8+89 10. nap 88,1 + 3,8*** 77,6 + 8,4** 71,7 £7,6%*
30. nap 72,0 £ 10,4* 69 +7,2* 65,0 + 4,7*
Thigmotaxis 1. nap 80,3 £ 6,5** 65,4 £ 6,0* 81,9 + 6,4**
456+ 8,7 10. nap 81,7 £3,7** 72,8 +5,6% 75,9 £ 2,8**
30. nap 77,5 +54** 76 + 6,2* 78,0 + 3,7**
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Katalepszia teszt

A rigiditasi jelek vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a kontroll 1ézios allatok és a 2ug
PACAP-pal kezelt allatok szignifikdnsan kevesebb 1ddt t6ltottek mozdulatlanul
mindharom tesztnél, mint a normal allatok. Azonban nem taldltunk szignifikéans eltérést a
0,2ug PACAP-pal kezelt allatok és a normal allatok kozott a magas rad tesztben, és az
Uveg tesztben: az allatok hosszu ideig képesek voltak megtartani abnormalis helyzetiiket
(111.2.3. tblazat).

111.2.3. tablazat. A kontroll quinolinsavval, és a lézio mellett 0,2 valamint 2ug PACAP-pal kezelt allatok
mozdulatlansaggal toltétt ideje (mp) a 3 kiilonbozd katalepszia tesztben (atlag+SEM). *P<0,05 vs 0. nap.

0. nap Kontroll PACAP 0,2 ug PACAP 2 ug

magas rud | 136,0+18,6 | 62,2 £ 16,3* 116,6 + 17,8 47,7 £ 25,6*

alacsony rud | 180,2+12,5 | 93,8 +21,8* 116,3 + 19,8* 103,6 + 19,9*
Uvegteszt | 173,8+3,8 93,5 + 20,3* 1545 + 23,3 1134+ 17,2

Szovettani analizis

A szbvettani vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a lézioés oldalon a kontroll
allatokndl a NADPH-diaforaz pozitiv neuronok szama 18,14+2,74%-a volt az ép
oldalinak, mig a 2ug és 0,2ug PACAP-pal kezelt allatoknal a sejtelhalas ennek fele volt
(8,16£3,74% és 8,22+2,05%). Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a PACAP jelentésen
javitia a sejtpusztulas mértékét striatalis neurodegeneracié modellben, és ezzel
parhuzamosan csokkenti a magatartasi deficitek sulyossagat, illetve elOsegiti azok

javulasat.
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111.3. PACAP RETINOPROTEKTIV HATASAINAK VIZSGALATA
111.3.1. A PACAP neuroprotektiv hatdsa MSG indukalta retinadegeneracioban

Rutin szdvettani vizsgalatok

A retina hisztologiai értékelése azt mutatta, hogy az egyszeri MSG adas csak minimalis,
ezzel szemben a haromszoros és az 6tszoros kezelések egyformén sulyos degeneraciot
idéztek eld. Mivel azonban az Otszori kezelésnél igen nagy mortalitast tapasztaltunk
(tobb, mint 50%-a az allatoknak elpusztult), ezért a késébbieckben csak a haromszori
kezelést alkalmaztuk. A 3xMSG-kezelt allatok retindjanak ILM-OLM tavolsaga
megkozelitdleg fele akkora volt (79,7+4,5um), mint a kezeletlen allatokban mért tavolsag
(163,7£5,4um). A karositd hatasok leginkabb a retina belsd rétegeit érintették. A MSG-
kezelt allatoknal a fotoreceptor, a kiils6 sejtes és rostos rétegben szignifikans elvaltozast
nem talaltunk, de a belso sejtes réteg és a ganglionsejtek rétege teljesen dsszeolvadt. Ezen
rétegek vastagsaga tobb mint felére csokkent, a koztikk elhelyezkedd belsé rostos réteg
eltint. A kezelés hatdsara szamos szoveti ¢és sejtdegeneracidt jelzd elvaltozas

(szovethézagok, piknotikus sejtek) is megfigyelhet6 volt (111.3.1. abra).

—

111.3.1. abra. A retina szOvettani képe egy reprezentativ kezeletlen (normal) (A) és egy 3x MSG-kezelt allat
(B) retingjabdl. A nyilak degenerdlt struktirakat mutatnak. Roviditések: PE: photoreceptor réteg, OS:
outer segment, IS: inner segment (photoreceptorok kiilso és belsé szegmense), ONL és INL: outer és inner
nuclear layer (kiilsé és belsé magvas réteg), OPL és IPL: outer és inner plexiform layer (kiilsé és belsé
plexiform réteg), GCL: ganglionsejtek rétege.

Az MSG kezelés mellett intravitrealisan 1pmol PACAP-pal kezelt allatok retindja nem

kilonbozott a csak MSG-vel kezelt allatok retinajanak szerkezetétl, a szisztémas
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PACAP kezelés pedig csak kismértékii javulast eredményezett. Ezzel szemben a 100pmol
ddzisban adott lokalis PACAP szignifikansan csokkentette az MSG indukalta retina
karosodast. A fent emlitett 3x alkalmazott MSG-kezeléssel egyidében, egyszer, kétszer
vagy haromszor 100pmol PACAP-pal kezeltlik az allatok jobb szemét. Egyszeri PACAP
kezelés hatasara nem tapasztaltunk jelent6s valtozast az MSG-vel kezelt retinahoz képest
(111.3.2.A. abra). A rétegek vastagsaga nem valtozott, a fzi6 okozta torzulas megmaradt,
csupan néhany preparatumban figyeltink meg enyhe javulést. Kétszer (111.3.2.B. abra),
illetve haromszor (111.3.2.C. abra) alkalmazott PACAP szignifikansan csokkentette az
MSG-indukalta k&rosodast. A retina mindharom bels6 rétege jol elkiiloniilt egymastol, az
IPL egyértelmiien lathatdé maradt, az INL megtartotta 2-4 sejtsorat. A belsd rétegek
szignifikansan vastagabbak voltak, mint az MSG-kezelt allatoknal (111.3.2.D. abra). A
GCL-ben talalhato sejtek szdma a normal retindhoz volt viszonyithato (111.3.2.E. abra).
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111.3.2. abra. Egyszeres (A), kétszeres (B), illetve haromszoros (C) PACAP hatdsa az MSG-indukalta
retinadegeneraciéban. A retina egyes rétegeinek dsszehasonlitadsa (D) és a ganglionsejtek rétegében
talalhaté sejtek szama/100 um (E) normal kontroll, MSG, illetve MSG+PACAP-pal kezelt allatokon.
*P<0,05; **P<0,01 vs normal kontroll, “P<0,05 vs MSG kezelés. Aranymérték: 20um.
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A PACAP38 es a PACAP27, valamint a PACAP6-38 és a PACAP6-27 hatasanak
0sszehasonlitdsa MSG-okozta degeneracioban

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a PACAP szervezetben eléforduld rovidebb
valtozata, a PACAP27 is retinoprotektiv hatassal rendelkezik. A PACAP antagonistai, a
PACAP6-38 és PACAP6-27 pedig az MSG-okozta karosodast sulyosbitottak (111.3.3.
abra). Az ONL-ben joval tobb degeneralt duzzadt sejtet, illetve tobb szdvethézagot
figyeltink meg, mint a csak MSG-kezelt allatokban. Ezt a morfometriai analizis is
alatdmasztotta (Atlasz et al., 2009). Mindez arra utal, hogy a PACAP endogén

korialmények kozott is fontos retinoprotektiv hatast fejt ki karositd behatasok esetén.

IPL 3xMSG+3xPAC1-27

Py 9@ gy

e 5‘*"’6"’”"”"0 *"JM‘Q‘W"

111.3.3. &bra. A retina szdvettani képe reprezentativ normél kontroll (A), MSG-kezelt (B), MSG+PACAP38
(C), MSG+PACAP6-38 (D), MSG+PACAP27 (E) és MSG+PACAP6-27 (F) allatokbdl. Roviditések: GCL:
ganglionsejt réteg, INL: belso magvas réteg, IPL: belsé rostos réteg, ONL: kiilsé magvas réteg, OPL: kiilso
rostos réteg. Aranymérték: 20 um.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az OPL-ben elsésorban a fotoreceptor sejtek, mig az IPL-ben a bipoléaris sejtek
terminalisai jelolédtek VGLUT-1 antiszérummal (I111.3.4.A. abra), korabbi leirasokkal
egybehangzoan (Gong et al., 2006; Johnson et al., 2003). Haromszori MSG (111.3.4.B.
abra) kezelés hatasara latvanyosan csokkent az immunjel6lés erdssége és kiterjedése az
IPL-ben, ami a bipolaris sejtvégzédések nagymértékii karosodasara utal. A PACAP-pal

kezelt retinaban az immunjelolés eréssége nagyobbnak mutatkozott a degeneralt
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retinaban latottakkal szemben (111.3.4.C. abra). Korabbi eredményekkel (Johnson et al.,
2003) megegyezOen VGAT immunjelolést lattunk a kiilsé és a belsé plexiform
rétegekben. Glutamat okozta excitotoxikus kérosoddsban a VGAT immunreaktivitas
jelentésen redukalodott. A PACAP hatasara a VGAT immunpozitivitds csokkenése
kisebb mértékiinek, mig az IPL jelolodése kifejezettebbnek bizonyult.

Ismert, hogy a horizontalis és a dopaminerg amakrin sejtek calbindint (Hamano et
al., 1990), a kolinerg amakrin sejtek calretinint (Gabriel és Witkovsky, 1998), mig a
glicinerg All-es amakrin sejtek parvalbumint (Wassle et al., 1993) és calbindint (Ishimoto
et al., 1989) egyarant expresszalnak. Normal retindban erdteljes calretinin jel6lés volt
lathatd az INL-ben és a GCL-ben, ami kolinerg amakrin sejtek jelenlétére utal.
Héromszori MSG kezelés hatasara jelentdsen csokkent az immunreaktivitas mértéke és a
jelolt sejtek szama a normal retindhoz képest. Ez a jelenség a belso sejtrétegben talalhatd
struktarak pusztulasaval magyarazhatd. Intravitrealisan alkalmazott PACAP hatasara az
amakrin sejtek tulélési aranya jelentds mértékben megndtt. A calbindin a horizontalis és
egyes amakrin sejtek sejttestjeiben és a nyulvanyaiban talalhaté (111.3.5.A. abra). MSG
alkalmazas soran csak minimalis valtozas kdvetkezett be az immunjel6lés erésségében,
mely alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a horizontalis sejtek nem kéarosodnak jelentds
mértékben (111.3.5.B. abra). PACAP hatasara normal immunreaktivitasi mintazatot
kaptunk (111.3.5.C. &bra).

Patkany retinaban korabbi tanulmanyokkal megegyezéen (Endo et al., 1986)
parvalbumin immunreaktivitas az INL proximalis részében lathat6. Innen indulnak azok a
nyulvanyok, melyek az IPL-ben végzddnek. Normal retinaban erdteljes parvalbumin
pozitivitas figyelheté meg az AII glicinerg amakrin sejtekben. Az MSG kezelésen atesett
retinan a jel erdssége kismértékben csokkent, a sejtek nyulvanyai nagy szazalékban
elpusztultak. PACAP alkalmazésa ellenstlyozta az MSG neurotoxicitasat: a parvalbumin
immunexpresszivitasi mintazat a normalhoz hasonl6 volt. Normal koérilmények kozott 3
hetes allatokban a retina Muller-sejtjeiben gyenge GFAP-pozitivitas mutathato ki, féleg a
vegtalpak terlletén. MSG okozta karosodas utan a GFAP szintjének massziv emelkedése
figyelhetd meg, melynek kovetkezményeként a Miiller-sejtek erds immunpozitivitast
mutattak a retina teljes tertiletén. PACAP hatasara a retina rétegei elkuloniltek, azonban

a GFAP jeler6sség csokkent maradt.
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Kontroll allapotban kirajzolodott a belsd sejtes rétegben talalhato palcika bipolaris sejtek
erdteljes PKCa aktivitasa (111.3.6.A. dbra). MSG hatdsara a bipolaris sejtek axonjai
jelentdsen megrovidiltek (111.3.6.B. dbra). Az INL vastagsaga jelent6sen redukalddott,
az IPL szinte teljesen eltiint. A PACAP kezelést kovetéen a PKCao tartalmu sejtpopulaciod
immunreaktivitdsa meg mindig csokkent szintet mutatott, &m morfoldgiaja a kontrollehoz

nagymértékben hasonlé maradt (111.3.6.C. &bra).

111.3.5. abra. Calbindin 11.3.6. &bra. Fluo-
immunreaktivitds ~ pat- reszcens mikrofotogréafia

111.3.4. abra. VGLUT-1
immunpozitiv sejtek

patkany retinaban.

(A):  normél kontroll,
(B): MSG-kezelt Allat,
(C): MSG + PACAP -
kezelt allat.
Aranymérték: 20 pm.

kany retindban.

(A):  normél kontroll,
(B): MSG-kezelt Allat,
(C): MSG + PACAP-
kezelt allat.
Aranymérték: 20 um.

PKC« tartalmd bipolaris
sejtekrol.

(A):  normél kontroll,
(B): MSG-kezelt allat,
(C): MSG + PACAP -
kezelt allat.

Aranymérték: 20um.

111.3.2. A PACAP neuroprotektiv hatdsa BCCAO indukalta retina ischaemiaban

Rutin szdvettani vizsgalatok

Két hét posztoperativ id6 elteltével a BCCAO-n atesett allatok retindja az aloperalt
allatokeval 6sszehasonlitva sulyos karosodast mutatott (111.3.7.A. abra). Minden rétegben
degeneracios elvaltozasokat figyeltink meg. A legfeltindbb elvaltozas a plexiform
rétegekben volt, aminek kovetkeztében az OLM-ILM tavolsag jelentdsen csokkent

(111.3.8.A. &bra). A fotoreceptorok rétegében a kiils6 szegmensek kisebbek lettek,
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szabalyos geometriai elhelyezkedésiik rendezetlenné valt. A csapok és palcikak sejttestjei
kozott hézagok jelentek meg. Ennek kdvetkeztében az ONL vastagsaga enyhén csokkent
a normal allatok retindjahoz képest (111.3.8.A. &bra). Hasonl6 hézagokat és
degeneralddott képleteket figyelhettink meg az INL-ben is. Az INL vastagsaga
szignifikansan csokkent (111.3.8.A. abra). Az IPL-ben szamos, 1um atmér6ji denz foltot
lathattunk, melyek egyenletes eloszlasa a bipolaris sejtterminalisok degeneraldédasara
utal. Az OPL vastagsaga jelentdsen redukalodott, mely néhdny helyen az ONL és INL
teljes fuzidjahoz vezetett (111.3.7.A. &bra). A ganglionsejtes rétegben is jelentds mértékii
volt a degeneracio, a ganglionsejtek szama szignifikansan csokkent (111.3.8.B. abra).
BCCAO-t kovetd, intravitrealis PACAP hatasara a retina fénymikroszkdpos anatomidja a
normaltol alig tért el (111.7.B. &bra). Ezt a morfometriai analizis is alatdmasztotta. A
retina rétegeinek vastagsdga csaknem megegyezett az Aaloperalt allatokéval, és
szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult a BCCAO-n Aatesett allatokhoz viszonyitva
(111.3.8.A. abra). Ez kiilondsen szembetiiné az OPL-ben volt, ami a PACAP-pal kezelt
allatokban jol lathatdé maradt. PACAP kezelés utan csak a ganglionsejtek szdma
mutatkozott valtozatlanul alacsonyabbnak az &loperalt allatokhoz képest (111.3.8.B.
abra). A jelent6s neuroprotektiv hatés ellenére néhany degenerativ elvaltozas tovabbra is
megfigyelhetd volt. A PACAP adasa melletti PACAP6-38 kezelés szignifikansan
csokkentette a PACAP retinoprotektiv hatasat (111.3.8.A. és B. abrék).
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111.3.7. dbra: (A) BCCAO miitéten dtesett dllatok retindjanak szovettani képe. Az ONL és az INL a legtébb
helyen fazionalt. (B) BCCAO+PACAP. Az ONL és az INL tisztan elklonil egymastél.
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111.3.8. dbra. (A) A retina rétegeinek morfometriai elemzése aloperalt kontroll, BCCAO-n &tesett valamint
BCCAO+PACAP és BCCAO+PACAP1-38+PACAP6-38 kezelésen atesett allatokon. (B) A ganglionsejtes
réteg 100 um-re esd sejtek szamdnak sszehasonlitdasa kiilonbozé allatcsoportokon. *P<0,05 vs dloperalt
kontroll; ¥P<0,05 vs BCCAO miitéten dtesett dllatok.

Immunhisztokémiai vizsgélatok

Normal retindban a VGLUT-1 a korabban leirtaknak megfelelé eloszlast mutatott
(I11.3.9.A. &bra). BCCAO kezelés hatasara az immunjeldlés eréssége az OPL és az IPL
teriletén csokkent (111.3.9.B. &bra). Mind a fotoreceptor terminalisok, mind a bipoléris
sejtek végzodései karosodtak. PACAP adasat kovetden a karosodas kisebb mértékii volt
(111.3.9.C. &bra). Hasonl6 mértékben csokkent a VGAT immunexpresszivitasa a BCCAO
hat4séra, az OPL immunpozitivitisa szinte teljesen eltlint. PACAP adasat kovetden a
VGAT-specifikus immunfestés eredménye a normal retindban latottakkal teljesen
megegyezett.

Mig normal koriilmények kozott erdteljes calretinin  immunpozitivitast
tapasztaltunk, addig a kétoldali carotis lekdtés utan a calretinin tartalmu kolinerg amakrin
sejtek immunpozitivitasa csokkent volt. PACAP adasa ezt mérsékelte, az INL-ben és a
GCL-ben egyarant jelentds szamban maradtak meg calretinint expresszald sejtek.
Aloperalt allatokban az INL teriiletén — kozvetleniil az OPL hataran — talaltunk calbindin
tartalmu sejteket (111.3.10.A. abra). Az MSG kezeléssel ellentétben (ahol csak minimalis
valtozast tapasztaltunk), kétoldali arteria carotis communis elzarast kovetden calbindin
immunexpresszivitas a retina teriletén alig volt kimutathato (111.3.10.B. abra). PACAP
adasa utan mérsekelten pozitiv immunfestés volt lathatd a belsd sejtes rétegben
(111.3.10.C. abra).

Kisérleteink soran azt is vizsgaltuk, hogy BCCAO-t kovetéen hogyan valtozik a

parvalbumin tartalmd All amakrin sejtek tulélése. Eredményeink azt mutattdk, hogy
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permanens  érlekdtést  kovetéen a  Ca®*-koté  parvalbumin  tartalm(  sejtek
immunreaktivitasa markansan csokkent. PACAP alkalmazésaval az immunpozitiv sejtek
szdma a normalhoz hasonlénak bizonyult, &m az immunreakcié erdssége tovabbra is
csokkent volt. Ischaemia kovetkeztében a Miuller-sejtekben a GFAP-expresszid
jelentésen fokozodott, hasonléan az MSG-okozta karosodasban megfigyeltekhez. Ezt a
PACAP kezelés nem befolyasolta.

A BCCAO kovetkezményeként jelentds neuronkarosodast figyelhettiink meg a
(I11.3.11.A. &bra) képest lathatoéan csokkent, nytlvanyaik immunreaktivitisa jelentdsen
gyengult (111.3.11.B. abra). PACAP adasat kovetden a retina belso rétegeiben, hasonldan
a kontrollhoz, PKC immunpozitivitas volt kimutathatd. A sejttestek jol kirajzolédtak, a

sejtek nyulvanyrendszereinek lefutasa Ujra lathatova valt (111.3.11.C. abra).

111.3.10. &bra. Calbindin 111.3.11. abra. Fluo-
immunreaktivitds ~ pat- reszcens mikrofotogréfia

111.3.9. abra. VGLUT-1
immunpozitiv sejtek

patkany retinaban.

(A): normal kontroll,

(B): BCCAO miitort allat,
(C): BCCAO + PACAP-
kezelt allat.

Aranymérték: 20 pum.

kany retindban.

(A): normal kontroll,
(B): MSG-kezelt allat,
(C): MSG + PACAP -
kezelt allat.
Aranymérték: 20 pum.

PKC« tartalmd bipolaris
sejtekrol.

(A): normal kontroll,
(B): MSG-kezelt allat,
(C): MSG + PACAP-
kezelt allat.

Aranymérték: 20 pum.



I11.3.3. A PACAP retinoprotektiv hatasanak vizsgalata teknés retinan

RIA analizissel kimutattuk, hogy a teknds idegrendszerében a PACAP27 nagyon
alacsony szintet mutat, viszont a PACAP38 koncentracioja a patkany agy hasonlo
tertleteivel 6sszehasonlitva 10-100-szoros koncentracioban fordul el6. Legmagasabb
koncentraciot az agytoérzsben, hippocampusban, striatumban, hypothalamusban és a
cortexben mértunk (111.3.12.A. abra).

KONTROLL PACAP
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B patkany
80 W 2h
60 1
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111.3.12. &bra. (A) PACAP koncentracidk az agy egyes terilletein teknds és patkanyagyban (atlag ng
PACAP/mg fehérje £ SEM). A kiildnbség minden oszlopparnal P<0,001. (B) Kontroll és PACAP-pal kezelt
retina-szeletek fényvalaszai a kisérlet megkezdése utani kiilonbozé idépontokban.

A PACAP38 retina horizontalis sejtek tulélésére kifejtett hatdsanak vizsgalatakor azt
talaltuk, hogy a PACAP nem gyakorolt akut hatast a horizontalis sejtek valaszaira. Mind
a kontroll, mind a PACAP-inkubalt retina szeletek sejtjeinek fényvalasza egy jellegzetes
csucsamplitadoval rendelkezd gyors kezdeti tranziens komponensbdl, tovabba egy
rollback fazisbol allt, amit a repolarizacios fazis kovetett. Késobbi idépontokban (42 és
46 oOra utan) a kontroll sejtek kezdeti tranziense csokkent, az amplitdék nagysaga
szintén csokkent, majd a 46. 6ra utan eltiint. Ezzel ellentétben a PACAP-pal kezelt sejtek
eredeti cslcsvalaszai megmaradtak. A kontroll sejtekben a fény-kivaltott valaszok
rollback és repolarizécios fazisa lelassult, mig a PACAP-pal kezelt retindban ugyanezen
folyamatok sokkal kisebb mértékben jelentkeztek. A fényvalaszok amplitdoi - a 0. éra
kivételével- minden idépontban nagyobbak voltak a PACAP-inkubalt szeletekben, mint a
kontrollokban. 18 és 22 ora utan a PACAP-pal kezelt sejtek valaszamplitadoi kb 1,2-
szeresen feliilmultdk a kontroll horizontalis sejtekét. A késObbi idépontokban (42 és 46

Ora utan) ez a kilonbség tobb mint kétszeresére novekedett (111.3.12.B. abra).



111.4. A PERINATALIS IDEGRENDSZERI FEJLODES VIZSGALATA PACAP,
PACAP ANTAGONISTA, MSG ES HYPOXIA/ISCHAEMIA HATASARA
PATKANYBAN

I11.4.1. Szomatikus fejlodés

A posztnatalis PACAP és a PACAP6-38 kezelés nem valtoztatta meg az allatok testsulyat
a kontrollokhoz képest. Az MSG-kezelt allatokban viszont szignifikansan alacsonyabb a
testsuly volt a 6. naptol kezddédden (a 3. hét végén: 33,6+1,4g a kontroll csoportban,
24,2+0,9g az MSG csoportban). A hypoxia/ischaemia csoportban is hasonld eredményt
kaptunk, a teljes megfigyelési id6 alatt alacsonyabb volt az allatok sulya, mint a kontroll
allatoké (sulyok a 3. hét végén: 38,3+0,8g a kontroll csoportban, 27,7+2,3g a
hypoxia/ischaemia csoportban). A PACAP és MSG kezelés kombinaciojakor az &llatok
stlya hozzavet6leg egy grammal volt tobb a csak glutaméttal kezeltekhez képest a
hatodik naptdl kezdve, de ez statisztikailag nem volt szignifikans.

A PACAP éatlagosan 1-1,5 nappal gyorsitotta a facidlis jelek érését, mig a
PACAP6-38 kezelés kesleltette a szemnyitds és a ful kiegyenesedés megjelenését. A
kontroll és MSG-kezelt csoport kdzott nem volt eltérés a fizikalis paraméterekben, azaz a
szemnyitds, metsz6fog kindvés és a fiil kiegyenesedés megjelenési napjaban. A

hypoxia/ischaemia csak a szemnyitas napjat késleltette (111.4.1. abra).

I11.4.2. Reflexfejlodés

PACAP hatasara a legtobb jel elobb jelent meg, csupan a keresztezett extenzor reflex
eltlinése, a felegyenesedési reflex, a hatsd lab rahelyezési, és mellsd 1ab fogd reflexek
megjelenése nem mutatott szignifikans eltérést a PACAP-kezelt és a kontroll csoport
kozott. A PACAP6-38 csak a hatsd 1ab rahelyezési reflex megjelenését késleltette, az a
megfigyelési id6 végén sem jelentkezett a legtobb allatnal (111.4.1.A. &bra). A megfigyelt
reflexek kozil az MSG kezelés hatasdra a mellsé lab rahelyezési- és fogoreflexe,
valamint a felegyenesedési reflex magasbol leejtéskor szignifikansan késobb jelent meg
(111.4.1.B. abra). Egyéb reflexek is késtek, de a kilénbség nem volt szignifikans.

Hypoxia/ischaemia hatasara a negativ geotaxis, a fiilrangas, a mells6 és hatso végtagi
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fogoreflex, valamint az elmozdulasi és felegyenesedési reflex jelent meg szignifikansan
késébb (111.4.1.C. 4bra).
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111.4.1. abra. Fizikalis jelek és neuroldgiai reflexek megjelenésének napja a PACAP és PACAP6-38
kezeléseket kovetden (A), az MSG kezelést kovetden (B) és a hypoxial/ischaemia csoportban (C). Az X
tengelyen feltiintetett szamok a kévetkezé jelek/reflexek megjelenési napjat jelolik: 1: szemnyitds; 2:
metszofog kinovés; 3: fiilkiegyenesedés; 4: negativ geotaxis, 5. keresztezett reflex eltiinése; 6: fiilrangds
reflex; 7: szemhéjreflex; 8: eliilso végtag rahelyezési reflex; 9: hatso végtag rahelyezési reflex; 10: eliilso
végtag fogdreflex; 11: hatsé végtag fogoreflex; 12: elmozduldsi reflex; 13: akusztikus megrettenési reflex;
14: magashol felegyenesedési reflex. *P<0,05; “P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; **P<0,001 vs kontroll
csoport. Az A &bran a * a PACAP-, a  a PACAP6-38-kezelt csoportra vonatkozik.

PACAP hatéasara az allatok rovidebb id6 alatt teljesitették a kijelolt feladatokat. A negativ
geotaxisban a PACAP-pal kezelt allatok a megfigyelési iddtartam alatt végig jobban
teljesitettek, mint a kontrollcsoport, ugyanakkor a kontroll és a PACAP6-38-kezelt
egyedek teljesitménye kozt nem volt eltéres (111.4.2.A. dbra). Az elmozdulési reflexben a
PACAP kezelés 12-20 napos korban mutatott jelentds serkenté hatast. A PACAP6-38
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csak a 18. napon késleltette szignifikansan ezt a reflexteljesitményt (111.4.2.B. abra). A

felegyenesedési reflexben a PACAP antagonista kezelés hatasara az allatok hosszabb id6

alatt fordultak meg, mint a kontroll csoport egyedei 2-6 napos korban (111.4.2.C. abra),

mig a PACAP kezelésnek nem volt kimutathat6 hatésa a teljesitési idore.
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Q 7 7
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Az MSG-kezelt egyedek és a kontrollok esetében a teljesitmény progresszidja hasonld

volt a megfigyelt 3 hét alatt, de bizonyos teszteknél a végrehajtasi id6 megnytlt a

kontrollokhoz képest. A felegyenesedési reflexteljesitmény lassabb volt MSG kezelés

utdn a 2. és 10. napon (111.4.3.A. &bra). A negativ geotaxis és az elmozdulasi

reflexteljesitmény csak enyhe késlekedést mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva
(111.4.3. B. és C. abrak).
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A PACAP és MSG kezelés kombinéacidja esetén a PACAP képes volt kivédeni az MSG
reflexek megjelenését késleltetd hatasat: a mells6 1ab rahelyezési reflex megjelenésének
napja a kontroll, MSG ¢s MSG+PACAP csoportokban a kovetkezd volt: 10,46+0,46;
12,17+0,32 (P<0,05 vs kontroll és PACAP-pal kezelt csoport), és 11,93+0,26.
Hasonloan, a mells6 végtag fogoreflex megjelenésének napja nem késett a kontrollokhoz
képest a PACAP+MSG kezelés utan (kontroll: 6,15+0,31; MSG: 7,05+0,32 P<0,05 vs
kontroll és MSG+PACAP csoport, MSG+PACAP: 6,07+0,23). A felegyenesedési reflex
késését a PACAP nem védte ki teljesen, de szignifikdnsan csokkentette a kiilénbséget
(napok: 4,76+0,30 a kontroll; 6,35+£0,41 az MSG és 5,71+0,19 a PACAP+MSG-kezelt
csoportokban). A felegyenesedési reflexben mutatott rosszabb teljesitményt a PACAP
kezelées 2 hetes korban kivedte: a reflex végrehajtasi ideje 0,61+0,02; 1,32+0,4 és
0,75+0,07 volt a kontroll, MSG és MSG+PACAP-pal kezelt csoportokban, ahol a
szignifikans kiilonbség megsziint a kontroll és MSG+PACAP-pal kezelt csoportok
kozott.

A hypoxia/ischaemia esetén a reflexek végrehajtasi ideje szignifikdnsan hosszabb
volt a kontrollok reflexidejéhez képest a felegyenesedési reflexben (111.4.4.A. abra), a

negativ geotaxisban (111.4.4.B. abra) és az elmozdulasi reflexekben egyarant (111.4.4.C.
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abra). A megfigyelési id6 végére a hypoxias csoport egyedei beérték teljesitményiikben a

kontrollokat.
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111.4.3. A motoros koordinécié fejlédése

A PACAP és PACAP6-38-kezelt allatoknal a motoros koordinacio tesztekben nem
tapasztaltunk eltérést a kontroll csoporthoz képest. Az MSG-kezelt allatok a
Iépésszamolasos tesztekben ugyanannyi lépést tettek meg egy perc alatt, mint a kontroll
allatok (111.4.5.A. abra). Ugyanakkor a 1épéshibak szdma magasabb volt mind a mells6,
mind a hatso labbal a kezelt csoportban az 5 hetes megfigyelési periédus folyaman végig
(111.4.5.B. abra). A glutamat-kezelt egyedek rosszabb teljesitményt nydjtottak a
mokuskeréken is, ahol kevesebb ideig tudtak a forgd keréken maradni, mint kontroll
tarsaik (I111.4.6. abra). Az egyéb motoros koordinacios tesztek eseten nem volt
szignifikans eltérés a két allatcsoport kdzott, csupan tendenciat figyeltlink meg, miszerint
a glutamat-kezelt allatok rosszabbul teljesitettek. Az MSG és PACAP kezelés
kombinacitjakor a PACAP-pal is kezelt allatok 2 hetes korban szignifikansan kevesebbet
hibaztak, mind a mellsé, mind a hatso végtaggal, mint a glutamat-kezelt csoport (6sszes
hibaszam: 11,3%1,9 az MSG-kezelt csoportban, 8,1+1,7 a PACAP+MSG-kezelt
csoportban, P<0,05).
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111.4.5. abra. Osszlépésszam (A) és Iépéshiba (B) a kontroll és glutamat-kezelt csoportban a postnatalis 5.
hétig. Atlag+SEM. **P<0,01; ***P<0,001 vs kontroll csoport.
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111.4.6. dbra. Mokuskerék tesztteljesitmény kontroll és glutamat-
kezelt allatokban (atlagtSEM) 3-5 hetes korban. *P<0,05 vs
kontroll.

A hypoxias/ischaemias allatok a kotélen fuiggeszkedés tesztben elébb leestek 3 és 4 hetes
¢letkorban, mint a kontrollok abban az esetben, ha csak a kontralateralis (jobb) mells
végtagjukat hasznalhattak. Két mellsé végtag hasznalata esetén csak 4 hetesen volt
jelentds eltérés a két csoport kozt (111.4.7.A. &bra). A 1épésszamolés-1épéshiba tesztben a
hypoxias csoport egyedei szignifikdnsan kevesebbet Iéptek 2 és 4 hetes korban és tobbet
hibaztak a kontralateralis mellsé végtagjukkal a megfigyelési id6 soran (111.4.7.B. és C.
abrék). A kapaszkodasi tesztben csak 2 hetes korban volt szignifikans kilonbség: a
maximalis dolésszdg, ahol az éllatok fenn tudtak maradni 46,1+1,9 volt a kontroll, és
36,9£2,1 volt a hypoxias allatoknal (P<0,05). A tébbi motoros koordinacios tesztben nem

volt killénbség a két csoport kozott.
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111.4.7. dbra. Normal és hypoxias allatok motoros koordinacids tesztekben nyujtott teljesitménye. (A)
Kotélen kapaszkodas mindkét, vagy kontralateralis végtaggal. (B) Osszlépésszam a Iépéshiba tesztben.
(C) Kontralaterdlis (jobb oldali eliilsé és hdtsé végtagok) lépéshibaszamok. *P<0,05**; P<0,01;
***P<0,001 vs kontroll csoport.

111.4.4. Open-field magatartas

Az open-field tesztben a legmarkansabb eltéréseket a glutamat-kezelt csoportban talaltuk.
A mozgéssal toltott 1d0, az érintett zonak szama, a megtett tdvolsdg €s az ezekbdl
szamolhatdé mozgasi sebesség a lokomotoros aktivitas jellemzdéi ebben a tesztben.
Altalanossagban a glutamat-kezelt allatok az elsd 3 héten hyperaktivak voltak, kiilondsen
2 hetes korban, amikor a kontroll egyedek még nagyon keveset mozogtak. A mozgassal
toltott 1d6 €s az érintett teriilet nagysaga tobb, mint duplaja volt a kontroll allatokénak.
Négy hetes korra a legtobb kiilonbség eltiint, mig 8 hetes életkort elérve a glutamat-kezelt
egyedek mar kevesebbet mozogtak a kontrollokhoz képest. A vertikalis iranyl mozgasok
megfigyelése sordn az agaskodasok szama azonos volt a két csoportban a megfigyelési
id6 legnagyobb részében, viszont 3 hetes korban a glutamat-kezelt allatok kevesebb
fejemelgetést mutattak. Nem mutatkozott eltérés a mosakodasi magatartasban és a
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habituaciés indexben. A fal mellett toltott id6 aranya (thigmotaxis) 3 hetes kortol

alacsonyabb volt a glutamat-kezelt allatoknal (111.4.1. tablazat).

I11.4.1. tablazat. Open-field aktivitas a kontroll és a glutamat-kezelt csoportban 2, 3, 4, 6 és 8 hettel
szlletés utan. Atlag+SEM. *P<0,05; **P<0,01 vs kontroll csoport.

Jel 2 hét 3 hét 4 hét 6 hét 8 hét
Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG Kontroll MSG
Mftz.%fs.fﬁl 28,1 64,6 108,4 | 1339 | 1368 | 1463 97,5 105,5 98,3 86,8
oltott 1do +87 | +10,1* | +192 | +101 | =169 +8,1 +152 | +134 +6,9 +35

(méasodperc)

Keresztezett 10,4 29,2 1143 | 1658 | 2310 | 2127 | 1470 | 1477 | 1754 | 1388
mez6k szdma | +2.9 +54% | +200 | +£12,7%| #304 | x121 | 242 | +197 | 12,7 | +65*
Megtett tav 58,6 1642 | 6391 | 9261 | 12953 | 12137 | 8267 | 8304 | 9866 | 780,1
(cm) +16,6 | +£30,7% | #1100 | +715* | 1700 | +68,1 | #1363 | #1387 | =715 | +364*
Sebesség 1289 | 1449 | 3327 | 4153 | 5768 | 5000 | 5002 | 4639 | 6111 | 5410
(cm/perc) +12,7 | +10,8 | 384 | +202* | 368 | x147%| 252 | +308 | 457 | 173
Feiemelaetés 3,8 71 31,1 17,3 28,3 22,0 224 17,9 21,4 20,1
Jemelg +0,7 +1,3 +48 | +23% | £33 +0,5 +2.8 +2.4 +17 +2.0
; . 0,4 16 9,3 13,8 16,6 19,1 14,2 15,3 16,4 14,6
Agaskodas +0,2 +0,6 +2.9 +0,9 427 +2.4 +2.9 427 +1,6 +22
Mosakodas 33,5 35,1 48,4 35,6 18,1 13,4 14,5 7.8 16,3 15,4
(mésodperc) +9,7 +5,1 +13,7 +8,6 +4.3 +3,1 +7,0 +3,1 +5,9 +3,0
Habituacio 52,4 51,9 40,2 37,7 34,8 35,7 27,4 32,6 34,5 34,7
(%) +13,3 +9.8 491 +1,8 +4,3 +1,5 +35 +1,9 +35 +23
'i?l'tf:fl.lgft 1443 | 2304 | 2488 | 2003 | 2271 | 1001 | 2361 | 2086 | 2393 | 2023
oltott 1do +422 | +199 | 179 | x178*| =128 | +76* | 114 | +157%| 11,0 | +6,6**

(masodperc)

A hypoxia/ischaemias csoportban és a PACAP6-38-cal kezelt csoportban nem talaltunk
Kiugro eltéréseket az allatok altalanos mozgasmintazata tekintetében a kontroll csoporttal
0ssze-hasonlitva. A PACAP-pal kezelt allatoknal minddssze 3 hetes korban észleltiink
kiilonbséget: kevesebb idot toltottek a falak mentén és egyetlen zonaban, valamint tobb

mezOt érintettek.

I11.4.5. Ujdonsagkeresé magatartas (novelty seeking)

A 2. és 3. proba soran, mikor ugyanaz a targy volt a térbe helyezve, nem volt eltérés
ugyanazon csoportok egyedei kozott, de 0Osszességében a glutamat-kezelt csoport
szignifikansan aktivabbnak bizonyultak a kontroll csoportnal (111.4.8.A. és B. abrak). A
kontroll patkanyok aktivitdsa jelentdsen emelkedett az 0 targy behelyezése utan a 4.
prébaban. A glutaméat-kezelt egyedeknél ellentétesen, csokkent az aktivitds a 4. proba

soran. A kontroll csoport habituaciés indexe nem valtozott a 2. és 3. préba soran, az

80




allatok az egyes probak elsé 90 masodpercében mozogtak a legtobbet (111.4.8.C. abra). A
habituacid szignifikdnsan csokkent a 4. probaban. A glutamat-kezelt egyedek ellentétes
mintazatot mutattak: a habitudcié csokkent a 3., majd emelkedett a 4. proba soran. A
mosakod6 magatartas is ellentétes volt a két csoport kozoétt (111.4.8.D. &bra).
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111.4.8. &bra. Mozgdssal toltott idé (A), érintett mezdk szama (B), habituacios index (C) és mosakodasi
idé (D) a kontroll és a glutamat-kezelt csoportok tijdonsdagkeresé vizsgalatiban a 2-4. préba folyaman.
Atlag + SEM. *P<0,05; **P<0,01 a kontrollhoz képest, “P<0,05; *P<0,01 ugyanazon csoporton belil
az elozd probahoz hasonlitva.

A kozépen, vagyis az Uj targy kozelében, és a periférian eltoltott id6 aranyanak
Osszehasonlitasakor a 2. proba sordn minden allat tobb 1ddt toltott a periférian, mint
kdzépen (111.4.9.A. és B. abrak). Ez az arény a kontroll egyedekben nem véltozott meg a
3. proba soran sem, de a kozépen toltott id6 szignifikdnsan megemelkedett a 4. proba
folyaman: az allatok tobb id6t toltottek el a behelyezett uj targy kozelében (111.4.9.A. és
C abrak). A glutamat-kezelt csoportnal a kdozépen és a periférian toltott id6 nagysaga mar
a 3. proba soran megegyezett (111.4.9.B. abra). Ezek az allatok a 4. probaban kevesebb

id6t toltottek az Gj targy mellett, mint a kontroll egyedek (111.4.9.C. &bra).
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111.4.6. Szbvettani vizsgélatok

111.4.9. dbra. A kdzépen és periférian eltdltott
idék ardnya ujdonsdagkeresé magatartds
kozben a 2-4. proba sorén kontroll (A) és
glutamat-kezelt egyedekben (B), valamint a
4. prébaban a kontroll és kezelt allatoknal a
régi és az uj targy kozelében eltoltott idé (C).
Atlag + SEM *P<0,05; ***P<0,001 a
kontrollal dsszehasonlitva, *P<0,05
ugyanazon csoporton belil az el6z6

proébahoz hasonlitva.

A glutamét kezelésnél a nucleus arcuatus TH-immunhisztokémiai vizsgalata azt mutatta,

hogy MSG hatasara jelentésen csokkent a TH-pozitiv sejtek szdma: a kezelt egyedek
esetén 12,7+0,1%-ra (P<0,001) a normal egyedekéhez (100%) képest. A PACAP-pal is

kezelt csoportban a sejtszam magasabb, a normal sejtszam 35,2+8,8%-a (P<0,01 a
kontrollhoz képest). Az MSG kezelés kifejezett retinalis degeneréciét okozott, melyet a

PACAP jelent6s mértékben ellenstlyozott, ennek bemutatasara a I11.3. fejezetben kerult

Sor.

A hypoxia/ischaemia csoportban a hypoxia sulyos féltekei atrophiat okozott
(111.4.10. abra). Az ipszilateralis félteke térfogata az ép kontralateralishoz képest
atlagosan 58% volt. A legsulyosabb ké&rosodas a hippocampusban volt megfigyelheto,

aminek mérete csak 11%-a volt a karosodott féltekében az éphez képest. 50% koruli

csokkenes volt a cortex és a striatum térfogataban, ami az oldalkamra kdvetkezményes,

tobb, mint 500%-0s megnagyobbodasaval jart (111.4.10. abra).
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Wjobb oldal

Obal oldal
120 4

100 -

C teljes teriilet cortex striatum hippocampus

111.4.10. abra: (A) Egy reprezentativ szdvettani kép Nissl festéssel egy hypoxids/ischaemias karosodott
agyrol. (B) Egy extrém mértékben karosodott hypoxids allat agyanak makroszképos képe. (C) Az
ipszilateralis félteke mérete az ép kontralaterdlis félteke méretéhez képest. **P<0,01; ***P<0,001 az ép
oldalhoz képest

111.4.7. Embrionalis PACAP antagonista kezelés hatasa a viselkedésmintazatra
csirkében

Az embrinondlis kor masodik felében tortént fizioldgias soéoldat, illetve PACAP6-38
kezeléseket kovetden minden allat kikelt. Az embrionalis kor elsé felében kezelt kontroll
allatok koziil minddssze 2 allat nem kelt ki. Az embriondlis kor elsé felében (E8)
PACAPG6-38-cal kezelt csoportban azonban az éllatok fele embriondlis korban elpusztult,
néhany a kikelés kdzben. Az éllatok stlya kozott nem volt kilonbség. Az E8 napos
korban kezelt allatok altalanos magatartdsa azt mutatta, hogy az antagonistaval kezelt
csoport a megszokott kdrnyezetben aktivabb volt, az allatok szignifikdnsan tdbbet
futottak, tollaszkodtak, csipkedtek (I111.4.2. tablazat). Az embrionalis kor masodik
felében kezelt allatoknal semmilyen kiilénbséget nem figyeltiink meg.

83



111.4.2. tablazat. Altalanos aktivitas a kikelés utan 21 napig tartd megfigyelés alatt. Az adatokat az adott
aktivitasi jelet prezentalo allatok %-dban adtuk meg (£SEM), déleldtt (de), délutin (du) és
Osszesitve.*P<0,05 vs kontroll csoport.

allatok %-a + SEM allatok %-a + SEM
Kontroll P'g‘_cs'gp kontroll P@%@P
De 875+70 |88,6+27 de 6,4+1,3 9,1+0,9
Allas Du 91,2+34 | 866+20 Tollaszkodas du 74+09 |102+1,7
Ossz 89,6+35 | 875+16 0ssz 6,9+0,7 9,7 £1,0*
De 324+85 | 265+5,1 de 124+14 | 20,2 +2,5*
Evés Du 251+6,4 | 304+42 Csipkedés du 127+16 | 144+11
Ossz 28,3+50 | 28,7+3,2 0ssz 126+1,1 | 16,9 £1,4*
De 40+1,2 48+19 de 57+1.2 6,7+1,1
lvas Du 3,1+£05 5,4 +0,6% | Tollcsipkedés | du 51+11 48+13
Ossz 35+05 | 52+0,9 Bssz 53+08 | 57+08
De 97+16 | 16,2+ 1,6* .. de 18,1+1,8 | 26,9 +2,8*
Futés Du 142+21  151+17 | OS2 du 178+11 | 193+22
- csipkedes .
Ossz 122+15 | 155+1,2 0ssz 179+0,9 | 22,9+1,9*

Az E8 korban PACAP6-38-cal kezelt allatok a 2 napos korban végzett open-field
tesztben is aktivabbak voltak, majd ez a kiilonbség megszint 2 hetes korra (111.4.3.

tablazat).

111.4.3. tdblazat. Open-field teszt aktivitas 2 napos és két hetes korban a kikelés utan. Atlag+SEM.*P<0,05
vs kontroll csoport.

2. nap 2. hét

kontroll PACAP6-38 kontroll PACAP6-38
Lépések szama 121,1+22,6 189,1 + 25,8* 127,1 +13,7 120,7 + 13,5
Erintett znak szdma 435+85 63,4+79 * 58,8+ 6,9 60,7 +5,8
Inaktivitasi idé (mp) 203,6 +17,7 167,9 + 15,7* 162,5+ 15,2 163,4+12,7
Fal mellett toltott idé (mp) | 181,6 + 16,9 162,3 + 21,2 193,8 + 12,5 147,1 + 11,6*
Elsé 1épés (mp) 23,1+117 20,9+9,7 6,5+ 2,4 5,0+1,9
Elsé vokalizacioé (mp) 73+15 13,6 £5,2 44+11 6,6+15
Futasok szama 53+21 8,1+1,8 1,2+04 1,8+1,0
Ugrasok szdma 16+0,9 89+31 * 103+1,7 103+2,1
Fejmozgatasok szama 121+14 9,7+20 179+23 20,5+3,0

A szocialis magatartds vizsgalatanal tapasztaltuk a legnagyobb valtozast. A startbox
elhagyasa nem volt kiilonboz6, de a PACAP6-38-cal kezelt allatok 50%-a nem érte el a
célzénat 4 napos korban, szemben a kontroll csoportban mért 25%-kal. 14 napos korban

mar a legtobb allat elérte a célzonat, bar ez még mindig kisebb arany volt a PACAP6-38-
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cal kezelt csirkéknél. Az az idO, ami alatt elérték az allatok a célzonat, szignifikansan
magasabb volt a PACAP antagonistaval kezelt csoportban. Ezenfelll a célzdnaban toltott
id6 Iényegesen kevesebb volt, mint a kontroll allatoknal. Az E16 napos korban kezelt

allatoknal mér ilyen kulénbséget nem tapasztaltunk (I111.4.11. bra).

400 7 m kontroll
350 4 O PACAP6-38
300 4 111.4.11. 4bra. Runway teszt 4 és 14
250 i - napos korban (P4, P14) az ES8
€ 50| . kontroll  és  PACAP6-38-kezelt
g . I csoport{okban. Az éb,ra, a stqrtpqx
100 | elhagyési idejét, a célzona eléresét
) és a célzonaban toltott idét mutatja.
%7 ﬁ o Atlag+SEM.*P<0,05 vs kontroll
o T T — " | csoport.
P4 P14 P4 P14 P4 P14
start eélzona “lont 06

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy egyetlen PACAP antagonista kezelés az
embriondlis kor elsé felében kismértékli magatartdsi valtozasokat okoz, melyek 2 hetes
korra eltiinnek. Azonban a kezelés tartos szocialis magatartasi deficitet eredményez. Az
embrionalis kor méasodik felében alkalmazott antagonista kezelés nem okozott valtozast

egyetlen mért paraméterben sem.
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I11.5. A PACAP NEUROPROTEKTIV HATASMECHANIZMUSANAK
VIZSGALATA MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL IN VIVO ES

IN VITRO

111.5.1. PACAP antiapoptotikus hatdsanak vizsgalata in vivo stroke modellben

TUNEL festéssel

Az icv PACAP kezelées minden vizsgalt agyterlleten csokkentette a TUNEL-pozitiv

sejtek szamat, szignifikans csokkenést az infarktus magjat képez6 lateralis és

dorsolateralis cortexben, valamint a striatum lateralis részén kaptunk (111.5.1. tablazat,

111.5.1. abra).

111.5.1. Tablazat. TUNEL-pozitiv sejtek szama (datlag+SEM) kiilonbozé agyteriileteken
24 6réval az MCAO utén. *P<0,05 vs kontroll csoport.

Agyterilet

TUNEL-pozitiv sejtek szama

kontroll PACAP38

lateralis striatum

55,1+7]1 26677 *

medialis striatum

29,6+138 |156+8,0

lateralis cortex

37870 17,2+45 *

dorsolateralis cortex

36,7+5,6 165+53 *

ventrolateralis cortex

356+58 32,6 +6,9

dorsomedialis cortex

11,7+3,8 7,2 £38

I11.5.1. a&bra. Reprezentativ fotok a
TUNEL-pozitiv neuronokat mutatjak a
striatum teriiletén egy kontroll (A) és
PACAP-pal kezelt (B) allatbdl.
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111.5.2. PACAP molekularis hatdsmechanizmusanak vizsgalata in vivo glutamat-
indukalta retinadegeneracioban

Az intravitredlis PACAP és PACAP6-38 kezelés dnmagéaban is szignifikans valtozasokat
eredmeényezett tobb jelatviteli molekula expresszidjdban. A PACAP antagonista kezelés
jelentdsen megemelte a JNK expressziot, a citokrom ¢ Kkidramlast és a kaszpaz-3
aktivitast, valamint csokkentette a foszfo-Bad expresszidét. A PACAP énmagaban pedig
csokkentette az AIF és a citokrom c kidramlast a mitokondriumbol, valamint novelte a
PKA foszforilaciojat.

MSG kezelés hatdsara az 6sszes vizsgalt fehérje valtozast mutatott. Az MSG
kezelés megemelte a foszfo-JNK és az aktiv kaszpaz szintjét, kiléndsen 24 6ra mulva és
a 2. kezelést kovetden. Az AIF és citokrom € kidramlds minden idopontban emelkedett az
MSG kezelés utan. A PKA és a Bad foszforilacidja, a Bcl-xL és a 14-3-3 fehérje
expresszioja szignifikansan csokkent a kezelések utan. Az MSG kezelést kovet6 PACAP
kezelés az 0Osszes MSG-indukélta valtozast enyhitette. Az ERK1/2 és a CREB
foszforilacids szintjében mas jellegii valtozasokat tapasztaltunk. Az egymast koveté MSG
kezelések folyamatosan ndévelték mindkét fehérje foszforilaciojat, amit a PACAP tovabb
novelt. A 3. MSG kezelést kovetden a 2. kezeléshez teljesen hasonld fehérjemintazatokat
kaptunk. A PACAPG6-38 kezelés a PACAP-indukalta valtozasokat minden esetben
gatolta.

A fent emlitett jelatviteli utakra gyakorolt PACAP hatast in vivo mi irtuk le
elészor, és ezek koziil a PKA/Bad/14-3-3 jelatviteli Utra gyakorolt hatasa a PACAP-nak
egyaltalan nem volt ismert kordbban in vitro sem. Ezért ennek az Gtvonalnak a leirdsat
részletezem. Onmagaban a PACAP novelte a PKA foszforilacidjat 12 oraval a kezelés
utdn, mig a PACAP6-38 nem okozott valtozéast (I111.5.2.A. &bra). Az in vivo MSG
kezelések utan 12 és 24 6ra mulva is szignifikdnsan csokkent a PKA foszforilacidja,
melyet a PACAP ellensulyozni tudott (111.5.2.B. abra). A PKA foszforilaciéja nem
mutatott tovabbi valtozast a 2. MSG kezelés utan (111.5.2.C. abra).

A Bad a Bcl fehérjecsalad proapoptotikus tagja, foszforilalt allapotban nem képes
az antiapoptotikus Bcl-2/Bcl-xL komplexhez k&tddni, és inaktivalni azt, igy foszforilalt
allapotban a Bad antiapoptotikus hatasu. A Bad Ser112-es foszforilaciojat a PACAPG6-38
kezelés csokkentette 24 ora elteltével (111.5.3.A. dbra). Az MSG kezelés utan 12 és 24
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6ra mulva is jelent6s csokkentést figyeltink meg, melyet a PACAP kivédett (111.5.3.B.
abra). Hasonlo hatast tapasztaltunk a 2. MSG kezelések utan (I111.5.3.C. abra). A

PACAPG-38 kezelés a PACAP hatast mérsékelte mindkét esetben.
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111.5.2. &bra. PKA foszforilacié
intravitredlis PACAP és PACAPG6-
38 kezelések hatdsadra 12 és 24
Oraval a kezelés utan (A), 1XMSG és
PACAP kezelések utan 12 és 24 6ra
elteltével (B) és 2x MSG és PACAP
kezelés utan 12 és 24 dra mulva (C).
*P<0,056 vs kontroll csoport,

amennyiben méasképp nem jeldltik.
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111.5.3. &bra. Bad foszforilacio
intravitredlis PACAP és PACAP6-
38 kezelések hatdsara 12 és 24
oraval a kezelés utén (A), 1xMSG
és PACAP kezelések utan 12 és 24
oOra elteltével (B) és 2x MSG és
PACAP kezelés utan 12 és 24 éra
mulva (C). *P<0,05; **P<0,01 vs
kontroll ~ csoport, amennyiben
masképp nem jeldltiik.

A Bcl-xL szintjét a PACAP 6nmagaban kissé emelte, de ez nem volt szignifikans, a
PACAP6-38-nak pedig semmilyen hatasa nem volt (111.5.4.A. dbra). Az 1. MSG kezelés

utan 12 és 24 6ra mulva is jelentés csokkenést mértiink. Ezt a PACAP kivédte, az
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antagonista kezeléssel egyiitt pedig a PACAP hatdsa nem volt megfigyelheté (111.5.4.B.
abra). A 2. MSG kezelés utan enyhébb, de hasonld hatast tapasztaltunk 12 éra elteltével
(111.5.4.C. abra).

A 14-3-3 fehérje expresszidjaban a PACAP, illetve PACAP6-38 kezelés nem
okozott valtozast (I111.5.5.A. abra). Parhuzamosan a Bcl-xL fehérje szintekben
megfigyeltekkel, az 1. MSG kezelés utan 12 és 24 6ra mulva mert erdteljes csokkenést a
PACAP kezelés ellensulyozni tudta (111.5.5.B. &bra). A 2. MSG kezelés utan hasonlo6
hatas csak 12 ora elteltével volt tapasztalhatd (111.5.5.C. abra). A PACAP6-38 minden

esetben antagonizalta a PACAP hatésat.
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I11.5.4. &bra. Bcl-xL fehérje
expresszio intravitredlis PACAP és
PACAP6-38 kezelések hatisara 12
és 24 oraval a kezelés utan (A),
1XMSG és PACAP kezelések utén 12
és 24 ora elteltével (B) és 2x MSG
és PACAP kezelés utan 12 és 24 6ra
mulva (C). *P<0,05; **P<0,01, vs
kontroll csoport amennyiben
masképp nem jel6ltik.
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I11.55. &bra. 14-3-3 fehérje
expresszio intravitredlis PACAP és
PACAP6-38 kezelések hatisara 12
és 24 oraval a kezelés utan (A),
1XMSG és PACAP kezelések utén 12
és 24 ora elteltével (B) és 2x MSG
és PACAP kezelés utan 12 és 24 6ra
mulva (C). *P<0,05; **P<0,01 vs
kontroll ~ csoport,  amennyiben
masképp nem jel6ltik.
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Eredmeényeink tehat azt mutatjak, hogy a PACAP ellensiulyozza az MSG-okozta
valtozasokat az apoptotikus jelatviteli utakban: A PACAP csokkenti a proapoptotikus
fehérjék expresszidjat, csokkenti a proapoptotikus szigndlmolekuldk kiaramlasat a
mitokondriumbol és noveli az antiapoptotikus fehérjék szintjét (111.5.6. &bra).

citoplazma

D G|

=1
Tl'l’élés

111.5.6. abra. A PACAP lehetséges in vivo molekuléris hatasmechanizmusa retina MSG-okozta
karosodasban.

111.5.3. PACAP antiapoptotikus hatasanak vizsgélata PC12 sejteken

Az anisomycin, mely erételjes fehérjeszintézis-gatlo szer, jelentés DNS fragmentaciot
okozott PC12 sejtekben. A PACAP 1uM-10pM koncentraciotartomanyban teljesen
meggétolta a DNS fragmentéciot, az altalunk alkalmazott legkisebb koncentracioban
(1pM) pedig csokkentette azt (I11.5.7.A. &bra). A mutdns PKA-t tartalmaz6 PC12
sejtvonalon a PACAP csak a legnagyobb koncentracidban (1uM) tudta kifejteni ezen

hatasat, kisebb koncentraciok nem csokkentették a DNS fragmentaciot (111.5.7.B. abra).

©
- 2 s = £ $
s 3 s 5 253 % s < = + + + Anisomycin 1ug/ml
EeT 2 @2 E QB (&) 1uM 1uM 0,17uM 10nM PACAP
8 Anisomycin (1 ug/ml)

I11.5.7. abra. PACAP hatasa a DNS
fragmentécidra anisomycinnel kivéltott
apoptosisban vad tipusi PC12 sejteken
(A) és PKA mutans PC12 sejteken (B).
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111.6. A PACAP NEM NEURONALIS HATASAINAK VIZSGALATA IN VIVO ES
IN VITRO

I11.6.1. A PACAP nephroprotektiv hatdsdnak vizsgélata ischaemias
vesekarosodasban

A 15 és 30 perces ischaemianak Kkitett allatok mindkét csoportban tuléltek, mig a tobbi
csoportban a PACAP-pal kezelt patkanyok hosszabb ideig taléltek. A 45 perces
kezeletlen csoport egyedei 25%-kal rosszabb talélést mutattak, mint a Kisérlet végéig
¢letben marado PACAP kezelést kapott patkdnyok. Még erésebb kontrasztot talaltunk a
60 perces csoportok kozott. Itt a kontroll csoportba tartozok mindegyike 1-5 nappal az
operaciot kovetden elpusztult, mig a PACAP kezelt allatok 95%-0s talélést mutattak. A
75 perces kezeletlen csoport egyedeit nem tudtuk kévetni, mert az ischaemia végére vagy
azt kovetéen hamarosan elpusztultak. Ezzel szemben a kezelt csoport egyedei 50%-0s

tulélést mutatva 5-10 nappal a beavatkozast kovetden pusztultak el (111.6.1. dbra).

120 4 W kontroll
B PACAP
100 A

80 -

60 -

tulélés aranya (%)
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15 30 45 60 75
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111.6.1. &bra. Tulélés ardnya a kontroll és PACAP-pal kezelt csoportokban a kiilonbozé idejii vese
ischaemia utani reperfiiziot kovetden. A 16 napos tulélés (szovettani feldolgozds ideje) reprezentilja a
100%-o0s tulélést, a tébbi ennek %-ban kifejezve (atlagSEM). ***P<0,001 vs kontroll csoport.

Szdvettani elemzés soran azt talaltuk, hogy a 15 és 30 perces ischaemias csoport egyedei
az ischaemia ellenére normal szovettani struktarat mutattak. A 45 perces ischaemiat
tulélo kezeletlen allatok Grade I multifokalis acut tubularis atrophiat mutattak (111.6.2.A.
abra). Ezzel ellentétben a PACAP kezelésben részesiilt egyedeknél normal vagy nagyon
enyhe szovettani elvaltozasokat lattunk csak a vesékben (111.6.2.B. abra). A 60 perces
kirekesztés Grade Il multifokalis acut tubularis atrophiat eredményezett a kontroll
egyedekben (111.6.2.C. abra). A PACAP kezelést kapott allatokban arnyaltabb fokalis
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tubularis eltérést észleltink (111.6.2.D.abra). Az igen korai halalozas miatt a 75 perces
kezeletlen csoport szbvettanilag nem volt értékelheté. A tlél6, kezelt allatokban sulyos
fokalis tubularis atrophia alakult ki a tdlélés 5-10 napja alatt. Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy a PACAP csokkentette a mortalitast, és mersékelte a tubuléris

karosodast vese ischaemias karosodasban.
e A i A ‘

111.6.2. dbra. Veseszovet fénymikroszkopos felvételei, 45 (A, B), ill. 60 perces (C, D) ischaemidat kovetéen
kontroll (A, C) és PACAP-pal kezelt (B, D) allatokbol, HE-festés. (A) Mérsékelt tubularis atrophia a
corticomedullaris hatdron kp. nagy gécokban megjelend tubuldris karosodas (nyilak). Az elvékonyodott
falu és tag lumenii atrophias tubulusok dtmetszetei jol elkiiloniilnek az ép tubulusok eosinophil,
kobhamsejtekkel bélelt, sziik lumenii atmetszeteitél. (B) Minimalis tubulusatrophia pangasos jelekkel
pangdsra utalo tagult kiserek a velédllomany teriiletén (csillagok), elvétve 1-2 Kisebb atrophizalt tubulus
(nyilak). (C) Multifokalis tubularis nekrézis a corticomedullaris hataron (nyilak). A tubulusok fala
elvékonyodott, lumenik tag. (D) Enyhe fokalis tubularis necrézis (nyilak), pangéasos teriletek (csillagok).

111.6.2. A PACAP hatasanak vizsgalata oxidativ stressz indukéalta endothelsejt
karosodésban in vitro

Az endothelsejtek életképességének vizsgalata soran MTT teszttel azt taldltuk, hogy
onmagaban a PACAP és PACAP6-38 kezelés nem okozott valtozast, mig a H,O; kezelést
kovetden szignifikansan csokkent az életképes sejtek szama a kontroll csoporthoz képest.
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Abban a csoportban, ahol H,0,-dal egyidében PACAP kezelést is alkalmaztunk,
szignifikdnsan novekedett az életképes sejtek szdma. A PACAP6-38 kezelésben is
részesiilt csoportban a PACAP antagonista képes volt ellensulyozni a PACAP védo
hatasat (111.6.3. dbra). A PACAP protektiv hatasat egy tovabbi kvalitativ él6/halott
teszttel is bizonyitottuk. A H,O, kezelés hatasara a halott sejtek szdma ndvekedett, amit a
PACAP kepes volt kivédeni. A PACAP receptor antagonista segitségével a PACAP
protektiv hatésa blokkolhat6 volt (111.6.4. abra).

kontroll
ES
0,5mM H,O, "
PACAP1-38
PACAP6-38
0,5mM H,O,+PACAP1-38 #:
£
0,5mM H,O,+PACAP1-38+PACAPE-38 i
0 20 40 60 80 100

Eletképes ségteszt (kontroll %)

111.6.3. dbra. Endothel sejtek talélése a kontroll sejtek tuléléséhez viszonyitva (atlag%+SEM) (MTT teszt).
**P<0,01 vs kontroll csoport, “P<0,05 vs H,0, kezelt csoport.

Kontroll H,0,
111.6.4. dbra. Reprezentativ
fluoreszcens képek a sejtek
tulélésérél az  élé/halott
tesztbent. A zold festés az
¢élo sejteket jeldli (calcein-
H,O, +PACAP1-38 H,O, +PACAP1-38+PACAPB-38 AM), a piros a halott

sejteket (ethidium
homodimer-1).

-
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Az flow citométerrel kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a H,O,-kezelt csoportban
az ¢l sejtek szama szignifikdnsan csokkent, mig a késdi apoptotikus sejtek szama nétt a
kontroll értékekhez viszonyitva. A PACAP és a PACAP6-38 kezelés dnmagéaban nem
okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz képest. A H,O, kezeléssel egyidében tortént
PACAP szignifikansan emelte az €l0 sejtek és csokkentette az apoptotikus sejtek szamat.

A PACAP védo hatasat a PACAP6-38 képes volt megakadalyozni (111.6.5. és 6. abrak).

Kontroll

o 1 o

111.6.5. &bra. Flow citometriai analizis az él5, nekroticus, korai és késdi apoptotikus endothelsejtek
elkiilonitésére kiilonbozo kezelések utan. Bal also kvadrans: egészséges sejtek; jobb also kvadrans: korai
apoptotikus sejtek; jobb felsG kvadrans: késoi apoptotikus sejtek; bal felsé kvadrans: nekrotikus sejtek.
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kontroll
0,5mM H,0, X
PACAP1-38
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0,5mM H,O,+PACAP1-38
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El6 sejtek (%)

kontroll

*

0,5mM H,0,

*
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0,5mM H,O,+PACAP1-38+PACAP6-38
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kontroll
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0,5mM HyO,+PACAP1-38 #*

0,5mM H,O,+PACAP1-38+PACAPE-38
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Reés5i apoptotikus sejtek (%)
111.6.6. &bra. Az endothelsejtek tiulélésének flow citométerrel kapott eredményeinek szamszerti dbrdazoldsa
(&tlag+SEM). *P<0,05; **P<0,01 vs kontroll csoport, “P<0,05 vs H,0, kezelt csoport.

A MAP kindzok (ERK1/2, p38 MAPK, JNK1/2) foszforilacios szintje a 30. percben érte
el csucspontjat. Az ERK foszforilacids szintje csokkent, mig a p38 MAPK és a JNK
szintje megemelkedett oxidativ stressz hatasara. Sem a PACAP, sem a PACAP6-38
onmagaban nem okozott szignifikans eltérést a vizsgalt fehérjék aktivaciojdban. Azonban
H.O, kezelés mellett a PACAP szignifikansan emelte az ERK és csokkentette a p38
MAPK valamint a JNK foszforilacios szintjét. A PACAP receptor antagonista
csokkentette a PACAP hatésat a vizsgalt fehérjék esetében (111.6.7. bra). Osszefoglalva
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megallapithatjuk, hogy a PACAP jelentdsen csokkentette az endothelsejtek apoptozisat,

részben a MAP kinazokon kifejtett hatasaival.

kontroll
0,5mM H,O, *
PACAP1-38
PACAPS-38
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111.6.7. dbra. MAP kindzok foszforildacidja kiilonbozd kezeléseknek kitett endothelsejtekben (dtlag+SEM).
*P<0,05; **P<0,01 vs kontroll csoport, “P<0,05 vs H,0, kezelt csoport.

111.6.3. PACAP hatdsanak vizsgalata oxidativ stressz és ischaemia/reperfazio
indukalta szivizomsejt karosodasban in vitro

A szivizomsejtek életképességének vizsgéalata MTT teszttel azt mutatta, hogy a PACAP
és PACAP6-38 kezelések dnmagukban nem okoztak eltérést a kontroll csoporthoz képest,
azonban a H,0, kezelés szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét
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(58,2+11,0%). PACAP-pal torténd egyiittes inkubacid jelentGsen novelte a sejtek
életképességét (85,8+15,8%), amit a PACAP6-38 gatolt (56,1+11,9).

A flow citométerrel kapott eredményeink azt mutattak, hogy a kontroll csoportban
az €16 sejtek szazalékos ardnya 90,5+1,3% volt, mig a korai apoptotikus sejtek 5,4+1,6%-
ban fordultak eld. A H,O,-kezelt csoportban az apoptotikus sejtek szédma nott
(21,6£3,8%), mig az €16 sejtek szama szignifikansan csokkent (76,7+£3,6%). PACAP és
PACAPG6-38 kezelés nmagaban nem okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz képest. A
H20, kezeléssel egyiddben tortént PACAP kezelés szignifikdnsan emelte az €16 sejtek
(91,1£0,9%l) és csokkentette az apoptotikus sejtek szamat (6,7+1,7%). A PACAP védo
hatasat a PACAP6-38 megakadalyozta (é16 sejtek: 81,8+1,2%, apoptotikus sejtek:
14,1+1,8%). A vizsgalt pro- és antiapoptotikus jelatviteli Utvonalakban, mint aktiv
kaszpaz-3, AIF, Bcl-2 és foszfo-Bad szintekben a PACAP és PACAP6-38 kezelés
onmagaban nem idézett el valtozast. A H,O, kezelés hatdsara az AIF és aktiv kaszpaz-3
szintje szignifikansan megemelkedett, mig a Bcl-2 és a foszfo-Bad fehérjék szintje
lecsokkent. A PACAP képes volt ellenstlyozni a H,O.-indukélta valtozésokat, ami
PACAP6-38 és PACAP egyuttes kezelés esetén nem kovetkezett be.

Az in vitro ischaemia/reperfuzié-indukalta karosodasban hasonld protektiv hatast
tapasztaltunk: a PACAP kezelés jelentdsen megnodvelte a sejtek életképességét,
csokkentve az apoptotikus sejtek szamat. A jelatviteli utakat tanulményozva azt az
eredmeényt kaptuk, hogy az ischaemia/reperfuzié szignifikansan csokkentette a PKA, Akt
és Bad foszforilaciojat, amit a PACAP ellenstlyozott, mig a PACAP6-38 jelenlétében a
protektiv hatas megsziint. A 14-3-3 és a Bcl-xL fehérjék expresszidja jelentésen csokkent
ischaemial/reperfuzié hatdsara, mig a Kkaszpaz-3 aktivitdas megnétt. Ezeket a
proapoptotikus folyamatokat is gatolta a PACAP, mig az antagonista megsziintette a
PACAP hatéasait. Tekintve, hogy a szivizomsejtekben kapott eredmények részletes leirasa
egy korabbi doktori értekezésben mar szerepelt (Gallyas, 2007), az eredményeket itt csak

egy Osszefoglalé abran mutatom be (111.6.8. abra).
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membran

111.6.8. abra. A PACAP
lehetséges in vivo molekularis
hatasmechanizmusa  szivizom-
sejt karosodashan.

L

Talélés

111.6.4. A PACAP hatasanak vizsgalata trophoblast sejtek tulélésére és jelatviteli
atvonalaira

A PACAP kezelés 6nmagaban nem befolyasolta a JAR sejtek talélését. A H,0, kezelés
dozisfiiggden csokkentette a sejttulélést, azonban ezt a PACAP-pal vald egyiittes kezelés
nem novelte, hanem tovabb csokkentette. Hasonldé eredményt kaptunk a CoCl,-al
eldidézett in vitro hypoxidban is: a PACAP egyittes alkalmazasa tovabbi
sejtpusztulashoz vezetett. A PACAP nem befolyasolta a LPS és ethanol sejttalélésre
kifejtett csokkentd hatasat (111.6.9. abra).
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111.6.9. &bra. PACAP hatdsa a JAR sejtek tulélésére kiilonbozd kdarosito ingereknek kitéve, a kontroll sejtek
talélési %-aban megadva (atlag+SEM). *P<0,5; ***P<0,001 vs kontroll csoport.
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A choriocarcinoma sejtek jelatviteli molekulait vizsgalva azt talaltuk, hogy a PACAP
onmagaban novelte az ERK és JNK foszforilaciot, mig csokkentette az Akt, p38 MAPK
és GSK foszforilaciot és a Bax expressziot. Meglepé6 modon a PACAP receptor
antagonistaval kezelt csoportban hasonlé véaltozdsokat észleltink: a JNK és ERK
foszforilacid ndvekedett, mig a p38 MAPK foszforilacid csokkent. A két peptid egylittes
alkalmazasanal pedig a valtozasok még Kkifejezettebbek voltak, kiloéndsen a JNK

foszforilacioja névekedett tovabb (111.6.10. abra).
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Oxidativ stressz hatasara a JNK foszforilacio novekedett, az Akt, ERK, GSK
foszforilacio csokkent eés a p38 MAPK foszforilacio valamint a Bax expresszid nem
valtozott. H,O, és PACAP egylttes kezelés mellett a PACAP tovabb csokkentette az
Osszes vizsgalt fehérje expresszidjat. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a PACAP
hat4sa trophoblast sejtekben eltéré az eddig vizsgalt mas sejttipusoktdl, miszerint nem
fokozza a sejtek tulélését, s6t, potencirozza az oxidativ stressz és in vitro hypoxia karos
hatasait. Tovabba, ellentétben az eddig vizsgalt sejtekkel, a PACAP6-38 nem

antagonistaként, hanem agonistaként viselkedett a trophoblast sejtekben (111.6.11. abra).
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111.6.11. &bra. A jelatviteli fehérjék
reprezentativ western blotjai kezeletlen,
H,0,- és PACAP-kezelt JAR sejtekben.

111.6.6. PACAP antiapoptotikus hatasa Helix pomatia nyalmirigyében

A Helix nyalmirigy dopaminnal, illetve colchicinnel vald kezelése jelentésen emelte a

TUNEL-pozitiv apoptotikus sejtek szamat. A PACAP eldkezelés onmagaban nem

befolyasolta ezt, azonban szignifikdnsan csokkentette a dopaminnal és colchicinnel

Kivaltott apoptdzist (111.6.12. abra).

b

I TUNEL -
22 TUNEL +
200
- T
@
P}
g 150 - T g
- 4 T
ey 5 ) 0
% — o << &
2 E|| 5| 5|2
gl B2 % || &
L]
s = o [
£ ok
‘S 50 1
£
[
w
O T T T
B
I TUNEL -
200 [ TUNEL +
o T
=] T 1
2 150 -
2 8
-+ =
¢ ° 2 3
v 1004 — A c S
F g —3 S +
o = = o
- = o g
=1 < 2 <
£ 504 = [N 8 Q
& <
b . o
-‘q=J- *k
w D .

111.6.12. abra. PACAP hatasa a
dopamin (A) és a colhicin (B) altal
stimulalt apoptdézisra a Helix
pomatia  nyalmirigyében.  Atlag
TUNEL-pozitiv és negativ
sejtszam+SEM. *P<0,05; **P<0,01
vs kontroll csoport.

Hasonl6 hatast mutatott a kaszpaz-3 immunjeldlés is. Dopamin kezelés hatasara

jelentésen emelkedett a kaszpaz-3 pozitiv sejtek szama. PACAP kezelés 6nmagéaban nem

valtoztatta meg a kontroll mirigyekben meglévé kaszpaz aktivitast, azonban a dopamin-

indukalta aktivitas novekedést jelentds mértékben csokkenteni tudta (111.6.13. abra).
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Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a PACAP antiapoptotikus hatasa egy gerinctelen

szervezetben is érvényesiil, tehat egyike lehet a peptid dsi biologiai hatasainak.
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111.6.13. &bra. Reprezentativ kaszpdz-3 immunfestett metszetek kontroll (Al), dopamin (A2) és
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I\V. MEGBESZELES

Jelen értekezésben bemutatasra keriltek az utébbi 10 év munkajabol sziiletett
eredmények, melyek tulnyomérészt a PACAP neurotrophicus és neuroprotektiv hatasat
igazoljék in vitro eés in vivo koriilmények kozott. Kimutattuk, hogy a PACAP jelents
neuroprotektiv hatdssal rendelkezik stroke, Parkinson-kér, Huntington-chorea, és
retinadegeneraciés modellekben (I11.1., 2., 3. fejezetek). Igazoltuk, hogy a PACAP
gyorsitja az idegrendszeri fejlédést in vivo, és csokkenti a glutamat kezelés karos
fejlodéstani hatasait (II1.4. fejezet). A peptid neuroprotektiv hatdsmechanizmusaval
kapcsolatban igazoltuk az in vivo is érvényesiil6 antiapoptotikus hatast, melyben szerepet
jatszik a proapoptotikus jelatviteli utak gatlasa és az antiapoptotikus jelatviteli molekulak
serkentése (I11.5. fejezet). lgazoltuk tovabba a peptid citoprotektiv hatasat szivizom-, és
endothelsejtekben, illetve nyalmirigyben in vitro, valamint vese ischaemidban in vivo
(IIL.6. fejezet). Vizsgaltuk tobb, a PACAP hatasat potencialisan befolydsol6 tényezot,
mindekozben pedig szamos észreveételt tettlink az altalunk alkalmazott in vivo
modellekben. Részletesen vizsgaltuk a funkcionalis teszteket és ezek alkalmazhatdsagat a
PACAP stroke modellben kifejtett neuroprotektiv hatasanak megitélésében (111.1.
fejezet), tovabba igazoltuk, hogy Parkinson-kér modellben a PACAP neuroprotektiv
hatasa a kortdl és nemtdl fligg (111. 2. fejezet). Részletesen leirtuk az Gjszilott patkanyok
idegrendszeri fejlédését toxikus, hypoxias karosodasban és PACAP hatasara, valamint,
hogy a glutamat fejlédést késlelteté hatasait a PACAP kezelés ellensulyozza (II1.4.
fejezet). Tovabba kimutattuk, hogy egyes esetekben, mint pl. trophoblast sejtekben a
PACAP széles korben alkalmazott antagonistaja, a PACAP6-38, nem antagonistaként
viselkedik, és a PACAP a sejttulélést - ellentétben mas sejtekkel -, csokkenti (111.6.
fejezet). Mindez indokoltta teszi, hogy a PACAP hatasat kiilonbozo sejteken vizsgaljuk.
Az aldbbi fejezetekben attekintést nydjtok a PACAP neurotrophicus, neuroprotektiv és
altalanos citoprotektiv hatasairol, beleillesztve eredményeinket a tudomany mai allasa

szerinti ismeretanyagba.
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A PACAP IN VIVO NEUROPROTEKTIV HATASAI

A PACAP in vivo neuroprotektiv hatasaval kapcsolatban munkankat megel6zéen csak
néhany adat allt rendelkezésre, nevezetesen, hogy a PACAP szisztémés adasa csokkenti a
hippocampalis neuronpusztulast globalis ischaemidban, illetve a kolinerg sejtek
pusztulasat a fornix atvagasakor (Takei et al., 2000; Uchida et al., 1996). Kisérleteinkben
igazoltuk, hogy a PACAP-nak protektiv hatdsa van fokalis agyi ischaemiéban, Parkinson-
kor és Huntington-chorea in vivo modellekben, valamint ischaemids és toxikus
retinadegeneracidban (I11.1., 2., 3. fejezetek). Igazoltuk, hogy a poszttraumas PACAP
kezelés csokkenti a diffiz axonalis karosodast két kiilonb6z6 neurotrauma modellben is,
azonban ezen témakdr nem képezi a dolgozat alapjat (Farkas et al., 2004; Kovesdi et al.,
2007, 2008; Tamas et al., 2006). Eredményeinket kovetdéen szamos kutatdcsoport tovabb
vizsgalta és igazolta ezen hatasokat. Hasonld neuroprotektiv hatast irt le Stumm és
munkacsoportja fokalis ischaemiaban (Stumm et al., 2007), ahol jelentés PACAP-szint
emelkedést is talaltak. Két kiilén munkacsoport is kimutatta, hogy az infarktus nagysaga
és a neuroldgiai deficit fokozottabb PACAP KO egerekben, mely PACAP adassal
csokkenthetd (Chen et al., 2006; Ohtaki et al., 2006). Ez utobbi munkacsoport legujabb
0sszefoglald tanulmanydban szamos helyen hivatkozik eredményeinkre és megerdsiti
azokat (Ohtaki et al., 2008). lgazoltak, hogy a PACAP in vivo csokkenti a proapoptotikus
szignaltranszdukciés molekuldk expresszidjat szamos agyteriileten (Chen et al., 2006;
Dohi et al., 2002; Ohtaki et al., 2006). Traumas sertlésekben a PACAP csokkenti a
gerincveld karosodasat és a PACAP expresszid novekedik humdan agyi sériilésekben
(Chen and Tzeng, 2005; van Landeghem et al., 2007). Egér MPTP-indukélta Parkinson-
kor modellben, szisztémds PACAP kezeléssel is igazoltdk az altalunk kapott
eredményeket (Wang et al., 2008). Ugyancsak Uj irodalmi adat, hogy egérben
methamphetamin-indukalta striatalis sejtpusztulast is képes a PACAP csokkenteni
(Guillot et al., 2008). A PACAP retinoprotektiv hatasaval kapcsolatban is szilettek Gjabb
eredmények: nervus opticus atvagasanal és kainat-indukalta 1ézioban a PACAP védé
hatassal bir (Seki et al., 2006, 2008). Szamos 0Osszefoglalé kdzlemény jelent meg a

PACAP neuroprotektiv hatasaival kapcsolatban (Brenneman, 2007; Dejda et al., 2005,
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2008; Ohtaki et al., 2008; Racz et al., 2006, Shioda et al., 2006; Somogyvari-Vigh és
Reglédi, 2004).

A PACAP NEUROPROTEKTIV HATASMECHANIZMUSA

Az altalunk tanulmanyozott in vivo modellekben szamos karosito hatas egyittesen jatszik
szerepet a neuronpusztulasban. Agyi ischaemiaban, toxikus lézidval Kkivaltott
neurodegenerativ modellekben, valamint a retina ischaemias és toxikus karosodasban
egyarant szerepet jatszik a glutamat excitotoxicitas, az oxidativ stressz, valamint az ezzel
Osszefiliggd szabad gyokok okozta karosodas, tovabba a fokozott microglia reakcio, mely
masodlagos gyulladasos folyamatokon keresztll stlyosbitja a neuronalis degeneraciot
(Abraham et al., 2003; Kopper és Fésiis, 2002; Leker és Shohami, 2002; Lipton, 1999;
Osborne et al., 2004; Sucher et al., 1997; Vidal-Sanz et al., 2000). Az ilyen komplex
mechanizmusu kéarosoddsokndl nem meglepd, hogy tobb ezer kiilonb6zd potencidlis
neuroprotektiv molekuldval probalkoznak, melyek a degeneracidhoz vezetd kaszkad
egyes lépéseibe beavatkozni képesek (Beresford et al., 2003). Irodalmi adatok és sajat
vizsgalataink alapjan a PACAP azért elonyds molekula, mert tobb ttvonalba is egyszerre
beavatkozik. Ezek kozil kiléndsen fontos az antiapoptotikus és antiinflammatorikus
hatas. Az alabbi fejezetekben dsszefoglalom a kisérleteinkben is vizsgalt, feltételezetten
szerepet jatszd faktorokat, melyek hozzajarulnak a PACAP igen jelentds neuroprotektiv

hatasdhoz.

A PACAP protektiv hatasa kiilonb6zo karosito agensekkel szemben

A fent emlitett komplex mechanizmusok egymaésra hatva és kaszkadfolyamatokat
elinditva vezetnek végul neurodegeneraciohoz in vivo. A PACAP védé hatasat szamos, in
vivo toxicitashan is szerepet jatszo faktorral szemben kimutattak. Igazolddott, zmmel in
vitro Kkisérletekben, hogy a PACAP Vvédi a neuronokat tobbek kozott glutamat, ethanol,
oxidativ stressz, ceramid, beta-amiloid protein, HIV burokfehérje és 6-OHDA toxicitassal
szemben. Ezen hatasokat a 1V.1. tablazatban foglaltam 6ssze, ahol az irodalmi hivatkozas
is megtalalhato. Sajat kisérleteink bévitették ezt a listat, hiszen kimutattuk, hogy a

PACAP protektiv hatassal rendelkezik in vitro hypoxiaban a retina horizontélis sejtjeiben,
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valamint a fehérje szintézist gatlo anisomycinnel szemben PC12 sejtekben. Tovabba, a
PACAP jelentés antiapoptotikus hatast mutatott oxidativ stressz indukalta endothel- és
vitro

szivizomsejtkarosodasban és in hypoxia/ischaemia-indukalta

szivizomsejtkarosodasban (I11.3., 5., 6. fejezetek).

IV.1. tablazat. Osszefoglalis a PACAP kiilonbézé in vitro kdrosité behatdsokkal szembeni protektiv

hatasarol (sajat eredmények kiemelve)

Karosito hatas

Sejt- és szOvettipus

Irodalom

Beta amiloid protein PC12 sejtek Onoue et al., 2002b
Ceramid PC12 sejtek Hartfield et al., 1998
Kisagyi szemcsesejtek Vaudry et al., 2003
Cisplatin Kisagyi szemcsesejtek Aubert et al., 2008
Colchicin Helix nyalmirigy Pirger et al., 2008
Ethanol Kisagyi szemcsesejtek Bhave és Hoffman, 2004; Vaudry et

al., 2002b

Glukokortikoid

T-lymphocyta

Delgado et al., 1996

Glutamat

Retina kultira

Shoge et al., 1999

Kortikalis neuronok

Morio et al., 1996; Shintani et al.,
2005

PC12 sejtek

Said et al.,1998

HIV burokfehérje

Hippocampalis neuronok

Arimura et al., 1994

In vitro hypoxia/reperfuzié

Szivizomsejtek

Réacz et al., 2008

lonomicin Kortikalis neuronok Skoglosa et al., 1999
Lipid peroxidacio Kisagyi szemcsesejtek Ito et al., 1999
LPS Kortikalis neuron/glia kultira Kong et al., 1999; Li et al., 2005

Mitokondridlis complex | inhibitor

PC12 sejtek

Wang et al., 2005

NO

PC12 sejtek

Onoue et al., 2002a

6-OHDA

Mesencephalicus dopaminerg sejtek

Takei et al., 1998

Oxidativ stressz (H,0,)

Kisagyi szemcsesejtek

Vaudry et al., 2002c

Endothelsejtek Ré&cz et al., 2007
Szivizomsejtek Gasz et al., 2006a,b
NGF megvonas PC12 sejtek Tanaka et al., 1997

Sympathicus neuroblastok

Chang és Korolev, 1997; Chang et
al., 1996; Przywara et al., 1998

DRG neuronok

Lioudyno et al., 1998

Nitroprussid natrium

Kortikalis neuronok

Sanchez et al., 2008, 2009

Prion protein fragmens

PC12 sejtek

Onoue et al., 2002¢c

Protein szintézis gatlas
anisomycinnel

PC12 sejtek

Reglidi et al., 2004

Streptozotocin

Pancreas beta sejtek

Onoue et al., 2008

Szérum megvonas

Kisagyi szemcsesejtek

Canonico et al., 1996; Chang et al.,
1996; Gonzalez et al., 1997; Kienlen-
Campard et al., 1997

Ovaridlis folliculus sejtek

Lee et al., 1999

TGF beta

Hypophysis adenoma sejtek

Oka et al., 1999

Trombin

Kortikalis neuronok

Sanchez et al., 2009

Az excitotoxikus hatasrol,

mely kozponti szerepet jatszik az 0©sszes vizsgalt
neuropathologiai elvaltozasban, bovebb magyarazattal szolgalok az aldbbiakban. A
glutamat, mely a f0 excitatoros neurotranszmitter az idegrendszerben, rendkiviil

szigortian szabalyozott koncentraciotartomanyban miikodik. A felszabaduld glutamatot
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glutamat transzporter rendszerek takaritjak el a szinaptikus résb6l, melyek kozul a
GLAST/EAATL és GLT-1/EAAT?2 rendszerek a gliasejtekben lokalizalédnak, mig a
tobbi a neuronokra jellemz6. Az astrocitdknak nagyon fontos szerepe van ebben a
glutamét-reuptake folyamatban és a glutamin szintetaz enzimen keresztll a glutamét
atalakitasdban. Abban az esetben, ha a sejtek tulzott glutamat koncentraciénak vannak
kitéve, akar a fokozott felszabadulas, akar a reuptake rendszer zavara miatt, az NMDA és
AMPA receptorok aktivalasan keresztiil tilzott Ca®*és K* felszabadulas kovetkezik be,
citotoxikus ©6déma 1ép fel, n6 az oxidativ stressz, és aktivalodnak a sejtpusztitd
folyamatok. A glutamat excitotoxikus szerepét szamos idegrendszeri korképben
igazoltak, mint stroke, traumas agykarosodas, neurodegenerativ betegségek és epilepszia.
A PACAP glutamat toxicitassal szembeni véd6 hatdsat tobb sejtvonalon kimutattak in
vitro. Retina kultirdban (Shoge et al., 1999) és kortikalis neuronokban (Morio et al.,
1996) a PACAP igen széles koncentracidtartomanyban nyujt védelmet. Kimutattak, hogy
a PACAP fokozza a glutamat reuptake mechanizmust gliasejtekben, fokozza a glutamat
transzporterek és a glialis glutamin szintetdz expresszidjat (Figiel és Engele, 2000). A
PACAP glutamat toxicitas elleni véd6 hatasat mi is igazoltuk in vivo kisérleteinkben:
egyrészt mindegyik komplex degeneracids folyamatban szerepet jatszik az excitotoxikus
hatds, méasrészt glutamat-indukalta retinadegeneracioban kdzvetlenil is igazoltuk ezen
védé hatast (II1.3. fejezet). A PACAP az ujsziilottkori glutamat kezelés fejlodést
késlelteté hatasat is részben ellensulyozta (Kiss et al., 2006). Mas Kkisérleteinkben
kimutattuk, hogy a PACAP a kainat excitotoxikus hatisa ellen is képes védd hatast
kifejteni (Atlasz et al., 2006). Ezenfelll, eredményeink tovabbi kisérletek alapjat is
képezik, hiszen az MSG- és BCCAO-indukalta retinadegeneracio standardizalésaval
szamos egy¢éb neuroprotektiv szer vagy modszer vizsgélata valik lehetdvé, mint ahogy azt
a kozelmdltban a diazoxiddal, tovabba az ingergazdag kornyezettel kapcsolatban
kimutattuk (Atlasz et al., 2007; Szabadfi et al., 2009).

A PACAP neuronélis antiapoptotikus hatasai
A PACAP legtobbet tanulmanyozott hatdsa az antiapoptotikus hatds, mely f6 szerepet
jatszik a neurondlis védelemben. A sejttulélést eldsegitd, antiapoptotikus hatas hatterében

igen komplex mechanizmusok allnak (Kopper és Fésiis, 2002). A PACAP hatésat tobb
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0sszefoglalo kdzleményben is leirtak (Botia et al., 2007; Dejda et al., 2008; Falluel-Morel
et al., 2007; Li et al., 2005; Ravni et al., 2006; Waschek, 2002), (1V.1. tablazat). Els6ként
Kisagyi szemcsesejteken mutattak ki a PACAP sejttalélest fokozo hatasat (Canonico et
al., 1996). Késébb kimutattak, hogy ez a hatas a PACI receptorok aktivacidjan keresztiil
valdsul meg, leghatdsosabban 1-100nM-o0s koncentracioban. A mechanizmus legtdbb
esetben a CAMP/PKA/MAPK Utvonal aktivalasaval torténik, mely végil az apoptozist
Kivaltd kaszpaz-3 csokkenéséhez vezet (Vaudry et al., 2000b). Azonban a PACAP mas
jelatviteli utakat is aktival (1d. késébb). Szamos mas neuronalis sejttipusban és kiillonbozo
karositdo agenssel szemben is igazoltak a PACAP sejttalélést fokozd hatasat. Példaul
kimutattdk, hogy a PACAP fokozza a tulélést kolinerg neuronokban (Yuhara et al.,
2001), hatsé gyoki ganglionsejtekben (Lioudyno et al., 1998), ganglion ciliare-ban (Pugh
és Margiotta, 2000) és PC12 sejtekben (Tanaka et al., 1997). A PACAP rovid id6 alatt
képes hatasat kifejteni, és olyan jelatviteli utakat aktivalni, mely hosszan tart6 védelmet
biztosit. Ezt eldszor ugyancsak szemcsesejteken mutattak ki, ahol 1 6ras PACAP kezelés
mar maximalis protektiv hatast fejtett ki, mely hosszabb kezelési id6kkel nem volt
novelhetd (Vaudry et al., 1998). Ennek hatterében korai génaktivaciés mechanizmusok
allhatnak (Vaudry et al., 1998). Ezt a hatast mi in vivo is igazoltuk, ugyanis 7 napig tart6
elékezelés nem tudta tovabb novelni a védé hatast, a fokalis ischaemiat kdzvetlendl
megel6z6 kezeléssel szemben (Reglddi et al., 2002). Ugyancsak ezt erdsiti az in vivo
glutamat-indukalta retinadegeneracioban nyujtott PACAP védelem: a kétszeri kezeléssel
kapott neuroprotektiv hatds nem volt tovabb novelhetd tobbszori PACAP kezelésekkel
(Babai et al., 2005, 2006; Réacz et al., 2006).

A PACAP tulélést fokozd hatdsa nem-neuronalis sejtekben/szévetekben

Mar korabban ismert volt, hogy a PACAP antiapoptotikus és sejttalélést fokoz6 hatasa
nem korlatozodik neuronalis sejtekre. Protektiv, illetve proliferativ hatast irtak le
hypophysis, colon, tiidé és prostata tumorsejtekben (Gutierrez-Canas et al., 2003; Le et
al., 2002; Oka et al., 1999; Zia et al., 1995), ovaridlis folliculus sejtekben (Lee et al.,
1999), T-lymphocytakban (Delgado és Ganea, 2000a,b, 2001). Ezen sejtek/szovetek korét
bovitettek eredményeink. Kimutattuk, hogy a PACAP serkenti a sejtek talélését oxidativ

stresszel szemben és ischaemia/reperfizios karosodasban szivizomsejtekben, valamint
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oxidativ stressz-indukalta endothelsejt karosodasban a proapoptotikus jelatviteli utak
gatlasaval, és az antiapoptotikus utak serkentésevel (I11.6. fejezet). Tovabba kimutattuk,
hogy a PACAP egy gerinctelen szervezetben (Helix pomatia) is képes antiapoptotikus
hatast kifejteni (Pirger et al., 2008), mely arra utalhat, hogy ezen hatdsa a filogenezis
soran megdrzodott, és egy alapveté PACAP hatast reprezental (1V.1. tablazat). In vivo
tovabbi szervekben is kimutattuk a PACAP védo6 hatasat. Vese ischaemias karosodasban
igazoltuk, hogy a PACAP kezelés noveli az allatok tulélését és csokkenti a tubularis
karosodast (Szakaly et al., 2008). Az értekezés részét nem képezd tanulmanyunkban
pedig leirtuk, hogy a PACAP vékonybél ischaemids karosodéasban is védd szereppel bir
(Ferencz et al., 2009).

Mindezen megfigyeléseink zémmel Uj adatokat szolgaltattak a PACAP altalanos
citoprotektiv hatasaival kapcsolatban. A szivizomsejtekben a PACAP-nak szamos hatasa
ismert volt korabban is, mint pl. a cardialis excitabilitasra, coronaria keringésre, atrialis
natriuretikus faktor termelésre és szivritmusra kifejtett hatasai (Hirose et al., 2001;
Parsons et al., 2000). Ezen hatdsok a mai napig is az érdeklddés kozéppontjaban allnak,
¢s szamos cikk jelent meg az utobbi idoben ezzel kapcsolatban (Girard et al., 2007;
Tompkins és Parsons, 2008). Azonban a PACAP szivizomsejtek tulélését elGsegito,
antiapoptotikus hatasa korabban nem volt ismert. Ezt mi oxidativ stressz- és in vitro
ischaemia/reperfuzio-indukalta karosodasokban is igazoltuk. Legujabb adataink szerint a
PACAP-nak az ischaemias prekondicionalashoz hasonlé mértékii védé hatasa van (Roth
etal., 2009).

A PACAP endothelsejteken Kkifejtett hatasardl igen kevés adat all jelenleg
rendelkezésre. Ismert, hogy a PACAP fokozza a vascularis endothelidlis novekedési
faktor (VEGF) termelést (Gloddek et al., 1999, Moody et al., 2002). Azonban a PACAP
direkt endothelsejteken kifejtett hatdsa nem volt ismert. Elsdként irtuk le, hogy a PACAP
az oxidativ stresszel szemben védi az endothelsejteket, melynek a PACAP egyéb,
neuronalis és nem-neuronalis véd6 hatasaban is szerepe lehet, hiszen az endothel
karosodasa szamos vascularis degenerécios folyamat része.

A PACAP jelenlétét és szamos hatasat vizsgaltak kordbban az urogenitalis
traktusban, mint pl. fokozza a vizelési reflex aktivitast és csokkenti a cystitis kapcsan

fellépd gyulladasos folyamatokat (Braas et al., 2006; Fahrenkrug és Hannibal, 1998;
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Girard et al., 2008). Azonban a vese és a PACAP kapcsolatarél igen keveset tudunk.
Kimutattak, hogy a PACAP receptorai eléfordulnak a vesében (Reubi, 2000; Sreedharan
et al., 1995). A PACAP fokozza a renin szekréciot a vesében (Hautmann et al., 2007) és
noveli a renalis véraramlast (Nilsson, 1994). A PACAP vesében kifejtett védo szerepe
mar korabban is ismert volt, miszerint a PACAP infazio, gyulladasgatlo hatasan keresztul
ischaemids vesekarosodasban védelmet nyujtott (Riera et al., 2001). Masok diabeteses
nephropathiaban, myelomas és gentamicin-indukalta vesek&rosodasban mutattak ki a
PACAP védo szerepét, a citokin szupresszio és az apoptotikus utvonalak gatlasan
keresztil (Arimura, 2006; Li et al., 2008). LeguUjabb irodalmi adatok alapjan human
Kiprobalasban is érvényesilt ez a myeloméas vesekarosodas elleni védelem (Li et al.,
2007). Ezen megfigyeléseket bovitik eredményeink, miszerint egyszeri bolusban
alkalmazott PACAP kezelés is kepes in vivo csokkenteni a mortalitast és a tubuléris
karosodast. Jelenleg ennek molekularis mechanizmusat vizsgaljuk, és kimutattuk, hogy
az ischaemia/reperfizié soran jelentds mértékben lecsokkent Bel-2 expressziot a PACAP
szignifikansan ndveli (kdzlés alatt).

Végul kimutattuk, hogy a PACAP nemcsak gerinces sejtekben, hanem gerinctelen
szervezetben is antiapoptotikus hatdssal rendelkezik. A PACAP-ot az egyik
legkonzervaltabb szerkezet(i neuropeptidként tartjak szamon (Arimura, 1998; Vaudry et
al., 2000a), azonban gerinctelenekben vald el6fordulasardl és hatasairdl keveset tudunk.
Mi tobb gerinctelen fajban is tanulményoztuk a PACAP és a PACI receptor eléfodulésat,
igy tobb gylirlisféreg fajban és egy puhatestii fajban leirtuk a PACAP és a PAC1
idegrendszeri és periférias eloszlasat (Hernadi et al., 2008; Molnér et al., 2006, 2008;
Pirger et al., 2008; Reglddi et al., 2000; Somogyi et al., 2009; Somogyvari-Vigh et al.,
2000). Az értekezés részét képezd kozleményben elséként mutattuk ki, hogy a PACAP
rendelkezik antiapoptotikus hatdssal dopaminnal és colchicinnel kivaltott nyalmirigy
apoptozisban. Azért valasztottuk ezt a modellt, mert kollaboracids partnereink korabban
részletesen tanulmanyoztak a nyalmirigyben el6forduléd apoptdzis jelenségét (Pirger et al.,
2009). A gerinctelen szervezetekben kimutatott PACAP hatasok hozzésegithetnek a
PACAP alapvetd, filogenetikailag konzervalt funkcidinak megismeréséhez, és szamos

tovabbi kisérletnek képezhetik az alapjat.
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A PACARP altalanos sejtvédé hatasatol eltéré hatasai egyes sejtekben

Az irodalmi adatok azonban nem minden sejt esetében mutatnak sejttalélést eldsegitd
hatast. Egyes esetekben a PACAP ellentétes hatast fejt ki, mégpedig géatolja a sejtek
talélését, mint pl. myeloma és humén leukémia sejtekben (Hayez et al., 2004; Li et al.,
2006). Tovabba kimutattdk, hogy a PACAP KO egerekben gyakrabban fejlodik ki
colorectalis tumor (Nemetz et al., 2008). Kardialis fibrocitakban a PACAP gatolja a
proliferaciot és a fehérjeszintézist (Sano et al., 2002). Més esetekben pedig azt talaltak,
hogy a PACAP, ellentétben a VIP-pel, nem befolyasolja a sejtek tuléléset, mint pl.
myentericus neuronkultraban (Sandgren et al., 2003). Pancreas tumorsejtekben leirtak,
hogy a PACAP sem a CAMP szintet, sem a sejtproliferaciot nem befolyasolja (Rékasi et
al., 2001). Ezen eltér6 hatasok hatterében az allhat, hogy a PACAP receptorok kozil
melyik splice varians expresszalodik az adott sejtekben. Tovabbi tényezd lehet az az
ismert tény, hogy kiilonb6z6 sejttipusokban egy ligand pleiotrop bioldgiai valaszt idézhet
el6 a szovet/sejtspecifikus szignaltranszdukcios Utvonalak miatt (Szeberényi, 1999).
Kiilonosen tumorsejtekben fordulhat elé, hogy a PACAP-nak egy maésik receptortipusa
jelenik meg, mely eltéré hatast kozvetit, vagy a tumorsejtekben eltérd jelatviteli utak
aktivalodnak. Ezt kimutattak a fejlédo idegrendszerben is: a fejlédés soran egy adott
idépontban a PACAP receptormintazata megvaltozik, igy hatasa a proliferaciot serkentd
hatasrol atvaltozik gatlé hatdssd (Meyer, 2006; Nicot és DiCicco-Bloom, 2001). A
PACAP kezelés ideje is befolyasolhatja a sejtttlélésre kifejtett hatdsat, mint ahogy azt

crer
crer
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alatdmasztjak azon megfigyeléseket, miszerint a PACAP-nak altalanos citoprotektiv
hatasai mellett lehetnek épp ellenkezd, sejttulélést gatldo hatasai. Ezt mi choriocarcinoma
sejtekben tapasztaltuk, ahol a PACAP potencirozta az oxidativ stressz és az in vitro
hypoxia sejtpusztito hatasat (Boronkai et al., 2009). Annak igazolésa, hogy ezen hatés a
trophoblast sejtekre jellemz6, vagy a daganatra, tovabbi vizsgalatokat igényel. Azonban
mindenképpen érdekes tovabbi kérdéseket vet fel, hogy a PACAP hogyan hat
daganatsejtekre: egyes sejtek proliferacidjat fokozza, masokét gatolja, megint masokét

pedig nem befolyésolja (Id. fent). Ennek a kés6bbiek sordn klinikai kdvetkezményei is
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lehetnek. Fontos legujabb irodalmi adat, hogy a PACAP a cisplatin (chemotherapias szer)
neurotoxikus mellékhatasait képes gatolni, azonban a primér target, az ovariumtumor
sejtekben nem befolyasolja sem a proliferdciét, sem a cisplatin-okozta sejtpusztulast,
tehat a daganatellenes szer hatasat nem csokkenti (Aubert et al., 2008). Végil emlitésre
mélto, hogy legljabb vizsgalataink szerint a PACAP ellentétes hatasokat tud kifejteni a
napi ritmustol és koncentraciotol fliggben is, amit pinealocitak 14-3-3 fehérje és p38
MAPK jelatviteli utakon vizsgéltunk. Azt taldltuk, hogy egyes napszakokban a p38
MAPK foszforilacigjat gatolta, mas idépontokban pedig serkentette, €és hasonld
megfigyeléseket tettiink 14-3-3 fehérje esetén is (Racz et al., 2008). Mig sok esetben a
PACAP koncentraciotdl fliggden ugyanazt a hatast mutatja, csak eltéré mértékben, addig
pinealocitakon 1nM koncentracioban a PACAP nem véltoztatta meg a p38 foszforilacio
napi ritmusat, kozepes koncentracioban (10nM) egy fazissal eltolta azt, mig még
magasabb koncentraciéban (100 nM) teljesen megszintette ezt a napi ritmust. Annak
eldontése, hogy ez az ellentétes hatds mas sejtekre is jellemzd, vagy a pineale sejtek, mint

a napi ritmus szabalyozasaban fontos sejtek sajatossaga, tovabbi vizsgalatokat igenyel.

A PACAP NEUROTROPHICUS HATASAI

A PACAP in vitro neurotrophicus hatésai

A PACAP neuroprotektiv hatdsaval szorosan Osszefiigg az idegrendszer fejlédésében
betdltott szerepe, mely tovabbi adatokat szolgaltathat a neuroprotektiv hatas
megértéséhez. Ezzel kapcsolatban is szamos 6sszefoglald kozlemény sziletett (Meyer,
2006; Waschek, 2002; Watanabe et al., 2007; Zhou et al., 2001). Azért nagyon fontos a
PACAP fejlédésben betoltott szerepét ismerni, mert az idegrendszert ért karosito
behatasokra az embriondlis fejlddésben szerepet jatsz6 mechanizmusok Wjra
fokozottabban aktivalodnak (Waschek, 2002). A PACAP endogén szerepét tovabb
erdsitik a PACAP KO egereken végzett megfigyelések. PACAP KO egerekbdl szarmazo
kisagyi szemcsesejtek érzekenyebben reagalnak ethanolra és oxidativ stresszre (Vaudry et
al., 2005). KO egerek kisagyi fejlodése is eltér a normaltol: a differenciacio késleltetett,
az apoptozis novekedett (Allais et al., 2007). Armstrong és munkatarsai (2008) leirtak,

hogy KO egerekben a nervus ischiadicus atvagasa utani axonregeneracio késleltetett.
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A PACAP ¢és a PACI receptor az embrionalis fejlddés igen korai szakaszaban
megjelenik, egérben a 9. napon, patkanyban a 13. embrionalis napon a neuroepithelialis
sejtekben. Hasonléan mé&s neurotrophicus faktorokhoz, sziletés utdn a PACAP szint
csokkenést mutat (Waschek, 2002; Watanabe et al., 2007). Ujabb irodalmi adatok szerint
a PACAP ragcsalokban leirt fejlédésben betoltott szerepe hasonld a majom és az emberi
idegrendszerben is (Aubert et al., 2007; Basille et al., 2006a,b). A PACAP expresszio
iddbeli lefolyasa az embrionalis fejlédés folyaman szoros Osszefiiggést mutat a veldcso
fejlédési mintazataval, a sejtproliferacido és a migracid, valamint az apoptozis iddbeli
lefolyasaval (Botia et al., 2007; Waschek, 2002). Igen érdekes megfigyelés, hogy azokon
az agyterilleteken, ahol intenziv feln6ttkori neurogenezis zajlik, mint pl. patkany
olfactorius epitheliuma, subventricularis zonék, hippocampus, a PACAP koncentrécidja
2001; Mercer et al., 2004; Watanabe et al., 2007). Részben ezzel fuggenek 6ssze azon
kisérleteink, melyek a PACAP megjelenését és szerepét alacsonyabbrendiiekben
vizsgaljak, am ez nem képezi az értekezés érdemi részét. A PACAP egy filogenetikailag
igen konzervalt peptid, ami valoszinisiti alapvetd biologiai szerepét (Id. fent). Tobb
gerinctelen szervezetben mutattuk ki a PACAP-ot, illetve receptorat, és a PACAP egyes
biologiai hatasait. Kimutattuk példaul, hogy gerinctelen allatokban, mint gytirtisférgekben
és puhatestiiekben is megjelenik a PACAP, és a receptorok aktivak, hiszen PACAP
adasra cCAMP emelkedést, elektromos aktivitas valtozast, és antiapoptotikus hatast
figyeltink meg Helix pomatiaban (Hernadi et al., 2008; Molnér et al., 2006, 2008; Pirger
et al., 2008; Reglédi et al., 2000; Somogyi et al., 2009; Somogyvari-Vigh et al., 2000).
Foldigilisztaban kifejezett emelkedést talaltunk az embrionalis fejlddés soran, ami mellett
parhuzamos csokkenést figyeltlink meg az embriot taplalé kokonfolyadékban (Boros et
al., 2008). Ezen adatok erdsitik azt a nézetet, hogy a filogenetikailag konzervalt szerkezet
alapvetd biologiai funkcidkért felelés, mint pl. a fejlddés és neurondlis tulélés
szabalyozésa.
fokozza vagy gatolja, hiszen a fejlédés soran meghatarozott iitemben folyik a sejtek
szaporodasa, apoptézisa, differenciacidja és migracidja. Azok a neuronok, melyek a

fejlodés soran nem épitik ki a megfeleld szinaptikus kapcsolatokat, vagy nem érik el
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végs6 helyuket, apoptdzissal eliminalodnak (Sanes et al., 2006). Ennek iranyitasahoz
tobb szaz faktor egyiittes koordindlt mitkodése sziikséges, melyek koziil egy faktor a
PACAP. A PACAP hatasa szamos tényezOtdl fiigg, tobbek kozott a sejttipustdl, a
fejlodési stadiumtdl, a receptor varians expressziotdl, mas trophicus faktorok és szignalok
jelenlététdl, illetve hianyatol. Ezért a leiras helyett egy tablazatban foglaltam Ossze a
PACAP fobb ismert idegrendszeri fejlodésben betoltott szerepét, a teljesség igénye nélkiil

(IV.2. tablazat).
IV.2. tblazat. A PACAP fejlédéstani hatdsai az idegrendszerben

Fejlodéstani hatds Sejt-szovettipus Irodalom
Astrocita differenciacio Kortikalis prekurzorok Vallejo és Vallejo, 2002
Neuronalis Gssejtek Ohno et al., 2005
Axonnovekedés, differenciacio DRG neuronok Nielsen et al., 2004
Axonndvekedési kup stimulacid Vel§esé neuroblastok Guirland et al., 2003
Dendrit ndvekedés gatlas Sympathicus neuroblastok Drahushuk et al., 2002
Dendritndvekedés, elagazodas Hippocampalis neuronok Henle et al., 2006
stimulacio
Differenciaciot fokoz6 génregulacid PC12 sejtek Ishido és Masuo, 2004
Dopaminerg fenotipus meghatarozds | Fejl6dd retina Borba et al., 2005
Laminaris helyzet meghatarozas, Fejlodo agykéreg Ohtsuka et al., 2008

migracié szabalyozas (CREB
foszforilacio, sejtciklusbol valé
kilépés majd differenciacio)

Mitozis gatlas, shh gétlas, Kisagyi szemcsesejtek Nicot et al., 2002
differenciacio
Mit6zisgatlas, differenciécio Kortikalis prekurzorok Lu és DiCicco-Bloom, 1997

stimulacio, neurit ndvekedés, trkB
expresszid stimulalas

Neuronalis migraciot szabalyozza, Kisagyi szemcsesejtek Cameron et al., 2007; Falluel-Morel
,.Stop szignal” a vandorlas soran, et al., 2005
differenciacid stimulacid
Neuritndvekedés Kisagyi neuroblastok Gonzalez et al., 1997
Neuritogenezis stimulacio PC12 sejtek Deutsch és Sun, 1992; Ravni et al.,
2008; Sakai et al., 2004

Neuritogenezis, neurofilament Human neuroblastoma sejtek Heraud et al., 2004; Monaghan et
expresszio, citoszkeletalis markerek al., 2008
stimulacidja
Neurondlis differenciacié Embrionalis 6ssejtek Cazillis et al., 2004
Oligodendrocyta proliferacio, Oligodendroglia progenitorok Lee et al., 2001; Lelievre et al., 2006
myelogenezis késleltetése
Proliferacioé stimulacié Olfactorius neuronok Hansel et al., 2001

El6agyi neuronalis 8ssejtek Ohta et al., 2006

Csirke neuroblastok Erhardt és Sherwood, 2004
Ventrélis-dorzélis patterning, shh Velbes6 Waschek et al., 1998

antagonizalas

Reészletesebben kivanok irni a PACAP és mas neurotrophicus faktorok kapcsolatarol,
hiszen ezek szorosan egyiittmiikddve fejtik ki hatasaikat a fejlodés és regeneracid soran
egyarant. A neurotrophicus faktor-regulalta jelatviteli folyamatok egydittese iranyitja a

neuronalis fejlodést, nem egyetlen utvonal, hanem t6bb, paralell Gtvonal egyuttes
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aktivalasan, illetve gatlasan keresztil (Ravni et al., 2008; Szeberényi, 1999). J6 példa erre
a PACAP koordindlt egyiittmiikodése mas trophicus faktorokkal. Tobbek kozott
kimutattak, hogy a PACAP aktivalja a BDNF, trkA és a trkB neurotrophin receptor
expressziot (Lee et al., 2002; Ohtsuka et al., 2008). Forditva, az NGF, EGF és IGF-1
upregulédlja a PACAP-ot és a PAC1 receptort (Hashimoto et al., 2000; Jamen et al.,
2002), és Ujabb adatok szerint az IGF hatds egy részéért a PAC1 receptor
transzaktivacidja a felelés (Delcourt et al., 2007). Az agykéregben az IGF-fel és FGF-fel
egylttmikodve szabalyozza a proliferacio-differenciacio dtmenetet, ezzel a sejtciklusbdl
valo kilépést és a neuronok végso laminaris helyzetének meghatarozasat (DiCicco-Bloom

et al.,, 1998). FGF jelenlétében példaul a PACAP stimulalja a kortikalis neuronok

crer

......

NGF-fel és EGF-fel szinergizmusban szabalyozza a neuritndvekedést (Lazarovici et al.,
1998; Sakai et al., 2004). Fejlod6 chromaffin sejtekben barmelyik trophicus faktor,
koztik a PACAP is, elegend6 a neuronalis fenotipus kialakitasahoz, amit azonban
teljesen gatol a glukokortikoid-indukalta nem-neuronalis fenotipus fejlédési hatas (Wolf
és Krieglstein, 1995). A szerz6k részben ezzel magyardzzak azt, hogy a
mellékvesevelSben a sejtek tobbsége nem-neurondlis fenotipust mutat. Erdekes tovabbi
példa a hatsé gyoki ganglionok fejlédése, mely egy igen heterogén populacidja a
neuronoknak ¢és gliasejteknek, ahol ezek szorosan egymas mellett fejlddnek. Mig a
nagyméretli proprioceptorok és mechanoreceptor sejtek mar apoptozist mutatnak az elsd
fejlodési hulldm utan, addig a masodik fejléddési hullamban fejlédé kisebb méretii
fajdalom és h6érzé neuronok proliferalnak (Nielsen et al., 2004). Itt a PACAP-nak a
neuronalis progenitor sejtek differencialodast eldsegitd hatasat irtak le egyiittmikodve
mas trophicus faktorokkal, pl. CNTF, TGF1-beta, GDNF, FGF, LIF (agonista és
antagonista hatasok egyarant). Egy masik fontos tényez6, hogy a PACAP-nak melyik
receptora expresszalodik. A fejlodés soran bekovetkez6 PACAP receptor véaltast a short
és hop izoformak kapcsan irtdk le, a short forma gatolja a kortikalis prekurzorok

osztddasat, mig a hop forma stimulalja azt (Nicot és DiCicco-Bloom, 2001).
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Ennek alapjan kutatdk arra gondolnak, hogy a PACAP és receptorai kdzponti
szerepet jatszanak a kornyezeti és endogén szignalok integralasaban, melyek egyiittese az
idegrendszer normal fejlédését, és szikség esetén regenerdcidjat biztositja (Nicot et al.,
2002). Ezt tamasztja ala az a megfigyelés is, miszerint normal kortikalis neuronokon a
PACAP nem befolyasolja a BDNF expressziot, viszont excitotoxikus hatasnak vagy
szérum megvonasnak kitett neuronokban az erdteljes BDNF csokkenést a PACAP

kezelés ellenstlyozza (Frechilla et al., 2001).

A PACAP in vivo neurotrophicus hatasai

A PACAP in vivo neurotrophicus hatasair6l azonban még keveset tudunk. Els6 ilyen
Kisérletekben kimutattak, hogy a PACAP in ovo beadasa csirkeembridkba csokkenti az
apoptotikus sejtek szdmat a gerincvel6ben (Arimura et al., 1994). A PACAP cerebellum
korili subarachnoidedlis térbe valo injektalasa csokkenti a cerebellaris apoptdzist
(Vaudry et al., 1999). Neonatalis ibotenat-indukalta fehérallomany léziéban a PACAP és
VIP egyarant mérsékli a karosodast a gyulladasos folyamatok géatlasaval a VPAC1
receptorokon keresztill (Favrais et al., 2007). Mas Kkisérletekben kimutattdk, hogy
egyszeri neonatalis PACAP injekcid késlelteti a pubertast néstény patkdnyokban (Kdves
et al., 1998b; Szabd et al., 2002). A mi eredményeink is alatdmasztjak a PACAP in vivo
fejlodésben jatszott szerepét: a fejlodés korai szakaszaban alkalmazott PACAP kezelés
gyorsitotta, mig PACAP antagonista kezelés enyhén lassitotta a neuronalis fejlédést
patkanyban (Reglddi et al., 2003). A glutamat fejlddést késleltetd hatdsat a PACAP
kezelés részben ellensulyozta (Kiss et al., 2006). Csirkeembridkon végzett kisérleteink
ugyancsak meger6sitik, hogy a PACAP-nak in vivo is szerepe van az idegrendszeri
fejlodésben. Az in ovo fejlédés elso, korai szakaszaban alkalmazott PACAP antagonista
kezelés késleltette a fejldést, és tartdosan gatolta a normal szocialis magatartast (Hollosy
et al., 2004). A fejlddés késdi szakaszaban alkalmazott kezelés mar semmilyen valtozast
nem okozott, ami aladtdmasztja azon in vitro megfigyeléseket, hogy a PACAP az
idegrendszer adott fejlédési szakaszaiban eltéré hatasokkal rendelkezik, és kiilondsen
aktiv az intenziv neurogenezis és differencialodas idején. Ujabb kisérleteinkben
kimutattuk azt is, hogy hasonlé modon, a fejlédés korai szakaszédban alkalmazott PACAP

antagonista kezelés az olfactorius memdria kialakulasat is gatolja (J0zsa et al., 2005).
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Ezen in vivo hatasok hatterében huzddo molekularis mechanizmusok tisztazasa
még tovabbi kisérleteket igényel. A szocialis magatartast gatlo PACAP antagonista hatast
alatdmasztjdk a PAC1 receptor KO egereken végzett kisérletek (Nicot et al., 2004). A
szerzOk azt figyelték meg, hogy a KO egereknek teljesen megvaltozott a szocialis
viselkedése: a KO him ¢és ndstény egerek sokkal késObb mutattak interakciot, hamarabb
csokkent a szocialis érdeklddésiik, a himek az intruder tesztben sokkal Kkisebb
agresszivitast mutattak, mint a vad egerek. Masok PACAP KO egerekben figyelték meg,
hogy a KO egerek pszichomotoros aktivitasa eltérd a vad egerektdl, parzasi frekvenciajuk
is Kisebb, ami részben magyarazhatja a KO egerekben megfigyelt csokkent fertilitast
(Hashimoto et al., 2001; Shintani et al., 2002). Ezenkivll az anyai magatartas is zavart
szenved PACAP KO egerekben (Shintani et al., 2002). Ennek hatterében természetesen
nagyon 0Osszetett faktorok jatszhatnak szerepet, beleértve a fent leirt, PACAP fejlddésben
betdltott szerepének részbeni gatlasat, dsszefliggésben azzal a sok hatassal, melyet mar
PACAP, illetve PACAP receptor KO egerekben leirtak (Sherwood et al., 2007; Shintani
et al., 2003).

A PACAP JELATVITELI UTAKRA GYAKOROLT HATASA -
NEUROTROPHICUS/NEUROPROTEKTIV ES ALTALANOS
CITOPROTEKTIV HATASOK

A PACAP szamos, részben egymassal konvergald jelatviteli aton keresztll fejti Ki
protektiv hatasait. A citoprotektiv hatdsokért csaknem minden esetben a PAC1 receptor
felelds, mivel a VIP a legtobb tanulmanyban csak tobb nagysdgrenddel nagyobb
koncentracidban hatékony, amennyiben egyaltalan hatékony. Ezt mi is igazoltuk in vivo
stroke modellben, ahol a VIP nem fejtett ki protektiv hatast (Tamaés et al., 2002). A
PACAP neuroprotektiv hatdsmechanizmusaval kapcsolatban tébb  6sszefoglald
kdzlemény is rendelkezésre all (Botia et al., 2007; Somogyvari-Vigh és Reglédi, 2004;
Waschek, 2002). A f6bb molekularis hatasokat a 1V.3. tablazatban foglaltam 6ssze, ahol
az irodalmi hivatkozasok is megtalalhatok. A PACAP a PAC1 receptorokon keresztiil
aktivalja az adenilat ciklazt, és a foszfolipaz C-t, melynek hatdsara CAMP-fliggé és attol
fiiggetlen utvonalak aktivalodnak. A PKA aktivacié hatasara altalaban a védd hatasu

ERK foszforilaci6 megemelkedik, a neuronpusztulast eldsegité JNK és p38 MAPK
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foszforilacid pedig gatlddik. Ezt mi is tobb esetben igazoltuk, mint retindban glutamat
indukélta karosodaskor, endothelsejtek oxidativ stressz-indukalta apopt6zisadban és
szivizomsejtek ischaemia/reperfuzid-indukélta karosodasaban. A PKA célitvonalaban a
Rapl és Ras aktivacion keresztil is aktivalja az ERK-t, valamint a CREB foszforilaciot.
Az apoptdzis mitochondrialis Utvonalat is befolyasolja: a Bcl csalad antiapoptotikus
tagjait aktivalja (Bcl-2, Bcl-xL), mig proapoptotikus tagjait inaktivalja (Bad, Bax). Ezzel
kapcsolatban teljesen ) megfigyelést is tettiink: els6ként irtuk le a PACAP hatasat a 14-
3-3 fehérjére, melynek aktivaldsdval a Bad foszforilacidja, és ezzel inaktivalasa
novekszik, igy a Bad nem tudja megkotni és ezzel gatolni az antiapoptotikus Bcl-2 és
Bcl-xL fehérjéket. A citokrom c¢ fehérje mitokondrium bels6 membranjabol vald
felszabadulasa a citoszolban aktivalja az apopt6zis proteazokat. A Bcl csalad protektiv
fehérjéinek aktivalasa Utjan csokken a mitokondriumbdl kiszabaduld citokrom c szint a
citoplazméaban, ami tovabbi apoptozist gatldo hatassal rendelkezik. A citokrom c¢
csokkenést mi is kimutattuk retindban. A PACAP nemcsak a cCAMP utvonalon keresztill,
hanem a foszfolipdz C, inozitol trifoszfat és diacilglicerin Utvonalon keresztll is hat,
melyek kovetkeztében hasonlé célmolekuldk aktivalédnak/gatlodnak, és vegul a tobb
utvonal egymadssal konvergdlva a kaszpaz aktivitast csokkenti. A legfébb apoptdzis
effektor kaszpaz a kaszpaz-3, melynek gatlasat nagyon sok tanulmanyban igazoltak,
tobbek kozott mi is kimutattuk szivizomsejtekben és retinaban. De méas kaszpazok hatéasat
is gatolja a PACAP, ezt foleg kisagyi szemcsesejteken tanulméanyoztak. Tovabbi ttvonal
lehet a K*-csatornak gatlasa, mely a PKA, Ras, Raf, ERK utvonalon keresztiil ugyancsak
csokkenti a sejtpusztulast. A PACAP befolyasolja a citokin jelatviteli utakat is,
elsdsorban a microglia sejtek citokin termelésre €s célmolekuldikra kifejtett hatasan
keresztiil. Kimutattak, hogy a PACAP csokkenti az aktivalt microgliasejtekben a p38
MAPK aktivacidt (Lee és Suk, 2004; Suk et al., 2004), valamint gatolja a TNF-alfa, IL-
lbeta és NO felszabadulast (Delgado et al., 2003). A PACAP a kaszpaz fiiggetlen
apoptotikus Utvonalakat is gatolja, mint az AlF-t, amely a citokrom c-hez hasonl6an a
mitokondriumbdl kikerlve a cytosolba apoptotikus folyamatokat indukal. A PACAP az
AIF kidramlasat csokkentette glutamat-indukalta retina Iézidban (Réacz et al., 2006).
Mindezen hatasok egyuttesen lehetnek felelosek azért, hogy a PACAP szamos, a
sejttulélesben szerepet jatsz6 gén és transzkript expressziojat is befolyasolja. Kimutattak,
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hogy a PACAP csokkenti az apoptdzist indukaldo Amida gén expresszidjat, ndveli olyan
oxidativ stressz szintjét (Chen et al., 2006; Grumolato et al., 2003). PC12 sejtekben
szérum megvonds és PACAP hataséara olyan fehérjék novekedett expresszidjat irtak le,
melyek tovabbi szerepet jatszhatnak a sejttulélés stimulaldsadban, mig a sejtpusztulast
eldsegitod fehérjék szintje csokken (Lebon et al., 2006; Vaudry et al., 2002a). Ugyancsak
PC12 sejtekben a PACAP szamos olyan gén upregulécidjat indukélja, melyek a
neuritogenezist stimuldljak, a sejtndvekedest és differenciaciot fokozzak, illetve a
sejtmorfologiaért felelések (Ishido ¢és Masuo, 2004). Primér sympathicus
neuronkultdraban  microarray vizsgalattal 147 PACAP-modulalta transzkriptet
azonositottak, tébbek kozott ndvekedési faktorokat, sejtciklust szabalyozé faktorokat és

szamos sejtmetabolizmusban résztvevo faktort (Braas et al., 2007).
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I1V.3. tablazat. PACAP hatésai a jelatviteli molekulakra (sajat eredmények kiemelve)

Jelatviteli Ut

Sejt-és szovettipus

Irodalom

14-3-3 fehérje 1

Cardiomyocyta

Racz et al., 2008

Retina

Racz et al., 2007

Aconitaz 1 Kisagyi szemcsesejtek Tabuchi et al., 2003
ADNP 1 Kortikélis neuron/glia kultira Li et al., 2005
AIF | Retina Réacz et al., 2006
Akt 1 Kisagyi szemcsesejtek Bhave és Hoffman, 2004
Cardiomyocyta Récz et al., 2008
Retina RA&cz et al., 2007
ASK-1 | Cardiomyocyta Gasz et al., 2006b
p-Bad 1 Cardiomyocyta Gasz et al., 2006
Retina Racz et al., 2006
Bax | Neuronalis prekurzor sejtek Zhokhov et al., 2008
Bcl-2 1 Pancreas beta sejtek Onoue et al., 2008
Kisagyi szemcsesejtek Aubert et al., 2006; Falluel-Morel et al., 2004
Cardiomyocyta Gasz et al., 2006
Pancreas beta sejtek Onoue et al., 2008
Bcl-xL 1 Retina Racz et al., 2007
Cardiomyocyta Récz et al., 2008
Ca csatornak PC12 sejtek Tanaka et al., 1997
c-fos 1 Kisagyi szemcsesejtek Aubert et al., 2006; Vaudry et al., 1998
p-CREB 1 Kisagyi szemcsesejtek Bhave és Hoffman, 2004

Retina

Racz et al., 2006

Neuroblastoma F11 sejtek

Mcllvain et al., 2006

citokrdm c transzlokacio |

Kisagyi szemcsesejtek

Falluel-Morel et al., 2004

Retina

RA&cz et al., 2006

ERK 1 Kisagyi szemcsesejtek Falluel-Morel et al., 2004; 2007 Villalba et al., 1997
Kortikalis neuron/glia kultdra Li et al., 2005
Endothelsejtek Récz et al., 2007
Hypophysis follicularis sejtek Vlotides et al., 2004
Astrocita Hashimoto et al., 2003
Hippocampus Dohi et al., 2002
IL-10 | microglia Delgado et al., 2003
IJNK | PC12 sejtek Hartfield et al., 1998
Endothelsejtek RA&cz et al., 2007
Retina RA&cz et al., 2006
Hippocampus Dohi et al., 2002; Shioda et al., 1998
Kaszpéz-3 | Kisagyi szemcsesejtek Falluel-Morel et al., 2004; Vaudry et al., 2000b,

2002b

PC12 sejtek

Wang et al., 2005

Helix pomatia nyalmirigy

Pirger et al., 2008

Cardiomyocyta

Gasz et al., 2006

Retina

Racz et al., 2006

Kaszpédz 2, 6,8 |

Kisagyi szemcsesejtek

Vaudry et al., 2002b

Kaszpaz 9 |

Kisagyi szemcsesejtek

Aubert et al., 2008; Vaudry et al., 2002h,c

K csatornék gatlasa

Kisagyi szemcsesejtek

Mei et al., 2004

Olfactorius neuronok

Han és Lucero, 2005

Noxa |

Pancreas beta sejtek

Onoue et al., 2008

P38 MAPK |

Microglia sejtek

Lee és Suk, 2000; Suk et al., 2004

Endothelsejtek

RAcz et al., 2007

Hippocampus

Dohi et al., 2002

Peroxiredoxin 2 1

Kisagyi szemcsesejtek

Botia et al., 2008

Ras, Rapl 1 Kisagyi szemcsesejtek Botia et al., 2007
TNF alfa | Microglia Kim et al., 2000, Delgado et al., 2003
Gerincveld Kim et al., 2000
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PACAP upregulacio sérilések utan

Az, hogy az endogén PACAP-medialta fejlodési folyamatok idegrendszeri sériilésre tjra
aktivalodnak, mar emlitésre kerult (Waschek, 2002). Ez tébb neurotrophicus faktorra is
jellemzé (Leker et al., 2002), és a PACAP-pal kapcsolatban is szamos kdzlemény leirja.
Tébbek kdzott nervus ischiadicus atvagasnal és periférias gyulladasnal a hatso gyoki
ganglionokban mutattak ki napokon at tarté emelkedett PACAP expressziot (Zhang et al.,
1996, 1998). Hasonld upregulécidt irtak le nervus massetericus atvagasnal a nucleus
mesencephalicus nervi trigeminiben, nervus facialis atvagasa utdn a nucleus motorius
nervi facialisban és postganglionaris axotdmia utdn a ganglion cervicale superiusban
(Armstrong et al., 2003; Larsen et al., 1997; Moller et al., 1997; Zhou et al., 1999). Mi ezt
a jelenséget alacsonyabbrendiickben is vizsgaltuk: tragyagiliszta kaudalis testvég
atvagasakor a regeneracio soran erételjes PACAP expresszio novekedést talaltunk
(Vérhalmi et al., 2008). Emlds globalis agyi ischaemidban a kezdeti PACAP csokkenés
utdn napok mulva ugyancsak emelkedést figyeltek meg a hippocampus ischemiara
legérzékenyebb CA1 régidjaban, mig a legkevésbé érzekeny CA3 régidban nem talaltak
hasonl6 valtozéast (Shin et al., 2001). Agyi trauméban erdteljes PACAP upregulaciot
mutattak Ki a cortex és a gyrus dentatus tertilletén (Skoglosa et al., 1999), mig fokalis agyi
szerepet jatszO PACAP hatdsokat az utobbi id6ben idegrendszeri 1ézidban is igazoltak:
axotomia esetétn a PACAP, hasonléoan a fejlddésben tapasztaltakkal, fokozza az
axonndvekedést, és az idegi regeneraciot (Suarez et al., 2006), mig PACAP KO
egerekben az axotdmia utani regeneracio lassult (Armstrong et al., 2008). Mindezekbdl
ugy tiinik, hogy az idegrendszerben tobb PACAP-regulalta mechanizmus mintegy Ujra
aktivalodik akkor, ha valami kérosito behatas torténik. Nagyon sok esetben az ép sejtek
tulélését nem befolyasolja a PACAP, viszont karositd ingerre a sejttalélést fokozza. Ezt
mi minden, altalunk alkalmazott in vitro kisérletben megfigyeltik: a PACAP és PACAP
antagonista a normal sejtek tulélését dGnmagaban nem befolyasolta, mig karositd hatasra a
PACARP jelentds védelmet nyujtott. Kivételt képeznek a trophoblast sejtekben megfigyelt
eredmények (Id. fent). Ugyancsak megerdsitik a PACAP endogén szerepét azon
megfigyeléseink, miszerint a PACAP Onmagiban szdmos sejttulélést eldsegitd

mechanizmust indukal a retindban in vivo, mig a PACAP antagonista pedig a sejthalalt
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el6idéz6 folyamatokat aktivalja, mint pl. kaszpaz-3 (111.5. fejezet). Hasonldan, a PACAP
antagonista 6nmagaban is sulyosbitotta a retinadegeneraciot MSG-indukalta 1ézidban
(111.3. fejezet).

Antiinflammatorikus hatasok

Egy masik, a PACAP neuroprotektiv hatasaiban fontos szerepet jatszd faktor az
antiinflammatorikus hatéds. Bar a PACAP immunrendszerben Kifejtett hatdsa igen
Osszetett (Ganea és Delgado, 2002), és nem minden immunsejtben és gyulladdsos
folyamatban egyértelmi a PACAP antiinflammatorikus hatasa, jelen fejezetben az
idegrendszeri hatasokra 6sszpontositanék. Az idegrendszeri léziok soran a gliasejtek
gyorsan aktivalodnak, és stimulaljak mas gyulladasos sejtek migracidjat, sejtadhézios
molekuldk, citokinek és kemokinek fokozott elvalasztasat, melyek hatasa rendkivil
osszetett (Falus, 1998; Stoll et al., 2002). igy az ischaemia, a neurodegeneracio és a
trauma kozvetlen kdvetkezményeit is sulyosbitjak a masodlagos gyulladasos folyamatok.
A microglia aktivacio végsé kimenetele sok mas anti- és proinflammatorikus faktortol
fugg, mégis, a microglia aktivacio experimentélis gatlasa a legtébb esetben a kozponti
idegrendszeri karosodast csokkenti. A microglia sejtek szamos gyulladasos faktort
termelnek, pl. TNF-alfa, IL-1beta, IL-12, NO és tobb kemokint, melyeket a PACAP és
VIP egyarant csokkent (Abraham et al., 2003; Delgado et al., 2002, 2003; Lee és Suk,
2004). Azt is igazoltdk, hogy a PACAP gatolja a hypoxia-indukélta microglia aktivaciot
(Suk et al., 2004). Ezen hatasok tébbnyire nem a PAC1, hanem a VIP-pel kozds, VPAC
receptorokon keresztiil val6sulnak meg. Ujabb megfigyelések arra utalnak, hogy az in
vitro megfigyelt hatasok in vivo korilmények kozott is érvényesiinek (Abad et al., 2006).
Ezt mi is igazoltuk tobb, periférias gyulladdsos folyamatban: a PACAP felszabadul a
kapszaicin-érzékeny idegvégzodésekbdl és ez gatolja a gyulladaskeltd szenzoros
neuropeptidek (mint a substance P és a calcitonin gene-related peptide) felszabadulasat
(Németh et al., 2006). Tovabba igazoltuk, hogy a szisztémas PACAP kezelés az akut
neurogén (kapszaicin vagy resiniferatoxinnal kivaltott), és vegyes gyulladast
(karrageninnel kivaltott) gatolni képes a periférian (Helyes et al., 2007). Legujabb
vizsgalataink szerint periférids gyulladasos modellekben a PACAP antinociceptiv,

antihyperalgézids és antiallodinias hatassal is rendelkezik (Sandor et al., 2008). Ezen
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tanulmanyok reészletes targyalasa nem tartozik az értekezéshez, csupan tovabbi
megerdsitést adnak arra, hogy a PACAP rendelkezik gyulladasgatlé hatasokkal, és a

neurdlis eredetli gyulladasos folyamatokat is befolyasolja.

A PACAP egyéb, a neuroprotektiv hatdsokban esetlegesen szerepet jatszé hatasai
T6bb eddigi adat is arra utal, hogy a PACAP a neuroprotektiv hatasait részben nem direkt
a neuronokon, hanem az astrocitakon keresztul fejti ki. Az astrocitak expresszaljak a
PACAP receptorokat, és vannak olyan irodalmi adatok, melyek a PACAP 6 célsejtjének
az astrocitat tekintik (Hashimoto et al., 1996; Tatsuno et al., 1990, 1996). A PACAP az
astrocitak fejlodésében is szerepet jatszik (1V.2. téblazat), és szdmos faktor elvalasztasat
stimulédlja, melyek egyensulya donti el, hogy az inflammatorikus vagy a trophicus
hatasok ervényestlnek-e (Brenneman et al., 2002, 2003). Példaul a PACAP stimulélja az
IL-6-ot, mely egy inflammatorikus citokin, de agyi ischaemidban védd szerepe van
(Tatsuno et al., 1991). Részben ezzel magyarazzak a PACAP hatasat is cerebrélis
ischaemiaban, hiszen IL-6 KO egerekben a PACAP neuroprotektiv hatdsa blokkolddott
(Ohtaki et al., 2006). A PACAP stimulalja egyes neurotrophicus faktorok felszabadulasat
is az astrocitakbol, mint pl. activity-dependent neurotrophic factor (ADNF) és activity-
dependent neurotrophic protein (ADNP) (Masmoudi-Kouki et al., 2007). Legujabb
irodalmi adatok is alatamasztjdk a PACAP és az astrocitdk sokrétli kolcsonhatasat a
neuronalis védelemben (Masmoudi-Kouki et al., 2007; Shieh et al., 2008). Tovabba, a
PACAP stimulalja az astrocitak altali glutamat felvételt és lebomlast, melynek szerepe
lehet az excitotoxicitas elleni védelemben (Figiel és Engele, 2000). Azonban a reaktiv
gliosis, mely az astrocitdk krénikus aktivalasa Utjan jon létre, tovabbi ké&rosodast
eredményezhet. A PACAP-rél kimutattdk, hogy ezt a reaktiv gliosist csokkenti, az
astrocitak citoszkeletalis reorganizacidja altal (Perez et al., 2005).

A PACAP-nak szamos egyéb tulajdonsagat kimutattdk, melyek egyuttesen
hozzajarulhatnak a neuroprotektiv hatdsokhoz. Ilyen a PACAP vazodilatator hatésa,
melyet agyi ereken is vizsgaltak, és sajat vizsgalataink is megerdsitik ezt. Kimutattuk,
hogy a PACAP atmenetileg fokozza a kortikalis keringést, melynek szerepe lehet a
PACAP protektiv hatdsaban agyi ischaemidban (Reglédi et al., 2002). Ezt mas

kutatocsoportok is vizsgaltak, tobbek kozott wjsziilott malacban a PACAP erételjes
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arteriolaris vazodilataciot okoz (Lenti et al., 2007), valamint az arteria vertebralis és mas
cerebrélis erek vazodilatacidjat és ezzel a cerebralis véraramlas fokozodasat is kimutattak
(Jansen-Olesen et al., 1994; Seki et al., 1995; Uddmann et al., 1993). In vitro is erételjes
vazorelaxans hatasa van a PACAP-nak agyi erekre (Anzai et al., 1995; Dalsgaard et al.,
2003). Erdekes modon, a human vizsgalatok ellentmondéasos eredményeket mutatnak:
egyrészt kimutattak, hogy a PACAP postmortem lenticulostriatalis és arteria cerebri
posterior erekben vazodilatator hatadst (Jansen-Olesen et al., 2004), masrészt egészséges
onkéntesekben enyhén csdkkentette a cerebrélis véraramlast (Birk et al., 2007). Magas
ddzisi PACAP kezelés hasonld enyhe csokkenést okozott egér agyi keringésére (Ohtaki
et al., 2004). Ezen ellentmondasok hatterében all6 mechanizmusok tovabbi vizsgalatokat
igényelnek.

Tovabbi protektiv faktor lehet a PACAP hatésa a trombocita aggregéciora. Bar ezt
mi is vizsgaltuk, és nem talaltunk trombocita aggregaciora kifejtett hatast (Reglddi et al.,
2004), azonban mas kutatocsoportok leirtak trombocita aggregacié gatlé hatdsat a
PACAP-nak (Freson et al., 2004; Kis et al., 1999). Ugyancsak egy faktor lehet a PACAP
antioxidans hatasa, amit mi csak nagyobb ddézisi PACAP kezeléssel tudtunk igazolni
(Reglédi et al., 2004), de tobb adat is van arra, hogy a PACAP direkt, illetve indirekt
maodon antioxidans hatasi az antioxidans enzimek aktivalasan keresztiil (Botia et al.,
2008; Reglddi et al., 2004; Tabuchi et al., 2003). Legujabb vizsgalatainkban kimutattuk,
hogy a PACAP jelentdsen csokkenti a vékonybél ischaemia soran fellépd oxidativ stressz
markereket, mint a malondialdehid, és ndveli az antioxidans rendszer aktivitasat
(szuperoxid dizmutaz és glutation) (Ferencz et al., 2009).

A 6-OHDA-nal kivaltott substantia nigra degeneracioban a PACAP-pal kezelt
allatok akutan sem mutattak hypokinetikus tlineteket. Az aszimmetrikus jelek akutan
jelentkeztek, viszont a PACAP-pal kezelt allatokban 10 nappal a 1ézi6 utan megsziintek.
Az akutan sem jelentkezd hypokinesia hatterében az is allhat, hogy a PACAP fokozza az
allatok aktivitasat: icv PACAP adasa egerekben és patkanyokban is fokozott lokomotoros
aktivitashoz és agaskodashoz vezet (Masuo et al., 1995; Morley et al., 1992). Ezt a
Huntington-chorea modellben kapott eredményeink is alatdmasztjak, ahol az akutan
jelentkezé mozgaszavar nem hypo-, hanem hyperkinesia. Ebben a kisérletben a nagyobb

doézist PACAP kezelés a kontroll allatokhoz hasonléan akut hyperkinesiat
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eredményezett, mig alacsonyabb dozisi PACAP kezelésnél nem jelentkezett ez az akut
hatas. Ugyancsak hozzajarulhat a PACAP Parkinson-kér modellben tapasztalt nagyfoku
tlnetjavité hatdsdhoz az, hogy a PACAP fokozza a TH-tartalmG agytorzsi neuronélis
aktivitast, a TH aktivitast, és ezzel a dopamin szintézist (Farnham et al., 2008; Isobe et
al., 2003; Moser et al., 1999; Rius et al., 1994).

A PACAP HATASAT BEFOLYASOLO TENYEZOK VIZSGALATA

Korabbi munkainkban kimutattuk, hogy a spontan fellépé hyperthermia elkeriilhetetlen
kovetkezménye a kisérletes MCA okkluzionak, melyet késdbb masok is megerdsitettek
(Abraham et al., 2002; Reglédi et al., 2000b). A spontan hyperthermia meggyorsitja a
penumbralis terllet bevonddasat az infarctusos teriiletbe (Reglédi et al., 2000b). A
hyperthermia hatasara bekovetkezett penumbralis tertilet csdkkenése kilondsen fontos
therapias szempontbol, hiszen az elsé orakban a penumbralis teriilet csokkentése az
altalanos therapias célpont. A hyperthermia hatdsara csokkent penumbralis terilet
csokkentheti a neuroprotektiv anyagok hatékonysagat (Memezawa et al., 1995).
Korabban igazoltuk, hogy az enyhe hyperthermia, mely stroke betegekben gyakran
eléfordul, nem befolyasolja a PACAP fokalis ischaemidban kifejtett védé hatasat
(Reglddi et al., 2000c). Jelen értekezésben tobb mas, a PACAP hatasat befolyasolo
tényez6 keriilt bemutatasra. Az in vivo modellekkel kapcsolatban szamos altalanos
megfigyelést tettink, mely ugyancsak befolyasolhatja neuroprotektiv — szerek

effektivitasat.

A funkcionalis deficit értékelési szempontjai €s a neuroprotektiv hatas dsszefliggése
A neuroprotektiv hatds tesztelésénél fontos annak vizsgalata, hogy a morfoldgiai
karosodas csokkenése mennyiben tiikrozédik a funkcionalis javulasban, és ehhez a lehetd
legrészletesebb neuroldgiai vizsgalat sziikséges (Corbett és Nurse, 1998). Stroke
modellben ezért dsszeallitottunk egy 16 pontbdl allé tesztskalat, mely az irodalomban
legismertebb egyszerli teszteket tartalmazta. Azonban megfigyeléseink szerint ez a
tesztskdla nem mutat korrelaciét az infarktus nagysagaval, mely arra utal, hogy az

infarktus magjanak karosoddsat méri (Reglédi et al., 2003). Ezt igazolta a PACAP
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funkciondlis hatasanak vizsgalata fokalis ischaemiaban. A tesztskala alapjan meért
poszturalis reakciok, egyensulyzavarok, rahelyezési reflexek, spontan lokomotoros
aktivitas és izomerd, nem mutattak kiilonbséget a PACAP-pal kezelt és a kontroll allatok
kozott (Reglédi et al.,, 2002). Azonban finomabb orienticios tesztekkel a PACAP
funkciondlis javitd hatasa igazolhatd volt. Leginkabb a hatso testfél érintésére adott
valaszreakcioban volt ez a javité hatds megfigyelhetd, melynek az lehet a magyarazata,
hogy a héatso testfél kérgi reprezentacidja mar a penumbralis terlletre esik, melynek
karosodasat a PACAP kezelés csokkentette (Memezawa et al., 1992). Az infarktus
magjaban fellépd karosodés altaldban nem csokkenthetd neuroprotektiv szerekkel, és ezt
a PACAP esetében is igazoltuk. Ezen vizsgalatok arra is utalnak, hogy a megfeleld
funkcionalis tesztelés mennyire fontos a neuroprotektiv szerek effektivitasanak
értékelésekor. Az, hogy egy anyag az altalanosan alkalmazott tesztelés sordn nem mutat
javito hatast az infarktus nagysaganak csokkentése ellenére, nem feltétlenul jelenti, hogy
funkciondlis javulas nem Kiséri a neuroprotektiv hatdst. Lehetséges, hogy a rosszul
kivalasztott tesztelés az oka a negativ eredménynek, mint ahogy azt masok is felvetették
(Campbell et al., 1997; Yamaguchi et al., 1995).

A 6-OHDA 1ézi6 és a PACAP hatasanak nem- és korfliggése Parkinson-kor
modellben

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy habar a dopaminerg sejtek pusztulasanak mértéke csak
kissé volt stulyosabb idds allatokban, az akut tiinetek egy része, illetve a javulés a fiatal
allatokban Iényegesen jobb volt. Ezt masok megfigyelései alatamasztjak, miszerint idés
allatokban az aktivitasi szint joval alacsonyabb, és a pars compacta neuronjai az
Oregedéssel parhuzamosan degeneralnak (Hebert és Gerhardt, 1998). Szamos tanulmany
vizsgalta a dopaminerg rendszer korral jaré valtozasait, melyek részben magyarazzak a
megfigyelt motoros aktivitasi kilonbségeket. Tobbek kozoétt leirtdk, hogy a korral
csokken a dopamin felszabadulas (Dobrev et al., 1995; Emborg et al., 1998; Kametani et
al., 1995), a dopamin metabolizmusa (Marschall és Rosenstein, 1990) és a D1 és D2
receptor aktivacid (Gould et al., 1996). Ezzel fligg részben Ossze, hogy idds allatok
érzékenyebben reagalnak neurotoxikus kezelésekre. Ezt tobb Parkinson-kor modellben is

kimutattak. Idés egerekben MPTP adasa joval nagyobb mértékii sejtpusztulast
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eredményez, mint fiatal allatokban (Ali et al., 1993). A 6-OHDA hatasa azonban nem
ennyire egyértelmiien idés allatokban. Leirtak, hogy id0s allatokban jobban csokken a
dopamin szint a toxikus kezelés hatasara, és a kompenzatorikus mechanizmusok sem
annyira effektivek, mint fiatalokban (Marschall et al., 1983; Yurek et al., 2001). A mi
eredményeink azt mutatjak, hogy habar a dopaminerg sejtek pusztulasanak mértéke nem
kiilonbozott jelentésen az idGs allatoknal, a magatartasi jelek joval sulyosabbak voltak,
amit mas megfigyelések is aladtdmasztanak (Lindner et al., 1999).

A nemi kulonbsegek joval kifejezettebbek voltak, mint a korkilonbségek a 6-
OHDA Iézidoban. A néstény allatoknal a magatartasi tinetek sokkal enyhébbek voltak,
amit a dopaminerg sejtek pusztuldsanak kisebb mértéke is alatamasztott. Ez 6sszhangban
van masok megfigyeléseivel (Murray et al., 2003). Kiilonb6z6 idegrendszeri 1ézidkra a
néstény allatok kevésbé érzékenyek, mint pl. ischaemia és neurotrauma (Alkayed et al.,
1998; Stein, 2001; Suzuki et al., 2003). A ndi gonadalis hormonok az idegrendszeri
sérulés akut hatasat csokkenthetik és gyorsitjak a regeneracids folyamatokat (Azcoitia et
al., 2002; Merchenthaler et al., 2000). A ndstényekben a nigrostriatalis palya
miikodésében tobb nemi killonbséget is leirtak, és az 6sztrogén modulald hatasa is ismert
(Dluzen ¢és Horstink, 2003). Ez magyarazhatja azt, hogy ndstények nem annyira
érzékenyek a nigralis neurotoxinokkal szemben (Dluzen, 1997; Murray et al., 2003), ami
az altalunk alkalmazott Parkinson-kér modellben megfigyelt endogén neuroprotekciét
alatimasztja. Ennek fényében nem meglepd, hogy az ovariektomizalt allatok
érzékenyebben reagalnak a kezelésre, mig a kasztralt himeknél a 6-OHDA kezelésnek
kisebb toxikus hatasa volt. Ezt mas idegrendszeri karosodasnal is megfigyelték, mint pl.
neurotrauméaban (Bramlett és Dietrich, 2001).

Annak tukrében, hogy a 6-OHDA neurotoxikus hatasara sulyosabb léziét
mutatnak iddés allatok, mint a fiatalok, illetve himek, mint a néstények, nem meglepd,
hogy a PACAP neuroprotektiv hatéasai is eltéréek voltak. Idés himekben kevésbé tudta a
PACAP a dopaminerg sejtek pusztulasat kivédeni, és kisebb hatdsa volt a magatartasi
jelekre is, mint fiatal himekben. Nostényekben ezzel szemben csak enyhe magatartasi
javulast tapasztaltunk, a sejtpusztulasban pedig nem okozott valtozast a PACAP kezelés.

A Kkasztralt himekben ugyan a kezelés nem volt hatassal a dopaminerg sejtek szamara,
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azonban enyhe magatartdsi javulds mutatkozott, mig ovariektomizalt ndstényekben
kifejezetten mersékelte a sejtszamcsokkenést.

Az 1d6s éallatokban az endogén neuroprotektiv mechanizmusok folyamatos
csokkenést mutatnak, igy a neuroprotektiv stratégidk sem vezetnek mindig olyan
javulashoz, mint fiatal szervezetekben. Tébbek kozott csokken az antioxidans kapacitas,
az endogén scavangerek mennyisége, és ezért a szabad gyok okozta karosodasra
érzékenyebben reagal az id0s agy, mint a fiatal (Itoh et al., 1996; Mo et al., 1995; Reiter
et al., 1998). A microglia aktivacio fokozottabban jelentkezik sérlilés hatasara idds
substantia nigraban, valamint nigrostriatalis deafferentacié utdn az astrocita reakcio is
fokozottabb (Gordon et al., 1997; Sugama et al., 2003). A neurotrophicus faktorok
kevésbé képesek kompenzalni a karosodast idds korban, tobb faktornak a
kompenzatorikus emelkedése (pl. BDNF, GDNF) is elmarad id6s korban (Yurek et al.,
2001). Ezen faktorok 6sszessége magyarazhatja azokat a megfigyeléseket, miszerint a
neuroprotektiv stratégidk nem annyira hatékonyak idds korban (Collier et al., 1999;
Connor et al., 1996; Sortwell et al., 2001).

Forditva, a ndstényekben meglévé nagyobb mértékii endogén neuroprotekciod
magyarazhatja, hogy a PACAP kezelés nem volt annyira hatékony, mint himekben. Ezzel
kapcsolatban joval szerényebb irodalmi adatok allnak rendelkezésre. Csupan néhany
kozlemény szamol be hasonld megfigyelésekr6l, miszerint a himekben hatékony
neuroprotektiv kezelés ndstényekben nem vezetett eredményre. Neurotrauma modellben
irtak le, hogy a kontiizié nagyséaga joval kisebb volt néstény patkdnyokban, és ezt nem
csOkkentette tovabb a himekben rendkivil hatékony hypothermia (Suzuki et al., 2003).
Ezt a szerzOk azzal magyarazzak, hogy a nemi hormonok hasonl6 utvonalon fejtenek ki
védd hatast, mint a hypothermia, ezért a kéarosodas eleve kisebb mértékli, €s nem
fokozhat6 tovabb hypothermiaval. Masok leirtdk, hogy opioid agonistdk védenek
cerebralis ischaemidban himekben, de néstényekben nem (Chen et al., 2005; Zeynalov et
al., 2006). Egér MPTP Parkinson-kér modellben azt talaltdk, hogy a koffein csak
himekben és ovariektomizalt ndstényekben csokkentette a 1ézi6 mértékét (Xu et al.,
2006). A mi megfigyeléseink is ezen megfigyelések korét bovitik: a PACAP kezelés
hatékony volt himekben és ovariektomizalt ndstényekben, de csupan kisfokli magatartasi

javulast tapasztaltunk ndstényekben és kasztralt himekben. Bar nem tartozik szorosan
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ehhez a témahoz, de legujabb eredményeink szerint a PACAP hasonlé mértékii protektiv
hatast fejt ki szivizomsejtekben, mint a prekondicionalas, azonban a két hatas egyutt mar
nem erdsiti tovabb a protektiv hatast. Valoszinlileg mindkét kezelés hasonld
mechanizmussal miikddik és hatdsuk mar nem 6sszegzdédik (Rath et al., 2009). Mindezen
megfigyelések arra is felhivjak a figyelmet, hogy a neuroprotektiv anyagok
hatékonysagat az allatok kora €s neme jelentds mértékben befolyasoljak, és nem elegendé

fiatal him &llaton tesztelni a potencialis protektiv szereket.

A PACAP hatésa striatalis neuronpusztulasban

Kisérletiinkben bebizonyitottuk, hogy a quinolinsav 1¢zi6t megel6z6 PACAP kezelés
felére csokkentette a karosodott sejtek szamat a striatumban, megakadalyozta a
hyperaktivitas kialakulasat, és eldsegitette a féloldali 1ézi6 kovetkeztében kialakuld
aszimmetrikus jelek gyors javulasat (Tamas et al., 2006). A Kkisérlet soran észlelt
sejtkarosodas mertéke nagymértékben eltért korabban a Parkinson-kér modellben a
substantia nigra terlletén észlelt kdzel 80%-0s sejtpusztulastdél (Mokrey, 1995;
Schwarting és Huston, 1996a,b). Ez azzal magyarazhat6, hogy Kkisérletink soran a
NADPH-diaforaz festést alkalmaztuk, amely a kdzepes méretii tiiske nélkiili neuronokat
festi, amelyek relative megkiméltebbek a quinolinsav 1ézié soran (Beal et al., 1986;
Roberts et al., 1993). Azért valasztottuk mégis ezt a 1€ziot, mert az igy létrejott striatélis
karosodas modellezi legjobban az emberi Huntington-chorea pathomorfoldgiai
sajatossagait. Ezen sejtek karosodasanak hatterében az allhat, hogy az allatmodellben
alkalmazott excitatoros aminosav tulingerli a neurotraszmittereket termeld sejteket, ami a
sejtek pusztuldsa utan a betegségre jellemz6 tiinetegytittest hoz 1étre (Beal et al., 1986;
Roberts et al., 1993). PACAP kezelés hatasara megkozelit6leg fele annyi sejt pusztult el a
Iézi6 utan, mint a kontroll allatokban, ezzel magyarazhatéak a PACAP-pal kezelt allatok
szignifikansan jobb neuroldgiai tiinetei. A Parkinson-kér modellben elért eredményekhez
hasonloan itt is az alacsonyabb ddzis volt a hatékonyabb, mig a nagyobb ddzis esetében a
kontroll allatokhoz hasonld hyperaktivitast talaltunk a motoros aktivitas vizsgalata soran.
Mint ahogy azt mar a koradbbi fejezetekben részletesen leirtuk, ezen eredmények
hatterében a PACAP dozisfiiggd hatdsa (Arimura, 2003; Morio et al., 1996), valamint a
magasabb koncentracioju PACAP aktivitast fokozo hatasa allhat (Masuo et al., 1995).
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Kiilonb6zo neonatalis kezelések hatiasa az idegrendszer fejlodésére és a PACAP
hatasanak vizsgalata

A perinatalis iddszak alapvetd fontossagi az idegrendszer fejlédésében. Az ebben az
iddszakban bekdvetkez6 karositd hatasok stlyos kovetkezményekkel jarhatnak, melyek a
felnétt élet minéségét is befolyasolhatjak (Katona, 2001). A hypoxias/ischacmids és
kilonféle toxikus 1ézidk hosszutavu hatasai szamos vonatkozasban jol ismertek (Berger
¢s Garnier, 1999). Azonban a korai, kozvetlenil a posztnatdlis iddszakot érintd
valtozasokrdl keveset tudunk annak ellenére, hogy az irodalomban mér felhivtak a
figyelmet a korai elvaltozdsok prognosztikai jelentdségére (Ten et al., 2003). Ismertek az
idegrendszer fejlédését karosan befolydsold tényezdk, mint alultiplaltsdg, posztnatalis
stressz, hypoxia/ischaemia ¢€s toxikus 1éziok, valamint az idegrendszer fejlodését
eldsegitd koriilmények, mint trophicus faktorok és ingergazdag kornyezet.

Részletesen leirtuk az 0jsziilott patkdnyok idegrendszeri fejléddését neonatdlis
PACAP és PACAP antagonista kezeléseket kovet6en, valamint toxikus és hypoxias
karosodasban (I11.4. fejezet). Az 0sszeédllitott tesztskala megbizhatonak bizonyult a
neurondlis fejlodést késleltetd hatasok vizsgalatara. Természetesen az igen Osszetett
reflexfejlodési €és motoros fejlddési mintdzat alakuldsat rendkiviill sok tényezd
befolyasolja, mint a genetikai hattér, taplaltsagi allapot, kornyezeti ingerek, stressz,
maternalis hatdsok (Archer és Frederiksson, 2007; Eriksson et al., 2001; Palomo et al.,
2003; Smart and Dobbing, 1971a,b), azonban a vizsgalataink soran mindig egyidében
végzett, kevert almokkal kisérleteztiink az egyéb faktorok minimalizéalasa érdekében.
Megallapitottuk, hogy mind a PACAP antagonista, a glutamat kezelés, és a
hypoxias/ischaemias karosodas késlelteti egyes neuroldgiai reflexek és a motoros
koordinacié fejlédését. Valoszinilileg a korai idegrendszer fokozott plaszticitdsanak
koszonhetden a legtobb jelben a megfigyelési id6 végére a kezelt allatok mar a
kontrollokéhoz hasonlé teljesitményt nydjtottak. Kivételt képezett a 1épéshiba teszt, mely
soran a kezelt allatok a megfigyelési 1d6 végéig rosszabb teljesitményt nyujtottak.
Hasonld6 megfigyelést tettiink a legutdbbi vizsgalatainkban neonatalis asphyxia
modellben, ahol a késleltetés joval sulyosabb foku volt, mint a masik két 16zié modellben:
egyes reflexek 3-4 nappal is késobb jelentkeztek, azonban a tartés magatartasi zavart itt is

legjobban a 1épéshiba teszt mutatta (Kiss et al., 2009). Ellenkezéleg, neonatalis stressz
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modellben (maternalis deprivacid) nem talaltunk lIényeges eltérést a kontrollokhoz képest,
ami arra utalhat, hogy a neonatalis stressz hatasai csak késébb jelentkeznek (Farkas et al.,
2009). Hasonld6 megfigyeléseket masok is tettek, azonban ennyire 0sszetett
vizsgalatsorozatban nem szadmoltak be a hypoxia, a glutamat vagy a trophicus faktor
kezelések hatasairdl (Duboviczky et al., 1997; Squibb et al., 1981; Ten et al., 2003). A
PACAP antagonista késleltetd hatdsat tovabb megerdsiti az a leirds, miszerint a VIP
antagonista kezelés is jelentOsen késlelteti a reflexfejlédést (Hill et al., 1991). MSG
kezelésben vizsgaltuk az jdonsagkeresd magatartast is. Ebben azt figyeltilk meg, hogy a
glutamat kezelés hatasara az allatok teljesen ellentétes magatartast tanusitanak az 0j targy
jelenlétében, mint kontroll tarsaik. A kontroll allatokban tapasztalt viselkedés, miszerint
kifejezett érdeklodést mutattak az 0j targy irant, 0sszhangban van korabbi leirasokkal
(Heyser et al., 2004). Az MSG kezelés ilyen hatdsa azonban kordbban nem volt ismert.
Az eltéré viselkedés hatterében Osszetett mechanizmusok allhatnak, hiszen az MSG
kezelés ismerten tobb olyan agyterlleten is karosodast okoz, melyek ebben a
magatartdsmintaban hatassal lehetnek (pl. hippocampus, frontalis kéreg) (Gonzalez-
Burgos et al., 2001; Kubo et al., 1993).

Ezen vizsgélataink els6dleges célja az volt, hogy egy megbizhato tesztrendszert
allitsunk fel, melynek segitségével a késdbbiek soran neuroprotektiv szerek, koztik a
PACAP hatasat a neonatalis késleltetett fejlodésre vizsgalni tudjuk. A PACAP az
idegrendszeri reflexfejlédést gyorsitotta. Az, hogy ezen hatas a felnéttkorban mas
viselkedésbeli vagy kognitiv teljesitménybeli eltérésekhez is vezet-e, nem ismert,
azonban mindenképpen igazolja azt, hogy a PACAP-nak in vivo neurotrophicus hatasai
vannak. Lényeges megfigyelés, hogy a PACAP az MSG-okozta késleltetett fejlodést
enyhe mértékben csokkenteni tudta. Ez tovabbi vizsgalatok alapjat képezi, jelenleg a
PACAP kezelés hatasait vizsgaljuk hypoxia/ischaemia és asphyxia modellekben, ahol a

neurologiai késleltetett fejlodés joval kifejezettebb volt, mint a glutamat kezelés esetén.
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A PACAP SZERVEZETBEN TORTENO METABOLIZMUSA, VER-AGY
GATON VALO ATJUTASA ES LEHETSEGES DIAGNOSZTIKAI
JELENTOSEGE

A PACAP-nal, mint 38 aminosavbdl allo peptidnél, fontos kérdés a vér-agy gaton vald
atjutas, illetve a szervezetbe val6 bejutaskor a peptid féléletideje. A peptidet a dipeptidil
peptidaz IV bontja le, és nagyon rovid felezési ideje (percek) van testfolyadékokban
(Bourgault et al., 2008a). Peptidaz KO egereknél a PACAP clearance sokkal lassabb (Zhu
et al., 2003). A degradacio soran N-terminalis révidebb peptidek keletkeznek, melyek
mar bioldgiailag nem aktivak (Bourgault et al., 2008a,b). Az N-terminalis vég szlikséges
a biologiai aktivitdshoz, de a receptorkdtéshez nem, és az igy keletkezett peptidek
antagonistaként viselkednek a legtdbb esetben (Bourgault et al., 2008a,b). Ezen révidebb
fragmensek kozul a leghatdsosabb antagonista a PACAP6-38 (Vandermeers et al., 1992).
Azonban, mint sajat eredményeink mutatjak, ez sem minden sejt esetében igaz, mint pl.
trophoblast sejtek esetében, ahol azt talaltuk, hogy a PACAP6-38 teljesen hasonlé médon
aktivalja a jelatviteli utakat, mint a PACAP1-38. Ezen utdbbi kdzleményben szamoltunk
be arrol is, hogy a PACAP6-38 a tracheaban a felszabadul6 gyulladasos neuropeptidekre
is a PACAP1-38-cal agonista modon hat, és nem antagonistaként (Reglddi et al., 2008).

A gyors metabolizmus ellenére a PACAP in vivo szamos hatast fejt ki, melynek
részletes magyardzata még tovabbi vizsgalatokat igényel. A PACAP struktiraja sok
egyedulallé tulajdonsaggal rendelkezik, mely részben magyarazhatja szertedgazo
bioldgiai hatasait a gyors degradacid ellenére. Ilyen a konformacios flexibilitasa és a
foszfolipid membranokhoz vald kotédése utani nagyfoki stabilitasa, mely a tovabbi
degradaciét megakadalyozza (Komi et al., 2007; Krishnadas et al., 2003). Az utébbi
idében tomegspektrometriai és RIA analizissel mi is vizsgadlni kezdtik a PACAP
jelenlétét és metabolizmusat testfolyadékokban. Eldzetes eredményeink azt mutatjak,
hogy a PACAP magas koncentracioban talalhato az anyatejben és ellenall a
proteazoknak, aminek hatterében allé mechanizmusok még nem ismertek (Borzsei et al.,
kozlés alatt).

A PACAP atjutasa a vér-agy gaton mar régota ismert volt. A PACAP a peptid

transzport rendszer-6 segitségével jut a a ver-agy gaton, az agyban regionalis
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kiilonbségeket mutatva (Banks et al.,, 1993; Nonaka et al., 2002). A kiilonb6zo
patholdgias allapotok, melyek a vér-agy gatat dinamikusan valtoztatjak, a PACAP
transzportot ugyancsak befolyasoljak. Csokken a PACAP vér-agy gaton valo atjutdsa
endotoxémidban, kezdeti csokkenés utan ndvekszik gerincveld sériilésben, globalis
ischaemidban pedig nem valtozik a vér-agy gat PACAP permeabilitasa szemben a vér-
gerincvel6 gattal, ahol novekedés volt tapasztalhatd (Banks et al., 1998; Mizushima et al.,
1999; Nonaka et al., 2002). Sajat kordbbi eredményeink azt mutatjak, hogy fokalis
ischaemidban is valtozik a PACAP bejutasa az agyba: korai emelkedés utdn csokkenést
mértink (Somogyvari-Vigh et al., 2000). A vér-agy gaton vald atjutas és a gyors felezési
1d6 magyarazhatja azon, részben sajat megfigyeléseket, miszerint a PACAP szisztémas
hatékonysagahoz folyamatos infuzids kezelés volt sziikséges, mint pl. stroke modellben
és myelomés vesekarosodasban (Li et al., 2007; Reglddi et al., 2000). Ezzel szemben
egyszeri szisztémas adas csak enyhe hatast fejtett ki az idegrendszerben, mint pl. az
MSG-indukalta retinadegeneracios modellben (Kiss et al., 2006), ellentétben az erdteljes
lokalis hatékonysaggal. Lokalis, illetve icv kezelésekkel vizsgalatainkban jelentGs
protektiv hatast tudtunk kimutatni stroke, neurodegenerativ betegségek modelljeiben és
retinadegeneracidban egyarant (111.1., 2. és 3. fejezetek).

A Vvér-agy gat éretlensége, és ezzel feltételezhetden magasabb agyi PACAP
koncentraci6 magyarazhatja azt, hogy szisztémas PACAP kezelés jelentOs hatast fejtett ki
neonatalis szisztémas kezelésekkor sajat, és masok munkaiban (Kiss et al., 2006; Reglédi
et al., 2003; Szabo et al., 2002). Az utébbi években tanulmanyoztuk a PACAP periférias
és centralis hatdsait neurogén és nem neurogén gyulladasos folyamatokban, ahol azt
taldltuk, hogy a PACAP szint kapszaicin-szenzitiv periférids idegvégz6dések ingerlése
hatasara ndvekszik a plazméaban, és szdmos gyulladasgatlé hatést fejt ki (Helyes et al.,
2007; Németh et al., 2006; Sandor et al., 2008). Ugyancsak Uj megfigyelésink, hogy
szisztémas adaskor a PACAP a konny fehérjedsszetételét is befolyasolni képes (Gaal et
al., 2008). Az értekezéshez tartozo eredmeny, mely szerint a PACAP egyszeri szisztémas
adasa jelentdés protektiv hatast fejtett ki vese ischaemias karosodasban, a fenti
megfigyelésekhez hasonl6an magyarazhat6: a periférias szervekbe kdnnyebben bejut a
PACAP, mint a kdzponti idegrendszerbe, és azonnali aktivacios folyamatokon keresztul

hosszantartd hatast képes kifejteni (Szakaly et al., 2008).
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Szamos probalkozas van folyamatban, melyek a PACAP kozponti idegrendszeri
bejutasat, illetve nagyobb stabilitdsat igyekeznek fokozni. Legujabb irodalmi adatok
beszamolnak az agyi endothelsejtek agy-vér iranyu traszportért felel6s peptid transzport
rendszer-6 efflux komponensének azonositasarol és gatlasarol, mely a PACAP
neuroprotektiv hatasat fokozza (Dogrukol-Ak et al.,, 2008). A PACAP adenovirus-
medialta idegrendszerbe valo jutattasarol is az utdbbi idében szamoltak be, mely
therapias szempontbol jelentds lehet (Sanchez et al., 2008). Torekvések vannak arra
vonatkozéan is, hogy a PACAP szijnyalkahartydn valo felszivddasat fokozzak
mucoadhesiv  konjugacioval (Langoth et al.,, 2005, 2006), illetve inhaléciés
készitményekkel segitsek el6 a bejutast (Doberer et al., 2007). Ugyancsak igéretes €s
kivanatos probalkozés, a PACAP fragmenseinek vizsgalata, a fragmensek modositasa és
ezzel peptidaz rezisztensse tétele, valamint hatékony nem-peptid PACAP receptor
analogok kifejlesztése. Ezzel kapcsolatban is csak a legutobbi idében sziilettek
eredmények. Tanulmanyoztak kiilonb6zd olddszerekben a peptid stabilitasat (Severs et
al., 2008) és azonositottak két, kismolekulaju, nem peptid hidrazid szarmazékot, melyek
erbteljes PACI receptor antagonistak (Beebe et al., 2008). Mint mar fent emlitettem, az
N-terminalis vég roviditése a bioldgiai aktivitast csokkenti, és antagonizéalja a PAC1
receptor hatast. Ezzel szemben a C-termindlis vég roviditése a receptorialis kotést
csokkenti, de egyben stabilabb szerkezetet eredményez, mivel jobban ellendll a
peptidazoknak (Bourgault et al., 2008b). Ujabb munkainkban osszehasonlitottuk a
szervezetben el6forduld két aktiv forma (PACAP1-38 és 1-27), valamint a két
leggyakrabban alkalmazott antagonista (PACAP6-38, 6-27) hatasat retina MSG-indukalta
lézioban (Atlasz et al., 2009). Altalaban a két aktiv forma hasonl¢ bioldgiai aktivitassal
rendelkezik, bar ismert ellentétes hatas is (Kantor et al., 2000). Mi egyforma protektiv
hatast talaltunk a két aktiv forma alkalmazasakor, mig a két antagonista nemcsak az
agonistak hatasat blokkolta, hanem ©dnmagukban tovabb fokoztak az MSG toxikus
hatasat. A legutobbi idoben két olyan modositott peptidszarmazékot fejlesztettek ki
(acetyl-Ala™ Ala®®PACAP38-propylamid  és acetyl-PACAP27-propylamid), melyek
bioldgiai aktivitassal rendelkeznek, de ellendllnak a peptiddzoknak (Bourgault et al.,
2008b). Kollaboraciés kapcsolatot alakitottunk ki ezzel a munkacsoporttal az in vivo

hatekonysag tesztelése céljabol. Ezen munkék jelenleg folyamatban vannak.
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Hasonloan fontos a jovobeli human gydgyaszatban vald felhasznalhatosag
szempontjabol a PACAP diagnosztikus vizsgalata. Szamos kdzleményben leirjak a
PACAP lokalis szovetbeli valtozasait kiulonbozé6 modszerek felhasznalasaval. Néhany
kozlemény beszdmol szérumban vald mérésrdl is, ez azonban széles kdrben nem terjedt el
valoszinlileg a gyors lebomlds ¢és alacsony szérumszint miatt. Az elmult években
munkacsoportunk kidolgozott egy érzekeny és szelektiv RIA modszert (Jakab et al.,
2004; Németh et al., 2007), melynek segitségevel szdmos szdvetben vizsgaltuk a PACAP
jelenlétét és valtozasat kiilonbozoé behatasokra. Kimutattuk, hogy az agyi PACAP szint
érzékenyen reagal éhezésre, szomjazasra, gonadektomiadra és pinealektémiara. Tébb
fajban kimutattuk a PACAP el6forduldsat és valtozasait kiilonbozd ingerekre, mint pl.
tragyagiliszta ducléc atvagaskor fokozddik a PACAP expresszio, csigaban hibernacio
idején jelent6sen csokken, valamint csirke idegrendszerben napi ritmusvaltozast mutat,
azonban ezek részletezése nem képezik jelen értekezés témajat (Boros et al., 2008;
Hernadi et al., 2008; Jozsa et al., 2001, 2006a,b; Kiss et al., 2007; Németh et al., 2006;
Somogyvari-Vigh et al., 2002; Varhalmi et al., 2008). A teknds idegrendszerben
Kimutatott, a patkany hasonlé agyteruleteiben mért PACAP szinteket 10-100-szorosan
meghaladé szintek kimutatasa tartozik az értekezés témajahoz, hiszen ez egy lehet a sok
faktor koziil, mely a teknds rendkiviili anoxia tlir6képességét magyarazza (Reglddi et al.,
2001). A PACAP direkt hatasait is igazoltuk teknds retina szeleteken (Rabl et al., 2002).
Egy 2008-ban megjelent kézikdnyvben ezt, mint mar valban lehetséges protektiv faktort
targyaljak a szerzok, ami hozzajarulhat a teknds igen nagy anoxia tlir6képességéhez
(Wyneken et al., 2008). Az altalunk kifejlesztett RIA technikdval nemcsak szoveti
PACAP szinteket tudunk mérni, hanem segitségével patkany és human szérumban, és
anyatejben is megbizhatéan tudunk PACAP szintet mérni (Borzsei et al., kozlés alatt;
Helyes et al., 2007). A jovében ennek tovabbfejlesztése és klinikai alkalmazhatosaganak
vizsgalata a célunk. Mindezen eredmények és torekvések arra utalnak, hogy igény van
arra, hogy a PACAP igeretes neuroprotektiv és egyeb hatdsait human gyogyaszatban is
hozzaférhetdvé tegyék, és reményt adnak arra, hogy az allatkisérletekben tapasztalt

hatdsoknak a human gyogyaszat is hasznat veszi.
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V. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kisérletes stroke modellben igazoltuk a PACAP neuroprotektiv hatasat permanens
fokalis agyi ischaemidban, intracerebroventrikularis beadas esetén. Részletes funkcionalis
vizsgélattal megallapitottuk, hogy a leggyakrabban vizsgalt neuroldgiai tiinetek az
infarktus magjanak karosodasabdl adddo 16zid sulyossdgat jelzik. A neuroprotektiv
szerek altalaban, igy a PACAP is, a penumbralis teriilet csokkenéséhez vezetnek, ezért a
leggyakrabban alkalmazott tesztek a neuroprotektiv szerek vizsgalatara csak limitaltan
alkalmazhaték. PACAP esetében finomabb orientacids tesztekkel kimutattuk, hogy a
peptid nemcsak az infarktus nagyséagat, hanem a funkcionalis karosodast is képes
csokkenteni. Ezenfelll igazoltuk, hogy a PACAP atmenetileg fokozza a lokalis agyi

véraramlast.

2. A Parkinson-kor modelljeként hasznalt substantia nigra karositott allatokban részletes
magatartasi és morfoldgiai analizissel kimutattuk, hogy a 1ézié kimenete nagymértékben
fligg a kortol és nemtdl. Legnagyobb kéarosodast a fiatal és id6s himek mutatnak, mig
nbstényekben a dopaminerg sejtek pusztuldsa és a magatartasi zavarok is joval
enyhébbek. Idds allatokban, mindkét nemben a dopaminerg sejtek pusztuldsanak mértéke
nem kilonbozik a fiatalokétol, de a funkcionalis karosodas sulyosabb. Hasonl6an, az
ovariektémia nem befolyasolja a sejtpusztulas mértékét a substantia nigraban, azonban a
spontan funkciondlis javulas nem olyan mértékli, mint nem ovariektomizalt
ndstényekben. A kasztracié a himekben csokkenti a dopaminerg sejtek pusztulasat, de ez

nem tiikr6zédik funkcionalis javulasban.

3. Parkinson-kor modellben igazoltuk, hogy a PACAP jelent6s neuroprotektiv hatassal
rendelkezik 6-OHDA-indukalta substantia nigra roncsolasban. Kimutattuk, hogy a
neurotoxikus 1€zi6 eldtt a substantia nigraba beadott PACAP megvédi a dopaminerg
sejtek kozel 50%-at a substantia nigraban, és a sejtek csaknem 100%-at a ventralis
tegmentalis aredban, a kontroll oldallal dsszehasonlitva. A PACAP-pal kezelt allatok
szignifikansan jobban teljesitenek a magatartési tesztekben, nem mutatnak sulyos
hypoaktivitasi jeleket, és az aszimmetrikus tlneteik is szignifikdnsan gyorsabban
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javulnak, mint a kontroll csoportban. lgazoltuk, hogy a PACAP neuroprotektiv hatasa
fligg a kortdl és a nemtdl. Legkifejezettebb fiatal és id6s himekben. NOstényeknél a
sejtpusztulds mértékét nem befolydsolja a PACAP kezelés, de enyhe magatartasi javulast
eredményez. A substantia nigra 1éziot megel6z6 PACAP kezelés kasztralt himekben csak
a magatartasi jeleket javitja kis mértékben, mig ovariektomizalt ndstényekben a

dopaminerg sejtek pusztulasat is csokkenti.

4. Bizonyitottuk, hogy a quinolinsav 1éziot megel6z6 PACAP kezelés felére csokkenti a
karosodott sejtek szamat a striatumban, megakadalyozza a hyperaktivitas kialakulasat, és

eldsegiti a féloldali 1€zi6 kdvetkeztében kialakuld aszimmetrikus tiinetek gyors javuldsat.

5. A PACAP kezelés erdteljes retinoprotektiv hatdsat igazoltuk glutamat indukalta
ujsziilottkori retinadegeneracioban és felndttkori bilaterdlis carotis lekotéssel kivaltott
ischaemias karosodasban. Igazoltuk az endogén PACAP védd hatasat, mivel a PACAP
antagonista kezelés a toxikus 1ézidt tovabb sulyosbitja. TeknOs idegrendszerében az
emlGsével osszehasonlitva 10-100-szoros PACAP koncentraciot mertiink. Horizontalis
sejtek fényvalaszai alapjan igazoltuk, hogy a PACAP jelentds retinoprotektiv hatast fejt

ki oxigénmentes kornyezetben a teknds retinaban.

6. Patkany 1jsziilottkori idegrendszeri fejlodését vizsgalva kimutattuk, hogy a neonatélis
excitotoxikus 1€ézi6 jelentdsen késlelteti a neuronalis fejlodést és teljesen megvaltoztatja
az Ujdonsagkeresd magatartast. Részletesen leirtuk az Gjszildttkori hypoxias/ischaemias
karosodas idegrendszeri fejlddést késleltetd hatasat is. A PACAP fejlodésben kifejtett
szerepét in vivo vizsgalatokkal igazoltuk. Ujsziilottkori PACAP kezelés az idegrendszer
fejlodését serkenti, mig PACAP antagonista enyhén gatolja. Az idegrendszer
fejlodésének MSG-indukalta késését a PACAP kezelés csokkenti. In ovo csirkeembriok
PACAP antagonista kezelésével igazoltuk, hogy a PACAP embrionélis gatlasa atmeneti

aktivitasi elteréseket eredményez és tartds negativ hatasa van a szocialis magatartasra.

7. A neuroprotekcid molekuléris hatasmechanizmusat vizsgalva igazoltuk, hogy a

retinaban kifejtett védo hatas hatterében a PACAP erdteljesen antiapoptotikus hatasa 4ll.
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A PACAP in vivo gétolja a proapoptotikus jelatviteli utakat és serkenti az antiapoptotikus
molekulakat. In vivo a PACAP csokkenti a proapoptotikus jelatviteli molekulak, a JINK,
és kaszpéz-3 aktivacios szintjét, valamint az AIF és citokrom c transzlokaciot a retindban,
illetve noveli az antiapoptotikus foszfo-ERK, foszfo-CREB eés foszfo-Bad szintjét.
Els6ként igazoltuk a PACAP hatasat a PKA/Bad/14-3-3 jelatviteli dtvonalra. Fokalis
cerebrélis ischaemiaban a PACAP in vivo antiapoptotikus hatasat is észleltiik. Tovabba
kimutattuk, hogy a PACAP igen széles koncentracidtartomanyban csokkenti a PC12

sejtek apoptozisat, de ez a hatas jelentésen mérséklédik PKA mutans sejtekben.

8. lgazoltuk, hogy a PACAP nemcsak neuroprotektiv, hanem altalanos citoprotektiv
hatasokkal is rendelkezik. Vese ischaemidban szisztémas PACAP kezelés jelentésen
csokkenti a mortalitast és a tubuléris karosodas mértéket. Igazoltuk, hogy a PACAP
szivizom- és endothelsejtekben, valamint egy gerinctelen faj (éti csiga) nyalmirigyében
antiapoptotikus hatassal rendelkezik. A proapoptotikus jelatviteli utakat gatolja, mig az
antiapoptotikus jelatviteli utakat serkenti. Szivizomsejtekben igazoltuk, hogy a PACAP
gatolja a sejtpusztulast elsegité citokrdm c transzlokaciot és a kaszpaz-3 aktivaciot,
valamint serkenti a véd6 PKA/Bad/14-3-3, PKA/Akt/14-3-3 Utvonalakat és aktivalja a
Bcl-xL-t és Bcl-2-t. Endothelsejtekben a PACAP noveli a védd hatasu ERK aktivaciot,
mig gatolja a proapoptotikus JNK és p38 MAP kinazok aktivaciojat.

9. Trophoblast sejtekben kimutattuk, hogy a PACAP, szemben mas sejtekben tapasztalt
védd hatdsaval, nem citoprotektiv. Ellenkezdleg, a PACAP potencirozza az oxidativ
stressz és in vitro hypoxia karositd hatasat. Mindennek hatterében az allhat, hogy a
trophoblast sejtekben eltérnek a jelatviteli utak a mas, vizsgalt sejtekben leirtaktol. Azt is
kimutattuk, hogy a PACAP6-38 trophoblast sejtekben nem antagonistaként, hanem

agonistaként viselkedik.

Az eredmények hasznosithatosaga
Az értekezésben foglalt eredmények alapkutatas jellegiiek, melyek soran nagy populaciot
érintd, tobbfajta betegség (stroke, Parkinson-kor, Huntington-chorea, retinadegeneracio

és toxikus Ujszilottkori karosodas) allatkisérletes modelljében igazoltuk a PACAP
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neuroprotektiv hatdsat. A vizsgélatok soran tobb, magat a modellt érintd megfigyelést
tettlink, mely segitheti méas neuroprotektiv szerek hatékonyabb allatkisérletes tesztelését.
Igazoltuk tovabba, hogy a PACAP nemcsak az idegrendszeri karosodast mérsékli, hanem
endothel és szivizomsejtkarosodasban in vitro, és vese ischaemiaban in vivo is protektiv
hatast. A perinatalis idegrendszeri karosodasokat vizsgalva részletesen leirtuk tébb
karosito tényezo idegrendszeri fejlodést késleltetd hatasat, mely a jovében kidolgozando
protektiv eljarasok tesztelésének alapjaul szolgélhat. Leirtuk az in vivo neuroprotektiv
hatas hatterében all6 molekuldris mechanizmusokat. Ezek megismerése tovabbi, a
PACAP receptorokon hatd, vagy mas, hasonldé mechanizmussal miikodé molekulak
kifejlesztéséhez nyujthat hatteret. A kozelmultban elkezdett PACAP analégokkal és
fragmensekkel torténd vizsgalatok atvezetést jelenthetnek a human alkalmazhatdsag felé.
Tovébbi terveink kodzott szerepel nem-peptid analdgok Kifejlesztése és tesztelése.
Munkacsoportunk jelenleg is folytat olyan Kkiserleteket, melyek a PACAP endogén
neuroprotektiv és altalanos protektiv szerepének feltarasaval remélhetéleg elésegitik a

human diagnosztikaban is alkalmazhato vizsgalatok kidolgozasat.
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Koszonetnyilvanitas
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szellemben élvezet a munka. Els6sorban volt Ph.D. hallgatéimnak, jelenlegi
munkatarsaimnak koszondm az egyutt végzett munkat: Tamas Andrednak, aki
rekordsebességgel védte meg Ph.D. értekezését, és er6t adott ahhoz, hogy elinditsuk
itthon a neuroprotektiv munkacsoportot; Kiss Péternek, aki a kdzelmultban védte meg
Ph.D. értekezeset, és aki faradhatatlanul tesztelte mar hallgaté koraban is a kisallatokat;
Réacz Boglarkanak, aki kimerithetetlen energidval méri a sejtek apoptozisat és jelatviteli
uatjait, és aki nélkul a molekularis biologiai kisérletek nem val6osulhatnanak meg. A
munkacsoport tovabbi tagjainak, Lubics Andreanak a szOvettani értékelésben végzett
munkajat, és Horvath Gabriellanak a molekularis biologiai Kisérletekben nyujtott
segitségét koszonom. Ezenkivil kdszonettel tartozom a sok TDK hallgatonak, valamint a
jelenlegi Ph.D. hallgatoknak, akik mindig lelkesedéssel és precizen végezve munkajukat,
nagyban hozzajarultak a Kisérletek sikeréhez: Farkas Jozsef, Horvath G&bor, Hauser
Didna, Sz6gyi Donét, Horvath Zsuzsanna, Frank Falko, Anita Stepien, Florian
Zimmermann, Szalai Milan, Banki Eszter, Csanaky Katalin, Gaal Valéria és Brubel Réka.
Bar hivatalosan nem tartoznak munkacsoportunkhoz, mégis, az évek oOta tartd nagyon
szoros egyiittmiikodés €s rengeteg segitség miatt a munkacsoport tagjainak tekinthetdk a
PTE TTK Kisérletes Allattani és Neurobioldgiai Tanszék munkatarsai, Atlasz Tamas,
Szabadfi Krisztina és Babai Norbert, akik nélkil a retindn végzett kutatdsok nem lettek
volna lehetségesek, és akik lelkesedése és munkabirdsa nagyban hozzajarult a projektek
sikeréhez. Vezetdjiik Gabriel Robert, aki mindig is tAmogatta a koz6s munkat, s nagyban
segitette szakértelmével a retinan végzett kisérleteket. Rabl Katalinnak és Vigh J6zsefnek
a teknls kisérletek elvégzésében nyujtott segitégért tartozom koszonettel. A csirke
kisérletekben végzett munkaban készondm Joézsa Ritanak és Hollésy Tibornak a sok
segitséget.

Koszonom az PTE AOK Anatomiai Intézet vezetdinek és munkatarsainak, hogy
munkdmat mindig tdmogattdk. Lengvari Istvannak, aki gyakorlatvezetdmként az
anatomiat megszerettette velem, aki lehetOséget biztositott az intézetben folyé TDK
munkara, és Ph.D. témavezet6ként mindig timogatott. K6szondm Seétalo Gyorgy es
Csernus Valér intézetvezetoknek a belém vetett hitet €s tdmogatast. Kiilon kdszonettel
tartozom még Horvath Juditnak és Gaszner Baldzsnak a rengeteg 6nzetlen segitségért.
Csernus Valérnak és munkatarsainak, Faluhelyi Nandornak és Nagy Andrasnak kalon
kdszbnom az egyiitt végzett kisérletes munkat. Koszondm a kisérletes munkaban nyujtott
asszisztenciat Dittrich Erzsébetnek és Szelier Martanak.

Tovabba szeretnék kdszonetet mondani annak a sok-sok embernek, barataimnak, akikkel

kollaboracids kapcsolatot épitettiink ki, és akik segitségével a szertedgazOd témaju
kutatasok megvalosulhatnak:
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Ifj. Gallyas Ferencnek, Boronkai Arpadnak és Siimegi Balazsnak a Biokémiai és Orvosi
Kémiai Intézetb6l a molekularis bioldgia mérésekben nyujtott segitségukért és Mark
Laszlonak, a tomegspektrometriai mérések szakértdjének.

Helyes Zsuzsannanak és munkacsoportjanak a Farmakoldgiai és Farmakoterpiés
intézetbdl, akikkel a PACAP gyulladasban és fajdalomban jatszott szerepét vizsgaljuk,
valamint a PACAP huméan mintakban vald kimutatasat.

Doczi Taméasnak, Buki Andrasnak és munkatarsainak az ldegsebészeti Klinikardl, a
PACAP trauma modellben torténd vizsgalataban nyujtott segitségért.

A Sebészeti Oktato és Kutatdintézetbdl Gasz Balazsnak és Ferencz Andreanak a sziv és
bél szdvetekben végzett kisérletekért, a Sebészeti Klinikarol Szakaly Péternek, aki nélkil
a vese Kkisérletek nem valdsultak volna meg, valamint Szantdé Zalannak az agyi
veraramlas mérésében nyujtott segitségéert.

Németh Jozsefnek, a Debreceni Egyetem Farmakologiai intézetébdl, akinek segitségével
Az MTA Balatoni Limnoldgiai Kutatdintézetbdl elsésorban Pirger Zsoltnak és Kiss
Tibornak, a PACAP alacsonyabbrendii szervezetekben kifejtett hatasainak vizsgalatéért,
valamint Hernadi Laszldnak és Elekes Karolynak a sok segitségert.

A PTE TTK Altalanos Allattani Tanszékér6l Molnar Laszl6, Boros Akos, Pollak Edit
munkajat koszonom, a PACAP alacsonyabbrendii szervezetekben vald hatdsanak
vizsgalataban.

A SZTE-r6l Toth Gabor professzornak, aki a PACAP-ot és fragmenseit szintetizélja,
valamint Bari Ferenc professzornak és kutatdcsoportjanak, akivel a diazoxid
neuroprotektiv hatasait vizsgaltuk.

Kdsz6ndm New Orleansi munkatarsaimnak, Akira Arimura intézetvezetd professzornak,
aki a PACAP-ot felfedezte, igazan megszeretette velem ezt a témat, és hazatérésem utan
is sokat segitett. Tovabbad Somogyvari-Vigh Aniko, Vigh Séandor és Kozicz Tamas
rengeteg segitséget nyujtott a neuroprotektiv kutatdbmunka kezdetén.

Ha nem is kozvetlenil a munkaban nyujtott segitségért, de kdszonettel tartozom
tanitvdnyaimnak a szeretetért, amivel akkor is erdét adnak a munkahoz, amikor a

kisérletek nem mennek.

Végul, de nem utolsésorban, kdszéndm csaladomnak, édesanyamnak, Kislanyomnak és
férjemnek a tamogatast es a tlirelmet, valamint nagyon sok baratomnak, akik segitettek.
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