EGYETEMI DOKTORI (PH.D.) ERTEKEZES

Az endogén hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)
hianyanak vizsgalata génkiiitott egerek

hallorendszerében, érrendszerében és fogfejlodése soran

Dr. Fiilop Balazs Daniel

= s R
= r!1 3 r!1 §

-

W i

8
=
©
=
W
-

-

*

=

W
e
oS

112.% e &0’

u

Témavezeto: Dr. Tamas Andrea, egyetemi docens

Programvezeté: Dr. Reglodi Dora, egyetemi tanar

Doktori iskola vezetdje: Dr. Szekeres Julia, egyetemi tanar

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatomiai Intézet

2020



Tartalomjegyzék

ROVIAIESEK JEZYZEKE ...t 4
L BEVEZEIES ... s )
1.1. A PACAP eloforduldsa €s hatdsai..........ccoceeiiiiiiiiniiiiiicicec e 5
1.1.1. Neuroprotektiv, neurotrofikus, citoprotektiv hatdsok ............cccccoovrinnnnnn. 5)
1.1.2. A PACAP érzékszervekben betOltott SZEIrepe .......cccvevvvrvinveiiiiiiiciieie 6
1.1.3. A PACAP regulacios funkciO........couerviiiieiiiiiiiesie e 6

1.2. A PACARP 1Z0fOrmai €8 T€CEPLOTAL ... .eeruvieiiriiiieiiie it esiee st 7
1.3. A PACAP hatasat kozvetitd intracellularis jelatviteli utak............cccooviiiiiinnn, 8
1.4. A PACAP el6fordulésa és hatdsai a hallorendszerben.............ccoccovviiiiiiiiinnnnn, 10
1.4.1. A PACAP ¢és PACI receptor eléfordulasa a belsd fiilben............cccueeee. 10
1.4.2. A PACAP és PACI receptor eléfordulasa a hallopalya magjaiban .......... 13
1.4.3. A PACAP hatésa a belsd fiil fehérjeprofiljara........cccccevviiiiiniinicninnnn. 15
1.4.4. A PACAP hatéasa bels0 fiilbol keésziilt sejtteny€szeten..........cccovvvrvereenne. 16

1.5. APACAP szerepe a fogfejlodésben ..........ccouviiiriiiniiinieieic e 17
1.5 1. A OGIEJIOAES ....voieeiieieee 17
1.5.2. A PACAP el6fordulésa fog és parodontalis mintakon ............c.cecevrvennene. 18

1.5.3. A PACAP ¢s a fogfejlodésben résztvevo jelatviteli utvonalak ................. 18

1.6. A PACAP szerepe a cardiovascularis rendszerben..........ccccccoecvvveviiiinienienenn, 21
1.7. A PACAP-génkiiitott (KO) egerek vizsgalata ..........ccovvvviiieiiiiiiiiiinie, 22
1.7.1. A hallérendszer vizsgalata PACAP KO egerekben.............ccccovvviiiiennnnn, 23
1.7.2. A PACAP-génkiiitott egerek fogfejlodése ..., 23
1.7.3. A PACAP-génkiiitott egerek cardiovascularis rendszere.............cccoveunee. 25

1.8. APACAP €5 aZ OregedeS......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieise e 25

L CRIKITAZES ...ttt 26
1. Anyagok €s MOASZEIek ........cccviiiiiiiiiiiiiii s 27



3.1. A hallorendszer funkcionalis vizsgalata ABR modszerrel ..........ccooevviiiiicnnnn. 27

3.2. Idegsejtaktivacié mérése a hallopalya magjaiban — c-Fos immunfestés............. 27
3.3. Idegsejt szamolas a cochlearis magok teriiletén — NisSI-festés..........ccocvvvrinnnnn. 30
3.4. PACI receptor immunfestés a hallopalya magjaiban ...........cccocevviiiiiiiiinnnn. 30
3.5. Fehérjeprofil analizis ductus cochlearisbOl.............cooiiiiiiiiiniiiiiiiiiiciice 31
3.6. A Notch jelatviteli ut elemeinek vizsgalata molaris fogakon ............cccevivnennne. 33
3.7. APACAP1-38, PACAP1-27, VIP vazorelaxacios hatasanak vizsgalata ........... 34
3.8. APAC1, VPACL, VPAC?2 receptorok mRNS-ének kimutatasa ..............ccco.e... 36
3.9. APACI, VPACI1, VPAC?2 receptorfehérjék Western-blot analizise.................. 37
BL10.SHALISZEIKA .....vcveceiec e 38
IV EredmMENYEk ...c..coeiieiiieiieii e 39
4.1. A hallorendszer funkcionalis vizsgalata ABR modszerrel ...........cocevveiiinennn. 39
4.2. 1degsejtaktivacio mérése a hallopalya magjaiban — c-Fos immunfestés............. 39
4.2.1. CoChlearis Magok ..o 39
4.2.2. A hallopalya centralis atkapcsold Allomasai..........cccoevecvvrveiiiiiciicniciene 41
4.3. ldegsejt szamolas a cochlearis magok teriiletén — Nissl-festés.........ccocevvvrnnnnnn. 46
4.4. PACI receptor immunfestés a hallopalya magjaiban ............ccccoeviiiiiniennnnnne, 47
4.5. Fehérjeprofil analizis belsé fiil ductus cochlearisabol .............cccovvveiiiiieninnnne 48
4.6. A Notch jelatviteli itvonal valtozasai PACAP KO egerek fogaiban.................. 51
4.6.1. A Notch receptorok vad, HZ és KO egerek Orléfogaban ..............ccoeueeee. 51
4.6.2. A Notch ligandok vad, HZ és KO egerek 6rléfogaban ...........ccccvevvennnne. 51
4.6.3. A Notch intracellularis elemei vad, HZ és KO egerek drléfogaban.......... 51

4.7. APACAP1-38, PACAP1-27, VIP vazorelaxacios hatdsa vad és KO egerekben56

4.8. PACI1, VPACI és VPAC2 receptor mRNS és fehérje az érrendszerben............ 57
VL MEEDESZELES ... s 59
5.1. A PACAP KO egerek hallasvizsgalata ...........cccoovviiiiiiiiicniee e 59
5.2. A PACAP KO egerek fogfejlodese. .......ccovimiriiiiniiiiiiiiiiinie e 66



5.3. APACAP KO egerek €rrendSZere ........ccuiuerieieriieieeseeie e siesseesieesiesnee e e 73

5.4, KONKIUZIO ...ttt 75
VL. Uj eredmények 0SSZefOglalasa............c.eueuereereerereieiesiesiesessesesesesssssessessesssseenen, 76
VIL KOSZONENYIIVANTLAS ...cuviivviiiieiiciciecieei s 77
VIIL TrodalomjEZYZEK ......cccviiiiiiiiieiiiieiee e s 78
IX. Az értekezés alapjaul szolgdlo kozlemények €s a szerzo tovabbi publikacioi ......... 89

9.1. Az értekezés alapjaul szolgdlo kozlemények........ccccoocvviviiiiiiiiiiiiiic, 89

9.2. A szerzd tovabbi tarsszerz0s KOzIemeényei.........ccovvvveiiiiiieiiiniie e 89

9.3. A Szerzd tarsszerz0s KONy VICJEZete. .......cuveiuviiiieiieiiiee e 91



Roviditések jegyzéke

AC: adenilat-ciklaz

ABR/BERA: agytorzsi kivaltott valasz vizsgalat
Akt (PKB): protein-kinaz B

ANOVA: analysis of variance - variancia analizis
ATF2: aktivalo transzkripcids faktor 2

AUL: primér hallokéreg

Bad: Bcl-2 asszocialt halal promoter

Bcl-2: B-sejtes lymphoma protein 2

Bcl-xL: B-sejtes lymphoma protein — extra large
BLC: B-lymphocyta kemoattraktans

BMP: csont morfogenikus protein

CA: arteria carotis communis

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CGM: corpus geniculatum mediale

ChAT: kolin-acetiltranszferaz

ClI: colliculus inferior

CREB: cAMP reszponziv elem koté protein
CSL:
CXCL12: C-X-C motif chemokine 12

DAB: 3,3-diaminobenzidin

DAG: diacilglicerol

DAPI: 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DBH: dopamine B-hidroxilaz

DCN: nucleus cochlearis dorsalis

DLL1, 3, 4: Notch ligandok (Delta-like ligand1, 3, 4)
DPPIV: dipeptidyl-peptidaz-4

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

CSL transzkripcios faktor

EGTA: tritilén-glikol-diamin-tetraecetsav

ERK: extracellularis szignal regulalt kinaz

FA: arteria femoralis

FGF: fibroblaszt novekedési faktor

Glil: glioma-asszocialt onkogén 1

GluR2/3: glutamat receptor 2/3

HE: hematoxylin-eosin

HZ: heterozigota PACAP-génkiiitott

IGFBP: inzulin-szerti novekedési faktor kot6 fehérje
i.p.: intraperitonealis

IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

JC-1: mitochondrialis membran-potencial assay kit
JNK: c-Jun N-terminalis kindz

KO: homozigota PACAP génkiiitott (knock-out)

LF: lunatic fringe

LSO: oliva superior, nucleus lateralis

Mam: mastermind

MNTB: corpus trapezoideum, nucleus medialis
MSO: oliva superior, nucleus medialis

MTT: dimetiltiazol-difeniltetrazolium-bromid

NDS: normal szamarszérum

NFxkB: nuklearis faktor-kappa B

NGS: normal kecskeszérum

NICD: Notch intracellularis domén

NLL: nuclei lemnisci lateralis

Numb: Numb fehérje

p38MAPK: p38 mitogén-aktivalt protein-kinaz
PACL1: a PACAP 1l-es tipust receptora

PACAP: hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PACAP1-27: a PACAP 27 aminosavbdl allo formaja
PACAP1-38: a PACAP 38 aminosavbdl allo formaja
PBS: foszfatpufferes sdoldat

PBST: foszfatpufferes sooldat 0,1% Tween 20-szal
PF4: thrombocyta faktor 4

PIP,: foszfatidil-inozitol 4-5-biszfoszfat

PI3K: foszfatidil-inozitol 3-kinaz

PKA: protein-kinaz A

PLC: foszfolipaz C

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

PTCHL1: Protein patched homolog 1 fehérje
RT-PCR: reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio
RUNX2: Runt-kapcsolt transzkripcios factor 2
SDS-PAGE: SDS poliakrilamid gélelektroforézis
SEM: standard error of mean; standard hiba

Shh: Sonic Hedgehog gén

SOC: oliva superior complex

TACE: TNF-a konvertal6 enzim

TF: szoveti faktor

TNF-a: tumor nekrézis faktor a

VCN: nucleus cochlearis ventralis

VIP: vazoaktiv intestinalis polipeptid

VLPN, VMPN: nucleus periolivaris ventrolateralis/medialis

VNTB: corpus trapezoideum, nucleus ventralis
VPACL, VPAC2: vazoaktiv intestinalis peptid receptorok
VT: vad tipus

WNT: wingless-related integration site
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. Bevezetés

A Ph.D. értekezésem alapjaul szolgalo kutatasok soran hypophysis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid (PACAP)-génkiiitott egerekben vizsgaltuk, hogy az endogén
PACAP hianya milyen modon befolydsolja kiillonb6z6 szervrendszerek mukodését. A
kutatécsoport munkija folyaméan szinte minden szervrendszert alapos vizsgalatnak
vetettiink ala fiziologias koriilmények kozott, oregedéses modellben és sok esetben
karositd hatasokat kovetden. Ph.D. hallgatoként a legtobb PACAP-génkiiitott egeret
érint6 kutatasban részt vettem az elmult 7 évben, tobbek kozott az egértenyészet
fenntartasa is az én feladatom. Ertekezésembe ezen vizsgalatok koziil a hallorendszerrel,

az érrendszerrel és a fogfejlédéssel kapcsolatos legujabb eredmények keriilnek leirasra.
1.1. A PACAP eléfordulasa és hatasai

A PACAP-ot 1989-ben izolaltak Arimura és munkatarsai (Miyata et al., 1989)
birka hypothalamusbol. Tagja a  vazoaktiv intestinalis polipeptid
(VIP)/gliikagon/szekretin peptidcsaladnak, szerkezete a VIP-vel 68%-os homoldgiat
mutat. Nevét a hypophysisben kifejtett hatasardl kapta, miszerint az adenilét-ciklaz
(AC) stimulalasaval emeli a hypophysis sejtjeiben a cAMP szintjét. Az elmult évek
kutatdsai azonban bebizonyitottak, hogy mind eléfordulasdban, mind funkcioiban

tulmutat ezen hatasokon (Reglddi és Tamas, 2016).
1.1.1. Neuroprotektiv, neurotrofikus, citoprotektiv hatdisok

A PACAP legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben és az endokrin
szervekben fordul el6. Nagy mennyiségben megtaldlhaté mind a kdzponti, mind pedig a
periférias idegrendszerben, ahol legel6szor neurotrof és neuroprotektiv hatésait irtak le
(Botia et al., 2007; Reglddi és Tamas, 2016). A PACAP mind a gerinctelenek, mind a
gerincesek szervezetében jelen van, és védd funkciokat lat el kiilonb6zo sejt- vagy
szOvetkarositd  hatdsokkal = szemben.  Protektiv ~ funkcidit  antiapoptotikus,
antiinflammatorikus ¢és antioxidans hatdsainak koszonheti. Szamos degenerativ
idegrendszeri betegségben, valamint cerebralis iszkémia modellben is kimutattdk védo
szerepét (Ohtaki et al., 2008; Reglddi et al., 2011, 2018d). Citoprotektiv funkcidi mas
szervrendszerekben is ismertek, példaul a bélrendszerben, a vesében és a

cardiovascularis rendszerben is (Szakaly et al., 2011; Horvath et al., 2016).



1.1.2. A PACAP érzékszervekben betéltott szerepe

A PACAP az idegrendszerhez mind funkcionalitasaban, mind fejléddéstandban
szorosan kapcsolodo érzékszervekben is protektiv hatdsokkal rendelkezik. Ismert, hogy
a PACAP az érzékszervek sejtjeinek a szaporoddsat is befolydsolja (példaul a
szaglorendszerben vagy retinoblasztomaban) (Hansel et al., 2001; Wojcieszak és
Zawilska, 2014). A kifejlett szaglorendszerben a PACAP el6fordulasat szamos ponton
kimutattdk: noveli az intracellularis Ca®*-szintet és karositd hatisok esetén védi a
szagloham sejtjeit (Lucero, 2016). A peptid retinoprotektiv hatasai jol ismertek, a retina
kiilonb6z6 karosodasa esetén a PACAP védé hatasa mind morfologiai, mind
funkcionalis, mind pedig molekularis szinten kimutathatd. In vivo intravitrealis PACAP
adasa csokkenti a karosodas mértékét szamos modellben — tobbek koézott glutamat/N-
metil-D-aszpartat indukalta excitotoxicitas és arteria carotis communis lekotése okozta
iszkémia esetén is. A molekularis biologiai vizsgalatok kimutattak, hogy az in vivo
detektalt védohatds hatterében az antiapoptotikus jelatvitel utak aktivalasa, az
apoptotikus utak gatlasa és antiinflammatorikus hatasok allnak (Atlasz et al., 2016;
Shioda et al., 2016; Vaczy et al., 2018). A neuropeptidnek a hallérendszerben is fontos

szerepe van, melyet kiilon fejezetben részletezek.
1.1.3. A4 PACAP regulacios funkcioi

A PACAP, mint szamos mas neuropeptid, nemcsak a kozponti idegrendszerben,
hanem a periférian is jelen van, és citoprotektiv hatisain tul neurotranszmitterként,
neuromodulatorként tobb alapvetd fiziologias folyamat szabalyozasdban vesz részt
(Vaudry et al., 2009). Fontos regulacios szerepét az is bizonyitja, hogy kiilonb6z6
fajokban a PACAP szekvencija evoliciésan nagy mértékben konzervalt (White et al.,
2000; Vaudry et al., 2009). Az egyedfejlédés soran a neuroepithelialis sejtek mar
egészen korai szakaszban kifejezik a PACAP-ot és receptorait (Waschek, 2002), és a
PACAP mar ekkor szamos fejlédéstani folyamat szabalyozasaban vesz részt (Vaudry et

al., 2009; Reglddi és Tamas, 2016; Watanabe et al., 2016; Farkas et al., 2017).

A peptid befolyasolja kiilonb6z6 neurotranszmitterek €s hormonok termelését, a
bélrendszer motilitasat, az immunrendszert, a cirkadian ritmust, a test hdszabalyozasat,
az ivarszervek és a placenta milkodését, a migrén és szamos pszichiatriai korkép
kialakulasat valamint a cardiovascularis rendszer miikkodését, amit kiilon fejezetben

targyalok (Reglddi és Tamas, 2016; Meggyes et al., 2019).



A PACAP részt vesz a szervezet koto- és tdmasztoszoveteinek fejlddésében és
mikodésének szabdlyozasaban is, beleértve a csontokat, porcokat és fogakat is.
Csontban eldszOr Strange-Vognsen ¢és munkatarsai mutattak ki a PACAP-ot sertés
epifizis porckorongbol (Strange-Vognsen et al., 1997). In vitro kisérletek kimutattak,
hogy egér calvariabodl késziilt osteoblast sejtvonalon a cAMP szintet emeli, valamint
patkény osteosarcoma sejtvonalon az I-es tipusu kollagén mennyiségét szintén emeli, €és
a csont mineralizacidjat is noveli (Nagata et al., 2009; Juhasz et al., 2014b). Patkanyban
a PACAP-ot hyalinporcbol is kimutattak, csirkébdl késziilt porcsejttenyészetben pedig
elésegitette a sejtproliferaciot és ezen keresztiil a porc képzddését is (Juhdsz et al.,
2014a, 2015; Giunta et al., 2015). A PACAP fogfejlddésben betdltott szerepét kiilon

fejezetben foglalom Ossze.
1.2. A PACAP izoformai és receptorai

Az eclsoként izolalt 38 aminosavas izoforman (PACAP1-38) tal a PACAP
N-terminalis feldli 27 aminosavas fragmense szintén a természetben el6fordulo,
bioldgiailag aktiv forma (PACAP1-27) (Miyata et al., 1990), mig tovabbi, a PACAP-pal
agonista vagy antagonista hatdsu fragmensek csak mesterségesen allithatoak eld.
Receptorai G-protein kapcsolt receptorok, melyek kozil a VPACI és VPAC2
(vazoaktiv intestinalis peptid receptor 1 és 2) receptorok a PACAP-ot és a VIP-t
egyforma affinitassal kotik, mig a PACI receptor (PACAP receptor 1-es tipus) egy
PACAP-ra specifikus transzmembran G-protein receptor (1.2. abra) (Hirabayashi et al.,
2018). A PACI receptor specificitasat jol mutatja a disszociacios konstans értéke (az a
ligand koncentracio, amelynél a ligand a receptor kotéhelyeinek 50%-at foglalja el),
mely PACAP-ra K4 = 0,5 nM, mig VIP-re nézve Ky > 500 nM; ezzel szemben a VPAC1
és 2 receptor esetében mindkét ligandra nézve Kd ~ 1 nM (Vaudry et al., 2009). A
PACAP pleiotrop hatdsa részben annak koszonhetd, hogy a receptorok nem
szovetspecifikusak, tehdt a receptortipusok eloszlasa egy adott szoveten beliil is
nagymértékii variabilitdst mutat, részben pedig annak, hogy alternativ splicing soran a
PACI receptornak is szamos variansa kialakulhat. A receptor 7 transzmembran doménje
harom extracelluléris és harom intracellularis hurkot hidal at. A harmadik intracellularis
hurokba beépiilé génkazettak alapjan elkiilonitiink révid, hip, hopl, hop2, hip-hopl és
hip-hop2 variansokat, mely génkazettak jelenléte nagyban befolyasolja az intracellularis
jelatviteli utakat — példaul a hip génkazetta jelenléte mind a két f6 Utvonalat, az

adenilat-ciklaz (AC) és a foszfolipaz C (PLC) altal kozvetitett hatdsokat is gatolja
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(Journot et al., 1994). Az N-terminalis fel6li extracellularis domén splice variansa a
receptor affinitdsat valtoztatja meg a PACAP kiilonbozé izoformai irdnt, a 4-es
transzmembran domén varidnsa pedig a fent emlitett jelatviteli utvonalakat nem
befolyasolja, azonban az L tipust fesziiltség-fliggd kalcium-csatornak megnyitasaval a

sejtekbe Ca?* bearamlast idéz elé (Chatterjee et al., 1996).

PAC1 receptor

PACAP szekvencia
SRS R RO AV« Y LA L VI GKR Y KORVEEE
PAC1 receptor szekvencia

I N e RO R AN S LM GFN DS S PGCRGMARDN I TCHKEREVGE

NCTEDGWSEPEPHEYFDRCOEDE

1.2. abra: A PACAP kétodése a PACI receptor short splice varinasanak extracellularis
doménjéhez.
(Forras: A Swiss-Model program segitségével generdlt dbra. Biozentrum, University of
Basel, Svajc. https://swissmodel.expasy.org/)

1.3. A PACAP hatasat kozvetit6 intracellularis jelatviteli utak

A PACAP hatasait kozvetité legfontosabb jelatviteli utakat az 1.3. abra mutatja
(Manecka et al., 2016). A PACAP kanonikus utvonala a PACI1 receptoron keresztiil a
ciklikus adenozin-monofoszfat — protein-kinaz A (cAMP-PKA) utvonal aktivalasa
(Kienlen Campard et al., 1997). Ez az extracellularis szignal regulalt kinaz (ERK)
foszforilacigjahoz vezet, amely szamos molekuldn keresztiil a sejtek talélését eldsegitd
génexpresszios valtozasokat idéz el6 a sejtmagban (Villalba et al., 1997). A PKA-ERK
aktivacidja gatolja a c-Jun N-termindlis kinazt (JNK), ezen keresztil a c-Jun
foszforilacigjat, és az apoptotikus utvonalakat (Dohi et al., 2002). A PACAP cAMP-t41
fiiggetleniil az Akt-on keresztiil gatolja a proapoptotikus Bad és Bax molekulakat, igy

aktivalja az antiapoptotikus B-sejtes lymphoma protein 2 (Bcl-2) és a B-sejtes



lymphoma protein - extra large (Bcl-xL) fehérjéket (Aubert et al., 2008), ezzel
megakadalyozva a kaszpdz kiaramlast és a mitokondrialis apoptozist. A PACAP szintén
a CAMP-t6] fiiggetlentil aktivalja a foszfolipaz C-t (PLC), ami ugyancsak csokkent
kaszpaz-aktivaciot okoz (Lakk et al., 2015).
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1.3. abra: A PACAP hatasat kozvetito fobb intracellularis jelatviteli utak. Piros nyil:
aktivacio. Fekete tompa nyil: gatlas. Vastag nyil és félkéver betii: PACAP hatdsara
fokozott aktivitas. Vékony nyil és normal betii: PACAP hatdsdra csokkent aktivitds.
AC: adenilat-ciklaz; ATF2: aktivalo transzkripcios faktor 2; Akt, PKB: protein-kindz
B; Bcl-2: B-sejtes lymphoma protein 2; Bcl-xL: B-sejtes lymphoma protein — extra
large; cCAMP: ciklikus adenozin-monofoszfit;, CREB: cAMP reszponziv elem kétd
fehérje; DAG: diacilglicerol; ERK: extracellularis szignal regulalt kindz; Gs és Gy Gs
és Gq protein; 1P3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat; INK: c-Jun N-termindlis kinaz; NFxB:
nuklearis faktor-kappa B; PACAP: hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid;
PAC1R: PACAP receptor 1-es tipus, PIP,: foszfatidil-inozitol 4-5-biszfoszfat; P13K:
foszfatidil-inozitol 3-kindz; PLC: foszfolipaz C; PKA: protein-kinaz A.



1.4. A PACAP elofordulasa és hatasai a hallorendszerben

Mind a PACAP-ot, mind a PACI1 receptort a belsé fiil és a hallopalya szamos

tertiletén kimutattak.
1.4.1. A PACAP és PACL receptor elofordulasa a belsd fiilben

Abu-Hamdan ¢és munkatarsai PACAP mRNS-t talaltak patkanyban a Corti-Szerv,
ganglion spirale és stria vascularis teriiletén (1.4.1.1. és 1.4.1.2 abra) (Abu-Hamdan et
al., 2006). Kawano és munkatarsai in situ hibridizacio segitségével a PACAP mRNS-ét
lokalizaltdk a ganglion spirale sejtjeinek tobbségében, és a stria vascularis marginalis
sejtjeiben (Kawano et al., 2001). Ezzel egybevagoan Abu-Hamdan és munkatarsai ezen
teriileten immunfestéssel a marginalis sejtek bazalis-lateralis felszinén talaltak PACAP
immunpozitivitast. Ezzel szemben sem ezen sejtek apikalis felszine, sem a kotdszoveti
eredetli bazalis sejtek, erek, lig. spirale fibroblast sejtjei nem mutattak PACAP
immunpozitivitast (Abu-Hamdan et al., 2006).

A PACI1 receptornak a kiilonbozd teriileteken kiilonb6zd splice varinsait
mutattak ki (Abu-Hamdan et al., 2006). A stria vascularis teriiletén a PAC1 receptor az
jelolodott (1.4.1.1. és 1.4.1.2 abra). Sem a bazalis sejtek, sem a marginalis sejtek
apikalis felszine nem jelolédott. A PACAP-nak és receptoranak kolokalizacioja
egyazon sejten annak autocrin/intracrin szabalyozasara utalhat, amit patkany cortex
cerebrib6l  késziilt sejttenyészeten mar Kimutattak (Shintani et al., 2005).
Feltételezhetden a PACAP a tight junction integritasaban és a K'-transzportban jatszik
fontos szerepet (Drescher et al., 2000; Florian et al., 2003; Kitajiri et al., 2004), amivel
az endolypmha Osszetételére és a megfeleld ionkoncentraci6 fenntartasara is hatassal

lehet (Drescher et al., 2000).
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Lamina
spiralis
ossea

1.4.1.1. dbra: A Corti-szerv keresztmetszeti képe
(Forras: Scuenke et al. THIEME Atlas of Anatomy,
Head and Neuroanatomy, New York, 2007)

Stria vascularis
Bazalis sejtek Marginalis sejtek

Habenula
perforata

Ganglion spirale
1.4.1.2. abra: A PACAP és PACI receptor elofordulasa a belsd fiilben. PACAP a
habenula perforata teriiletén mutathato Ki (sarga szin). PAC1 receptor a stria
vascularis teriiletén az erek endothel sejtjeiben, a lamina reticularisban és a ganglion
spirale sejttestjein taldlhato (kék szin). PACAP-ot és PACI receptort is kimutattak a
stria vascularis marginalis sejtjeiben, a belsé és kiilso szorsejtek koriil, a
tamasztosejtekben és a ganglion spirale rostjaiban (zold szin).
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Drescher és munkatérsai patkdnyban a PACAP ¢és a PACI receptor jelenlétét,
valamint a belsd fiil afferens és efferens neurotranszmittereivel vald kolokalizaciojat
vizsgaltdk immunhisztokémia segitségével (Drescher et al.,, 2006). PACAP
immunpozitivitast talaltak a belsé szérsejtek basolateralis felszine koriil, a kiilsé
szOrsejtek bazisanal és apikalis részénél, a habenula perforata és a tamasztosejtek
teriiletén. Erés PACAP-jelolodést mutattak ki a ganglion spirale-t elhagyo, és a
ganglionsejteken végzodo axonok teriiletén. PACI receptorra immunpozitivitast talaltak
a belsd szorsejtek apikalis oldalan, a kiils6 szOrsejteken, a lamina reticularis teriiletén és
szamos tamasztosejten. A ganglion spirale teriiletén az I-es tipust ganglion sejtek, és a

nervus cochlearis jelol6dott pozitivan (1.4.1.1. és 1.4.1.2 abra).

A kolokalizaciés vizsgalatokbol kidertilt, hogy a PACAP tobbségében a belso fiil
efferens beidegzésében vesz részt. Az efferens neurotranszmitterek koziil a kolin-
acetiltranszferaz (ChAT) ¢és a dopamin p-hydroxilaz (DBH) a PACAP-pal
kolokalizacioban jelent meg a Corti-szervben a kiilsé a belsd szdrsejtek bazisanal. A
ChAT a ganglion spiraleban végz6do kis idegrostokban is a PACAP-pal megegyez6
teriileteken expresszalddott. Ezen feliill a DBH a PACI1 receptorral is kolokalizaciot
mutatott a belsd szdrsejtek apikalis felszinén, a lamina reticularisban, a kiilsé szdrsejtek

teriiletén és szamos tamasztosejten.

A glutamat a cochlea elsédleges afferens neurotranszmittere (Eybalin, 1993;
Matsubara et al., 1996), azonban akusztikus trauma vagy iszkémia esetén a thlzott
glutamat kivalasztas sejtkarosito hatast (Pujol et al., 1993; Puel, 1995). A glutamat
receptor 2/3 (GIuR2/3) a PACAP-pal nem kolokalizal, azonban a PAC1 receptorral
egylitt jelenik meg az alabbi teriileteken: a kiilsé és belsd szOrsejteken és szamos
tamasztosejten. A PACAP a glutamat okozta sejtkarosodast csékkenteni képes (Morio
et al., 1996), ami alapjan feltételezhetd, hogy a belsé fiilben a PAC1 receptor és a
Glu2/3 receptor kolokalizacioja arra utal, hogy a PACAP a glutamat indukalta

excitotoxicitas elleni védelemben szerepet jatszhat.
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1.4.2. A PACAP és PACI receptor elofordulasa a hallopalya magjaiban

A cochlearis magokban, és a nervus cochlearisban mérsékelt, ezen beliil a nucleus
cochlearis ventralis (VCN) teriiletén kifejezettebb PACAP jelolédést talaltak korabbi
vizsgalatok patkanyban (1.4.2.1. és 1.4.2.2. abra) (Kausz et al., 1999; Hannibal, 2002).

Az oliva superior (SOC) teriiletén Reuss és munkatarsai szamos peptid, kozottiik a
PACAP elofordulasat vizsgaltak dzsungariai torpehdrcsogben (Phodopus sungorus)
(1.4.2.1. és 1.4.2.2. abra) (Reuss et al., 2009). PACAP az idegsejtek mintegy 30%-aban
volt jelen, mig VIP nem volt kimutathaté ezen a teriileten. Az oliva superior nucleus
medialisanak (MSO) és a corpus trapezoideum nucleus medialisainak (MNTB) teriiletén
a PACAP-ot szamos nagy méretii idegsejtben kimutattak, amely sejtek feltételezhetden
az colliculus inferior (CI) mellett az oliva superior nucleus lateralisba (LSO) és a
periolivaris magokba is tovabbitanak informaciot (Schwartz, 1992). Az LSO és a
periolivaris magok teriiletén a neuronoknak koriilbeliil a negyede tartalmazott PACAP-
ot. A corpus trapezoideum teriiletén talalhaté cochlea efferens neuronok (a cochleaba
juttatott fluorochrom retrograd jeloléanyaggal pozitivitast mutattak) mintegy 40%-ban
PACAP pozitivak voltak. Feltételezhetdé, hogy a cochledban Kawano ¢és Drescher
munkacsoportok altal leirt PACAP-pozitiv rostok perikarionjai itt talalhatéak. Az
olivocochlearis palyakat tekintve a PACAP a kiils6 szdrsejteken végzddd tractus
olivocochlearis medialisban expresszalodott, mig a belsd szdrsejteken végzddo tractus
olivocochlearis lateralishan nem, ami tovabb erdsiti Drescher és munkatarsainak
elméletét, miszerint a PACAP funkcionalis regulacids szerepe a hallorendszerben
leginkabb a kiilsd szdrsejtek efferens beidegzésében van, és ezen keresztiil a belsd
szérsejtektdl érkezé afferens beidegzésre csak kozvetetten hat (Drescher et al., 2006).
Ezen eredmények egybevagnak Kausz €s munkatarsai kordbbi eredményével, akik
patkanyban PACAP immunreaktivitast mutattak ki az SOC teriiletén, beleértve a corpus

trapezoideum magjait (Kausz et al., 1999).

A colliculus inferior teriiletén patkanyban gyenge PACAP pozitivitast mutattak Ki
mind a sejtekben, mind a rostokban (Hannibal, 2002). Emberi agymintakon mind itt,
mind pedig a corpus geniculatum mediale teriiletén lehetséges volt a PACAP kimutatasa

radioimmunoassay segitségével (1.4.2.2. abra) (Palkovits et al., 1995).
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1.4.2.2. dbra: A hallopalya magjai. A PACAP-ot a nuclei lemnisci lateralis kivételével
mindegyik magban, a PAC1 receptor mRNS-é¢ mindegyik magban kimutattik (zold

szin).

1.4.3. A PACAP hatasa a belsd fiil fehérjeprofiljara

Az endolympha termelddésének f6 helye a stria vascularis, Osszetétele és
ionkoncentrcidja az intracellularis folyadéktérrel egyezik meg: alacsony a Na® és
magas a K' tartalma. Elektromos potencialja +80mV a perilymphéahoz viszonyitva,
mely potencialkiilonbség elengedhetetlen a szdrsejtek megfeleld miikodéséhez: a
hanghulldmok 4ltal a szdérsejtek apikalis oldalan taldlhatd stereo- és kinociliumok

elmozditdsa révén megnyilnak a koztiik talalhatd tip-linkhez kotott kationcsatorndk,
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lehetdséget teremtve az endolypmhaban taldlhatdo kationoknak a szdrsejtbe vald
bedramldsara. Az endolympha megfeleld Osszetétele igy elengedhetetlen a belsd fiil
miikddéséhez, elvaltozéasai a belsé fiil kiilonbozo patoldgias folyamataihoz kdthetdek
(Hanner et al., 2004; Fukushima et al., 2005). Feltételezhetd, hogy az aminoglikozid
antibiotikumok hallaskarosité hatasanak is egyik Utja, hogy ezen antibiotikumok az
endolympan keresztiil érik el a szérsejteket endocitozissal, vagy nem specifikus kation

csatornakon keresztiil (Li és Steyger, 2009).

Ismert, hogy szamos neuropeptid befolyasolja az endolympha Osszetételét,
ugymint a substance P, vazopresszin, szomatosztatin (Ferrary és Sterkers, 1998; Kitano
et al.,, 1999). Az endolympha ionkoncentracidja és elektromos potencialja gradienst
képez a bazalistél az apikalis kanyarulat felé, csakiigy mint a PACAP ¢és a PACI1
receptor a stria vascularisban (Sterkers et al., 1984; Abu-Hamdan et al., 2006), ami
alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP-nak hatdsa van az endolympha Osszetételére.
Kutatdcsoportunk kordbban mar vizsgalta a ductus cochlearisban talalhaté endolympha
fehérjéinek valtozasat intraperitonealis PACAP-kezelés hatasara 1 napos csirkében
(Gaal et al., 2008). A kisérlet soran szamos fehérjecsticsot talaltunk a 14-80 kDa kozotti
tartoményban, amely megfeleltethetd az endolymphédban el6forduld fébb fehérjéknek
(albumin, a-kimotripszin, a-antitripszin, transzferrin, apolipoprotein D, apolipoprotein
J, fetuin), a PACAP kezelésnek azonban nem volt hatasa a fehérjék Osszetételére az

altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben.
1.4.4. A PACAP hatasa bels¢ fiilbol késziilt sejttenyészeten

Az apoptozis a belsé fil fiziologias folyamataiban fontos szerepet jatszik.
Kiilonbozd kérositd hatdsok, példaul thlzott akusztikus ingerlés, ototoxikus agensek,
oxidativ stressz, fertézések vagy ezek kombinécidja a szdr- és/vagy idegsejtek tulzott
mértékli apoptoézisdhoz, ennek kovetkeztében pedig hallascsokkenéshez vezethet
(Huang et al., 2000). Az apoptdzis folyamataban az oxidativ stressz fontos szerepet
jatszik, tobbek kozott a ciszplatin eredetli ototoxicitds is intracellularisan reaktiv
oxigéngyokok és szabadgyokok képzését inditja meg. Ezek alapjan azon molekuldk,
melyek antioxidans és antiapoptotikus hatdsokkal rendelkeznek, mint példaul a PACAP,
a belsé fiil karosodasok kivédésében fontos szerepet jatszhatnak (Kopke et al., 1997;
Seidman és Vivek, 2004). Ezen jelatviteli utak vizsgalatara kutatocsoportunk napos

csirkék belsd flilebol készitett sejttenyészetet. A reaktiv oxigén gyokok létrehozasara
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H,0; kezelést alkalmaztunk 1 mM koncentracidban, védéfaktorként pedig 100 nM
PACAP1-38-at hasznaltunk (Racz et al., 2010a).

A sejtek talélését MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid)
teszttel vizsgaltuk. Az MTT teszt mind a kontroll csoportban, mind a csak PACAP-pal
kezelt csoportban 90%-0s ¢él6 sejtszamot mutatott, a két csoport kozott nem volt
kiilonbség. H,O, kezelés hatasara a sejtek tulélése a felére csokkent, ami PACAP
kezelés hatdsara szignifikansan javult. JC-1, Annexin V és propidium jodid kettds
festésével késziilt flow citometria kimutatta, hogy a H,O, hatdsara mind az apoptozis,
mind a nekrozis mértéke ndvekszik, amelyek koziil a PACAP az apoptdzis mértékét
szignifikans mértékben csokkenteni tudta. Szintén kimutattuk, hogy a parhuzamosan
végzett PACAP és Hy0; kezelés esetén a kaszpaz-3 apoptotikus fehérje aktivacioja
Kisebb mértéki volt, mint a csak H,O,-al kezelt sejtek esetében (Racz et al., 2010a).

A lehetséges molekularis mechanizmusokat korabban részletesen kifejtettem,
roviden elmondhatjuk, hogy az altalanos bevezetdben emlitett utvonalak koziil a belsd
fiilben részt vesznek mind cAMP fliggd és fliggetlen Gtvonalak. A CAMP-n keresztiil a
PKA/ERK/CREB utvonalak aktivalodnak, a JNK/p38MAPK pedig gatlas ala keriil. A
CAMP-t6] fliggetleniil a PACAP az apoptozis intrinsic mitokondridlis Gtvonalat gatolja
egyrészt a Bad/Bax molekulak gatlasaval és a Bcl-2/Bcl-xL molekulak aktivalasaval,
masrészt a PLC/DAG és PLC/IP; utvonalakon keresztiil is. Ezek a mitochondriumbdl
csokkent citokrom c kidramlast, csokkent kaszpaz aktivacidt és ennek megfeleléen
csokkent apoptozist eredményeznek. Ez lehet a molekularis magyarazata, hogy a
PACAP miként képes a belsd fiilben védd hatdst kifejteni kiillonb6zd ototoxikus

agensek, oregedés, zaj tulingerlés vagy mas karositd hatasok esetén.
1.5. A PACAP szerepe a fogfejlodésben
1.5.1. A fogfejlodes

A fogak fejlédése a szdj ektoderma és az alatta taldlhatd ektomesenchyma
folyamatos egymasra hatasa révén alakul ki, aminek hatasara az ektoderma benyomul
az ektomesenchymaba és kialakitja a lamina dentalist, egérben a 10-11. embrionalis
napon (E10-11). Késobb ebbdl alakulnak ki a fogbimbok (E12-15), melyekbdl a sapka
(E16-19) és harang stadiumok (korai: E19-4. postnatalis nap, késoi: 5. postnatalis nap-

fogattorés) jonnek létre (1.5. abra). A sapka stddiumban mar felismerhetdek a belsd és
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kiilsé zomancsejtek rétege, valamint a koztiik talalhatd zomancpulpa. A korai harang
stadiumban a belsé zomancsejtek rétegének bazalis oldalan a stratum intermedium mar
azonosithaté. A kés6i harang stadiumban a belsé zomancsejtek mar zomanctermeld
ameloblastokka differencialodtak, az altaluk koOzrezart térben clhelyezkedd
ektomesenchymabol pedig a dentin képzéséért felelés odontoblast sejtek rétege, az
alattuk elhelyezked6 subodontoblast réteg, és a késdbbi pulpakamra helyén megjelend
fogpapilla lathato. Az egerek foga a sziiletés utani 9-11. napon tor at (Tucker és Sharpe,
2004; Cai et al., 2011). A fogfejlodés befolyasolasaban tébb, mint 300 faktort
azonositottak, melyek koziil a csont morfogenikus protein (BMP), sonic hedgehog
(SHH), wingless-related integration site (WNT), fibroblast névekedési faktor (FGF) és
Notch jelatviteli utak a leggyakrabban vizsgalt faktorok (Harada et al., 1999, 2006;
Thesleff, 2006).

1.5.2. APACAP elofordulasa fog és parodontalis mintdkon

A PACAP-ot elészor az odontoblast sejtekben, és a subodontoblast rétegben,
valamint a pulpa teriiletén az erek koriil mutattdk ki mind patkany, mind emberi
mintakban (Ichikawa és Sugimoto, 2003). Nonaka ¢és munkatarsai leirtak, hogy fog
ligamentum parodontale teriiletén (Nonaka et al., 2013). Kutatocsoportunk a PACAP
hatsait a fogakra egéren vizsgélta, ezeket az eredményeket kiilon fejezetben

részletezem (Sandor et al., 2014, 2016).
1.5.3. A PACAP és a fogfejlodésben résztveva jelatviteli utvonalak

A csont ¢és fogfejlddésben fontos szerepet jatszo6 molekuldk koziil a PACAP a
PKA-n keresztiil a Runt-kapcsolt transzkripcids faktor (RUNX2) molekula aktivitasat,
és ezzel az SHH gén, valamint osteoblast sejtkultirdban a BMP-k és a Smad
fehérjecsalad expressziojat is befolyasolja (Wang et al., 2005; Juhasz et al., 2014b,
2015).

A Notch jelatviteli Gtvonal egy evolucids szinten nagy mértékben konzervalt
jelatviteli tvonal, amelynek szamos szerv kialakulasdban szerepe van, beleértve a
fogak fejlodését is (Mitsiadis et al.,, 1998). Egymassal szomszédos sejteken

expresszalodo ligandjainak és receptorainak egymashoz kotésével befolyasolja a sejtek

crer
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sejtdifferenciaciot indukal, igy az egymas melletti azonos eredetii sejtekbol kiilonb6zo
funkcioju leanysejtek 1étrejottét és igy kiillonbozo rétegek kialakulasat segiti elé (1.5.
abra) (Cai et al., 2011). A Notch jelatviteli utvonal részben a PACAP-pal atfedést mutat,
igy feltételeztiik, hogy valtozasai PACAP-génkiiitott egerekben annak hatasait pdtolni
hivatottak. Célunk volt feltérképezni, hogy PACAP hidnydban ezek az utvonalak
hogyan valtoznak, és hogy a Notch tvonal szolgalhat-e a PACAP-génkiiitott egerekben
a PACAP hianyanak kompenzalésara.

A Notch jelatviteli utvonalban négy receptor molekula (Notchl, 2, 3, 4), valamint
ot ligand (DLL1, 3, 4 és Jaggedl, 2) vesz részt, amelyek I-es tipusu transzmembran
fehérjék (Lindsell et al., 1995; Luo et al., 1997). A ligandok receptorhoz valo kotésének
hatdsara a TNF-a konvertaldé enzim (TACE) levagja a Notch intracelluléris egységet
(Notch intracellularis domén, NICD) a receptorrdl, ami a sejtmagba keriil (1.5. dbra).
Ott kotést hoz Ilétre a CSL transzkripciés faktorral (CBF1 humans/Su (H)
Drosophila/LAG1 Caenorhabditis elegans) (Blokzijl et al., 2003; Katoh és Katoh,
2007). A Numb fehérje a Notch jelatviteli utvonalat gatolja, direkt fehérje-fehérje
kontakt utjan ubiquitinaciot és mas folyamatokat indit el, melyek az osztddas utani
leanysejtek kiillonbozo iranya fejlédéséért felelések (Guo et al., 1996; McGill és
McGlade, 2003).
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1.5. abra: a) A Notch jelatviteli utvonal elemeinek lokalizacioja a fogfejlodés kiilonbozo
szakaszaiban (atdolgozva: Cai et al., 2011 alapjan). b) Kis nagyitdsu hematoxylin-eosin
(HE) festett metszet egér elsé alsé molaris fogdbdl késdi harang stadiumban.
Aranymerték: 50 um. c) A Notch jelatviteli utvonal fobb elemei. CSL: CSL
transzkripcios faktor, EX: x. embriondlis nap;, HES: hairy and enhancer of split; HEY:
Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif; NICD: Notch intracellularis domén,
PN10: 10. postnatalis nap; TACE: TNF-a konvertalo enzim.
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1.6. A PACAP szerepe a cardiovascularis rendszerben

A PACAP sokféle hatést fejt ki az sziv- és érrendszerre. PACAP kezelés hatasara
vazodilataci6 és a szisztémds vérnyomas csokkenés alakul ki. Vazodilatacids hatasat
szamos szervrendszer ereiben kimutattak kiilonb6zo kisérleti allatokban (egér, patkany,
macska, kutya, sertés) és emberben is (Nandha et al., 1991; Ishizuka et al., 1992;
Minkes et al., 1992; Ross-Ascuitto et al., 1993; Anzai et al., 1995; Wallengren, 1997,
Markovics et al., 2012). Ezen hatasokat a PACAP mindharom receptora kozvetiti,
melyek foként az artéridk és arteriolak falaban helyezkednek el. Jelenlétiiket kimutattak
tobbek kozott az aortaban, a koronariakban és az agy erciben is (Cardell et al., 1991;
Miyata et al., 1998; Harmar et al., 2004; Baun et al., 2011). A PACAP egyértelmii
vazodilataciés hatasait arnyalja, hogy a PACAP kiilonb6z6 katekolaminok
elvalasztasdhoz, és ezen keresztiil szisztémas vérnyomasemelkedéshez vezet bizonyos
tanulmanyok szerint (Minkes et al., 1992; Moller és Sundler, 1996). Kutatocsoportunk a
PACAP angiogenetikus hatédsait is kimutatta az agy microvaszkularis ereibdl szarmazé
endothelsejteken (Banki et al., 2015). Egérbdl izolalt endothel sejttenyészetben az ERK
utvonal aktivalasaval, igy a JNK és p38MAPK utvonalak gatlasan keresztiil a PACAP

csokkentette az oxidativ stressz okozta apoptdzist (Racz et al., 2007).

Az intrathecalisan adagolt PACAP szivre gyakorolt pozitiv inotrop, chronotop és
dromotop hatasait patkanyban mutattak ki, mikozben ezen kezelések a vérnyomast nem
befolyasoltak (Farnham et al., 2011). Kutatécsoportunk a PACAP védo hatasat igazolta
cardiomyocyta sejttenyészetben oxidativ stressz €s doxorubicin indukalta apoptozis,
valamint iszkémia-reperfiizié6 okozta karosodas ellen, amelyet részben a Bad, Bcl-2,
kaszpaz-3 mitokondrialis ttvonalon keresztiil fejt ki (Gasz et al., 2006; Racz et al.,
2008, 2010b). A sziv- és érrendszer teriiletén tobb klinikai kisérletet is elvégeztek,
amelyek kimutattdk a PACI1 receptor mRNS-ét emberi myocardium mintakon, valamint
a PACAP szintjének valtozasat szoveti szinten myocardialis iszkémidban és a
szérumban dilatativ cardiomyopathia esetén (Saetrum Opgaard et al., 2001; Szant6 et

al., 2012; Sarszegi et al., 2019).
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1.7. A PACAP-génkiiitott (KO) egerek vizsgalata

Az endogén PACAP hianyanak vizsgalatara Hashimoto és munkatarsai 2001-ben
PACAP-génkiiitott (KO) egértorzset hoztak 1étre (Hashimoto et al., 2001). Ezen egerek
makroszkoposan nem kiilonboznek vad tarsaiktdl, azonban a mikroszkopos morfologia
és a funkcionalis vizsgalatok eltéréseket mutatnak, valamint az egerek viselkedése is
eltér vad tarsaikétol (Reglodi et al.,, 2012). A KO egerek szaporodasi képessége
csokkent, aminek hatterében mindkét nemben a genitalis rendszer valtozasai, valamint a
viselkedésbeli eltérések allnak (Reglddi et al., 2018b; Meggyes et al., 2020). A KO
egerek mortalitisa emelkedett, metabolikus rendszeriikben szamos eltérés, példaul
emelkedett inzulin érzékenység detektalhatdé (Tomimoto et al., 2008). Az allatokra
hiperaktivitas, csokkent félelemérzet és depresszios jelek jellemzéek (Hashimoto et al.,
2001; Gaszner et al., 2012). A PACAP KO allatok fajdalomra a vad tipustol eltérd
valaszt adnak, stresszreakciojuk is eltéré (Hashimoto et al., 2011). A PACAP KO
allatokban a kisagy mikroszkopos felépitése eltér a vad egerekétdl, valamint az
idegsejtek abnormalis arborisatioja és myelinisatios eltérések mutathatok ki (Allais et
al., 2007; Yamada et al., 2010).

A KO egerek kiilonboz6 toxikus vagy karositdo hatasokra a vad egereknél
szignifikansan nagyobb mértékii karosodassal reagalnak. Ezt kimutattak iszkémias és
iszkémia-reperfiizio modellekben tobbek kozott az agy, a retina, a vese és a bél teriiletén
(Ohtaki et al., 2006; Szakaly et al., 2011; Horvath et al., 2016). Szamos toxicitas
modellben is a PACAP KO egerek megnovekedett érzékenységét detektaltak, példaul
N-metil-D-aszpartat okozta retinakarosodasban, autoimmun encephalitis modellben,
gerincveld és periférids ideg sériilése esetén, pancreas glucotoxicitds modellben és a
sziv doxorubicin okozta karosodasaban (Mori et al.,, 2010; Endo et al., 2011;
Tsuchikawa et al., 2012). Arthritis modellben a PACAP KO egerek csont

ujdonképzddése is zavart mutatott (Botz et al., 2014).
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1.7.1. A hallorendszer vizsgalata PACAP KO egerekben

Kutatécsoportunk korabban heterozigota ¢és homozigdta PACAP-génkilitott
egereken vizsgalta a cochlea felépitését és a PACI receptor jelenlétét (Tamas et al.,
2012). Mig hematoxylin-eosin (HE) festett metszeteken nem talaltunk kiilonbséget a
vad ¢és KO egércsoportok kozott, a PAC1 receptor fehérje kimutatas kiilonbségeket
mutatott a vad és KO csoportok kozott. Mind a két csoportban PACI1 receptor
immunpozitivitast tudtunk kimutatni a belsd és kiilsé szdrsejtek teriiletén, a Deiters-
sejtek €s a kiilso pillér sejtek teriiletén, ami egybevag a korabban leirt eredményekkel. A
PACI receptor lokalizacidja nem kiilonbozott vad és PACAP KO allatok esetében,
azonban a jel intenzitasdban kiilonbséget taldltunk. A PACAP KO allatok esetében
minden terlileten a PACI1 receptor szignifikdnsan alacsonyabb jelintenzitdst mutatott,

mint vad tarsaikban (1.7.1. 4bra).

Kutatocsoportunk ezutan az endogén PACAP hidnyéanak hatasat vizsgalta a Ca?*-
koté fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) immunpozitivitasara kontroll
koriilmények kozott, valamint kanamycin indukélta ototoxikus modellben vad és
PACAP KO allatokon (Tamas et al., 2012; Németh et al., 2014). Kimutattuk 5 napos
egerekben, hogy kontroll kériilmények kozott a vad egerekben alacsonyabb a Ca®*-kotd
fehérjék mennyisége, amely ototoxikus kanamycin-kezelés hatasara szignifikansan
emelkedett. A PACAP KO egerekben kezelés nélkiil is emelkedett Ca**-koté fehérje
pozitivitast mutattunk ki, amely kanamycin-kezelés hatasara nem emelkedett tovabb
(1.7.1. abra).

1.7.2. A PACAP-génkiiitott egerek fogfejlodese

Hét napos egerek molaris fogainak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a PACAP KO
egerek esetében a vad egerekhez képest a dentin vékonyabb, kristadlyszerkezete
rendezetlenebb, a zoménc fehérjeprofilja pedig csokkent variabilitast mutat (Sandor et
al., 2014). A jelatviteli utvonalakat tekintve az SHH, GLI1 (glioma-associated oncogene
1) és a PTCH1 (protein patched homolog 1 protein) immunpozitivitasa volt emelkedett
a PACAP KO egerekben a vad allatokhoz képest. A metsz6fogak vizsgalatanal azt
talaltuk, hogy a PACAP KO egerek fogai 2 nappal eldbb tornek at, mint a vad egereké.
Felnott egerekben a PACAP KO egerek metszéfogainak mérete kisebb, pulpakamraja
szlikebb, mint a vad egerekben, €s szintén rendezetlenebb kristalyszerkezet jellemzi a

dentin allomanyat (Sandor et al., 2016; Farkas et al., 2017).
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PAC1 receptor — VT PAC1 receptor — PACAP KO

a
Ca?*-kot6 fehérjék Ca2*-koté fehérjék
VT, kontroll PACAP KO, kontroll

Ca?*-kot6 fehérjék Ca?*-koté fehérjék
VT, kanamycin PACAP KO, kanamycin
00 0 o,

1.7.1. abra: a) A PACI receptor mennyisége vad tipusu (VT) és PACAP KO egerek
Corti-szervében. b) A Ca**-kitd fehérjék immunpozitivtdsa vad tipusii (VT) és PACAP
KO egerek Corti-szervében kontroll koriilmények kozott, és kanamycin-kezelést
kovetden.

+: alacsony; +++: emelkedett immunpozitivitds.
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1.7.3. A PACAP-génkiiitott egerek cardiovascularis rendszere

A PACAP KO egerekben a cardiovascularis rendszer is valtozasokat mutat a vad
tipusu egerekhez képest. Doxorubicin kezelést kdvetden az egerek echocardiographia
segitségével mért szivfunkcioi csokkentek, balkamra dilatacio alakult ki, a szivben
megnovekedett fibrozist és szivizomsejt-degeneraciot irtak le (Mori et al., 2010). A KO

egerek meningealis ereinek vazodilatacios képessége csokkent (Markovics et al., 2012).
1.8. A PACAP és az oregedés

Egyre tobb kutatdsi adat utal arra, hogy a PACAP antiapoptotikus ¢&s
antiinflammatorikus hatdsdnak fontos szerepe van az 6regedési folyamatok lassitasaban
¢s szabalyozasaban. Feltételezhetd, hogy a PACAP KO egerekben ezen hatdsok
hidnyaban az oOregedési folyamatok felgyorsulnak, ugyanis a KO egerek szamos
szervrendszere sokkal fiatalabb korban mutatja az 6regedés jeleit, mint vad tarsaik
szervei. A KO egerekben az emelkedett érzékenység karositdé hatasokra, a
szervrendszerek korai degeneracioja, a fokozott apoptozis, oxidativ stressz és gyulladas
mind aldtdmasztjak ezen elméletet (Reglddi et al., 2018a). Szamos Oregedéssel jaro
folyamat a KO egerekben el6bb és/vagy kifejezettebben jelenik meg. Ismert, hogy a KO
egerekben csokkent a konny termelddése, €s emelkedett a cornea elszarusodasa
(Nakamachi et al., 2016). A PACAP KO egerek retinajanak morfologiaja, a
ganglionsejtek szamanak csokkenése, a Miiller-glia sejtek fehérjeprofiljanak valtozasa a
retina korai oregedésére utalnak (Kovacs-Valasek et al., 2017). Kutatocsoportunk a KO
egerek szinte minden szervrendszerében szisztémas amiloidozist mutatott ki, amely

stilyosabb volt, és korabban jelent meg, mint vad tarsaikban (Reglédi et al., 2018c).
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Il. Célkitiizés

Kisérleteink sordn célul tiiztiik ki, hogy a PACAP-génkiiitott egerek kiilonbozo

szervrendszereiben felderitsiik a PACAP hianyabodl adodo elvaltozasokat.

A hallérendszer vizsgalata soran célul tiiztiik ki a PACAP KO egerek hallasanak
vizsgalatat valamint a belsé fiil és a hallopalya eltéréseinek kimutatasat, ezért az
alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

1. A PACAP KO egerek hallasat agytorzsi kivaltott valasz modszerrel (auditory
brainstem respons = ABR) vizsgaltuk kollaboracios partnereinkkel, mely
eredmények nem képezik a dolgozat részét, de szorosan Osszefiiggnek az
alabbi morfologiai vizsgéalatainkkal.

2. A hallopalya magjaiban a hanginger hatasara 1étrejové idegsejt aktivaciot
vizsgaltuk c-Fos immunfestéssel.

3. Annak céljabol, hogy kiilonbséget tehessiink az 0ssz sejtszam ¢&s az aktivalt
sejtek szama kozott, a cochlearis magokban Nissl-festést végeztiink.

4. A cochlearis magokban PAC1 receptor immunfestést végeztiink.

5. A hallascsokkenés okanak felderitése céljabol belsd fiilbdl szarmazd ductus

cochlearisok lizatumanak fehérjeprofil analizisét végeztiik el.

Fogfejlodéses vizsgalataink soran a KO egerekben a Notch jelatviteli ttvonal
megvaltozasat vizsgaltuk immunfluoreszcens festés segitségével 5 napos egerek

molaris fogain.

Az érrendszer vizsgalatakor célul tiiztiik ki vad tipusu és PACAP KO egerekbdl
izolalt arteria carotis communis ¢és arteria femoralis ereken a PACAP1-38,
PACAP1-27 és VIP vazorelaxacios hatasanak vizsgalatat, valamint a PACAP

receptorok eloszlasanak leirdsat.
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I1l. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteinket vad és PACAP KO (heterozigbta és homozigdta) allatokon
végeztiik. Az egereket CD1-es alapon tenyésztettiik. Az allattartas 20-24°C-on, 50-60%
relativ paratartalommal, 12-12 o6ras sotét-vilagos ciklusban tortént. Az allatok
taplalékfelvételét és vizfogyasztasdt nem korlatoztuk. Minden beavatkozdst a Pécsi
Tudomanyegyetem ¢és a Semmelweis Egyetem etikai szabalyzatanak megfeleléen
végeztiink, allatkisérleteinket a Baranyai Megyei és Pest Megyei Kormanyhivatal
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Osztalyai engedélyezték (BA02/2000-
24/2011, XIV-1-001/1028-4/2012; PE/EA/1912-7/2017). A PACAP-génkiiitott
egértorzs Hashimoto ¢és munkatarsai laborjabol szarmazik, a tenyészetet 10
generacionként kereszteztiik vissza vad CD1-es egerekkel (Hashimoto et al., 2001). Az
egerek genotipusanak ellendrzése a Phire Animal Tissue Direct PCR Kit (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével tortént. Az

ellendrzéshez hasznalt primer szekvencidkat a 3.1. tablazat tartalmazza.

sense antisense

VT 5-ACCGAAAACAAATGGCTGTC-3’ 5-GTCCACAAAGTATATCTGTGCATTCT-3'

5'-ATCTCCTGTCATCT 5'-GAAGAACTCGTCAAG

KO CACCTTGCTCCT-3’ AGAGGCGATAG-3’

3.1. tablazat: A genotipus ellenorzéséhez haszndlt sense és antisense primerek
szekvencidi.

3.1. A hallérendszer funkcionalis vizsgalata ABR médszerrel

A Semmelweis Egyetem Farmakologiai és Farmakoterapids Intézetével
kollaboracioban elvégzett vizsgalatok metodikdjanak és eredményeinek részletes
targyaldsa nem képezi jelen dolgozat részét, azonban a sajat morfologiai
eredményeimmel vald szoros Osszefliggés miatt azokat a diszkusszidoban roviden

iIsmertetem.
3.2.  ldegsejtaktivacié mérése a hallopalya magjaiban — c-Fos immunfestés

A hallopalya magjaiban talalhato idegsejtek aktivacidjanak méréséhez c-Fos
immunfestést végeztiink (3.2. abra). Ezen vizsgalatokhoz a him egereket (1,5 honapos,

n=9 VT, és n=8 KO) 24 6rdig csendes kornyezetben tartottuk. Ezutdn a hangingerrel
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kezelt csoportot (tovabbiakban: ,zaj”) egy erre a célra kialakitott hangszigetelt
taroloban helyeztiik el, ahol 100 dB hangnyomadssal 4 és 20 kHz kozotti un. fehér zajt
kaptak 30 percig. A hanginger forrasa egy specialis, magas frekvencia kibocsatasara is
alkalmas, hangszoro, amelyet a tarolo tetején helyeztink el. A hangingert egy
Mc.Taatoo, Nightline Pro 400 tipusi erdsitdn keresztiil az Audacity program
segitségével szabalyoztuk (Dominic Mazzoni, GNU GPL licenc). A taroloban a zaj
erosségét ¢€s frekvencia-Osszetételét egy eldre kalibralt mikrofon és egy SVANO971
tipusu zajszintmérével (SVANTEK, Lengyelorszag) ellenériztiik. A kontroll csoportot
(tovéabbiakban ,,csend”) a kisérlet kezdetét megeldzden ugyancsak 24 6raig csendben
tartottuk, majd a taroloba helyeztiik szintén fél 6rara hanginger alkalmazasa nélkil. A
zajdobozbol valo kivétel utan mindkét csoport esetében 1 orat vartunk, mely id6 alatt az
akut zaj hatdséra a hall6palya magjaiban az aktivalodott sejtek sejtmagjaban megtortént
a c-Fos transzkripcioja, a citoplazmaban mRNS-ének transzlacidja, majd a fehérje
sejtmagba vald transzlokacidja. Ezt kovetden az egereket thlaltattuk intraperitonealis
ketamin-xylazin (200 mg/ttkg CP-Ketamin 10% ¢és 20 mg/ttkg CP-Xylazine 2%,
Produlab Pharma B.V., Hollandia) oldattal. A mellkas megnyitasat kovetdéen a bal
kamran 4t az aortaba vezetett kaniil segitségével az érrendszert foszfat pufferes
sooldattal (PBS, 20 ml, 0,1 M, pH=7,4) mostuk at, majd pedig 4%-os paraformaldehid
oldattal (150 ml 4%-os paraformaldehid 0,2 M-os Millonig-féle foszfat pufferes
sboldatban, pH=7,4) perfizios fixalas tortént. Az agyakat Kipreparaltuk, és 24 orara a
fent leirt 4%-0s paraformaldehid oldatba helyeztiik immerzios posztfixalas céljabol. Az
agyak hallopalyat tartalmazo részeibdl 30 pm-es frontalis metszeteket készitettiink,
Leica VTI1000S tipust vibratome segitségével (Leica Biosystems, Wetzlar,
Németorszag), a ventralis és dorsalis cochlearis magok (VCN, DCN), az SOC
kiilonb6z6 részei, a nuclei lemnisci lateralis (NLL), a ClI valamint a primer hallokéreg
(AU1L) vizsgalata céljabol (1.4.2.1. as 1.4.2.2. abra).

Egér Hanginger

VI — Zaj JJ — E—
KO Csend m 1 6ra varakozas: Fixalas

c-Fos aktivacio Metszes )
KO zaj JJJ c-Fos immunfestés

3.2. abra: Kisérleti protokoll: a hallopalyaban talalhato idegsejtek aktivaciojanak
mérése C-Fos immunfestéssel.
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Szabadon sz6 metszeteinken végeztiik el a c-Fos immunfestést DAB el6hivassal.
A metszeteket 0,1 M-os PBS oldatban mostuk 3x10 percig, hogy a fixalo oldatot
kimossuk. Ezutan a metszeteket 0,5%-0s Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
oldatban inkubaltuk fél oraig, majd blokkoldoldatba helyeztiikk ujabb 30 percre. A
blokkolooldat esetiinkben 2%-0s normal kecske szérumot tartalmazo (NGS, Jackson
Immunoresearch Europe Ltd, Suffolk, Egyesiilt Kiralysag) PBS volt. Ezutan a
blokkolooldathoz adtuk a nytlban termelt poliklonalis primer c-Fos ellenes antitestet
(Santa Cruz Biotechnology Inc, sc-52, Santa Cruz, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
1:500 higitasban, ¢és a metszeteket ezen oldatban egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap
3x10 perc PBS mosas utdn a metszeteket 1:200 higitasu kecskében termelt biotinilalt
nyul ellenes szekunder antitesttel (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) kotottiik, szintén blokkoldoldatban, 2
oran keresztiil. Ezutan 3x10 perc PBS mosas kovetkezett, majd a metszeteket avidin-
biotinilalt tormaperoxidaz komplexet tartalmazé oldatba helyeztiik 1 orara. Ismételt
3x10 perc PBS mosas utan a hivashoz 0,02% 3,3’ diamino-benzidint (DAB, D5637,
Sigma-Aldrich, Magyarorszag) és 3x10°% H,0,-t tartalmazo Tris puffert készitettiink.
A hivast 10 perc utan allitottuk le PBS oldattal. 3x10 perc PBS mosas utdan a
metszeteket zselatinos targylemezre huztuk fel, és 2x10 perc xilolban torténd derités

utan DePex-el (Fluka, Heidelberg, Németorszag) fedtiik.

A kisérlet soran negativ kontrollként kihagytuk a primer, illetve a szekunder
antitestet, mely esetekben specifikus festddést nem lattunk. A Santa Cruz Aaltal
forgalmazott c-Fos ellenes antitest (sc-52) specificitasat kutatocsoportunk korabban
kimeritéses vizsgalattal ellendrizte, a primer antitest C-Fos fehérjével torténd

preinkubalasat kovetden a festés specifikus jelet nem adott (Gaszner et al., 2012).

A metszetek digitalizalasahoz Nicon Microphot FXA mikroszkopot hasznaltunk
Spot RT kameraval (Nikon, Tokio, Japan). A morphometriai méréseket ImageJ (ImagelJ
1.501) programmal végeztik. A dolgozatba keriilt reprezentativ képeket
kontrasztositottuk, a mikroszkop latotér szélének egyenetlen megvilagitasat korrigaltuk,
a képeken lathato artefaktokat (bedgyazd anyag maradvanyok, porszemek)
eltavolitottuk Photoshop program segitségével (7.0.1, Adobe, San Jose, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok).
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3.3.  Idegsejt szamolas a cochlearis magok teriiletén — Niss|-festés

A cochlearis magok teriiletén az idegsejtek szdmanak meghatdrozasara Nissl-
festést végeztiink. Négy honapos vad és KO him egér (n=3-3) agyat dolgoztuk fel a c-
Fos festésnél leirtakkal megegyezden. A metszést kdovetden a metszeteket zselatinos
targylemezre haztuk, majd Nissl-oldattal (0,5 g Azur 111, 0,5 g natrium-tetraborat, 0,5 ¢
toluidin-kék és 30 g szachar6z 100 ml desztillalt vizben) megfestettiik. A metszeteket
96%-0s és abszolut alkohollal differencidltuk. Xilolban 10 perc deritést kdvetden a
metszeteket DePex-el fedtiik (Fluka, Heidelberg, Németorszag). A metszetek
digitalizacioja €s a reprezentativ képek utdkezelése a c-Fos-nal leirtaknak megfeleléen
tortént. A sejtszamolasnal csak azon sejteket vettiik szamitasba, amelyeket jol definialt

nucleolusa alapjan egyértelmiien idegsejtként lehetett azonositani.
3.4. PACI receptor immunfestés a hallopalya magjaiban

A hallépalya magjaiban (VCN, DCN, SOC, NLL, CI) PACI receptor festést
végeztiink 2 hoénapos vad és KO him egerekben (n=4-4). Az egerck tualaltatasa,
perfundaldasa és a metszetkészités a c-Fos immunfestésnél leirtaknak megfeleléen
tortént. A szabadon Usz6 metszeteken végeztiik el a PAC1 receptor immunfestést
fluoreszcens jeloléssel. A fent leirtakkal megegyezd mosés, Triton X-100 kezelés ¢€s
blokkolds (normél szamar szérummal) utan a metszeteket nyulban termelt poliklonalis
anti-PAC1 receptor ellenes antitesttel (Alomone Labs, Jeruzsalem, lzrael, 1:200)
inkubaltuk egy éjszakan at. Masnap mosas utan a metszeteket 1:200 higitast szamarban
termelt biotinilalt nyul ellenes szekunder antitesttel (Vectastain Elite ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, Amerikai Egyesiilt  Allamok)  kotottiink
blokkolooldatban 3 o¢ran keresztiil. PBS mosas utan (3x10 perc) Cy3 konjugalt
streptavidin (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, BE, Amerikai Egyesiilt Allamok,
1:1000) kovetkezett 3 oran at. Haromszor 10 perc PBS mosds utdn a metszeteket
zselatinos targylemezre huztuk, majd glicerin-PBS 1:1 aranya keverékével fedtiik, és a
digitalizalasig -20°C-on taroltuk. A kisérlet sordn a c-Fos esetében emlitett negativ
kontrollokat elvégeztiik, a primer antitestet az Alomone Labs altal forgalmazott PAC1
receptor fehérjével kimeritettiik. A metszetek digitalizalasahoz Olympus Fluoview 1000
konfokalis mikroszkopot hasznaltunk foton-szamlalé modban 20x objektivvel (NA:
0,75). A gerjesztés 542 nm-es lézerrel 100%-os intenzitassal tortént, a konfokalis

apertira 80 um, az expozicids id6 10 ps volt. A morphometriai méréseket ImagelJ
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(ImageJ 1.501) programmal végeztiik. A sejtek denzitdsdnak meghatdrozasahoz 3 sejt
citoplazmajanak atlagdenzitasabol vontuk ki a koriilotte talalhatd neuropil
hattérdenzitasat. A dolgozatba kerllt reprezentativ képeket kontrasztositottuk, a
képeken lathato artefaktokat (bedgyazo anyag maradvanyok, porszemek) eltavolitottuk
Photoshop program segitségével (7.0.1, Adobe, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok).

3.5.  Fehérjeprofil analizis ductus cochlearisbol

A fehérjeprofil analizist 3-6 honapos vad és KO him egerek mindkét oldali belso
fiilébol végeztiik el (n=20-20). Az egerek dekapitacidjat kovetden a csontos cochleat az
os temporalébol Kipreparaltuk, és perilympha oldatba helyeztiik (NaCl 22,5 mM,
KCI 3,5 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, HEPES-Na 10 mM, Na-glukonat 120 mM,
gliikoz 5,55 mM, pH 7,4, 320 mOsm/l) (Berekméri et al., 2019). A ductus cochlearis
Kipreparalasa a csontos cochleabdl ezen oldatban tortént operaciés mikroszkop alatt. A
cochlea kiils6 csontos falat eltavolitottuk, és a ductus cochlearis apikalis részét
leszakitottuk a modiolusrél. Ezutan a cochleat kettétortilk, és a mindkét részbol
eltavolitottuk a ductus cochlearis fennmarado6 részét (3.5. abra). A kipreparalt ductus
cochlearis részeket PBS-t és proteaz inhibitort tartalmazé Eppendorf csovekbe
helyeztiik, kézi homogenizatorral homogenizaltuk, jégen 2 percig szonikaltuk, majd 5
percig 14.000-es fordulatszamon centrifugaltuk (RCF=18.620, Hettich Mikro 200R,
MA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A felhasznilasig a mintakat proteaz inhibitoros
segitségével megmértiik, és a kitek eredményeinek Osszehasonlithatosaga érdekében
egyforma higitdsban vittikk fel. Méréseinkhez az R&D Systems (R&D Systems,
Biomedica, Magyarorszag) fehérjeprofil analizisre alkalmas egér ,,Cytokine Array Panel
A” és egér ,,Angiogenesis Array Kit”-eket hasznaltuk, melyek 40, illetve 53 fehérje

crer

utasitdsainak megfelelden hasznaltuk (Horvath et al., 2010):

A mintakat 1 o6rara 1,5 ml pufferbe helyeztiik szobahdmérsékleten, amelyhez 15
ul-t adtunk a primer antitesteket tartalmazo ,,Detection Antibody Cocktail”-bol.
Ugyanezen 1d6 alatt a nitrocellul6z membréanokat blokkold oldatba helyeztiik. Ezutan a
minta-antitest koktélt rahelyeztik a membranokra és egy éjjelen at inkubaltuk

razogépen 2-8 °C-on. Masnap a membranokat 3x10 percig mostuk PBS-ben,
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tormaperoxidazzal konjugalt streptavidinnel kezeltiik 30 percig, majd ujabb 3x10 percig
mostuk PBS-ben. Ezutan a membranokat 2 ml chemilumineszcens detektalod oldattal
(Amersham Biosciences, Magyarorszag) kezeltiik 1 percig. A membranokat a foléjiik
helyezett rontgenfilmmel eléhivtuk. A rontgenképeket digitalizaltuk, majd ImageJ 1.50i
szoftver segitségével kiértékeltiik. Az el6hivodd pontok pixeldenzitasa korrelal az adott
fehérje mennyiségével, amely pixeldenzitdst a pozitiv kontrollokra normalizaltuk.
Minden mérés eredmények két kiilon kitb6l szarmazik, 4 kiilon mérésbél (egy adott kit
esetében 2 vad és 2 KO minta keriilt felvitelre). Minden minta 5-5 allatbdl szarmazo
ductus cochlearis lizdtumat tartalmazta. A reprezentativ képeket a megfeleld kontraszt
érdekében korrigaltuk (Photoshop 7.0.1, Adobe, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok).

3.5. dbra: A cochlea operdcios mikroszkop alatt térténd boncoldsanak lépései. a) Az ép
csontos cochlea. Az apex jobbra-felfelé tekint, a kanyarulatok dttiinnek a csonton. b) Az
apikalis kanyarulat a csontos fal részleges eltavolitasa utdan. Nyilak: ductus cochlearis.
*: lamina spiralis ossea. ¢) A ductus cochlearis apikalis részének eltavolitisa. Nyilak:
ductus cochlearis. Ezutan a cochleat a modiolus mellett két darabra tortiik, hogy a
ductus cochlearis bazdlis-kézépsd részéhez is hozzdférjiink. d) A cochlea modiolust
tartalmazo darabja. Nyilak: a ductus cochlearis bazalis-kézépso része. e) A modiolust
tartalmazo darab a ductus cochlearis teljes eltavolitasa utdan. *: lamina spiralis 0ssea.

f) A modiolust nem tartalmazo darab a ductus cochlearissal (nyilak).
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3.6. A Notch jelatviteli ut elemeinek vizsgalata molaris fogakon

A Notch jelatviteli ut molekulainak immunfestéséhez 5 napos vad, HZ és KO
egerek molaris fogait hasznaltuk (n=3-3-3). Dekapitaciot kovetden az egerek fejét Saint-
Marie fixaloba helyeztiik (99% etil-alkohol, 1% vizmentes ecetsav) 24 6rara. Ezutan a
mintdkat felszallo alkoholsorban dehidraltuk, majd paraffinba agyaztuk, végiil 5 pm-es
sagittalis szeleteket készitettiink. A standardizalhatosag érdekében minden allat
esetében a kés6i harang stadiumu fogak koziil az elsé alsé molaris fog mesialis-buccalis

cslicskének a mesialis oldalat vizsgaltuk (3.6. abra).

a . D Ameloblast  Odontoblast
e : réteg réteg

R,
)
.\
A
N P
3 < ” R - &
P\ ¥ 1 4 4
> o NS g L. " P ,l
S 3 Ry Y -
N 4 R
s | . -
e 3
N5 2 |
G Nr—

Zomanc Dentin

3.6. dbra: a) Kis nagyitasu kép az egér elsé alsé molaris fogabol HE festéssel.
Metszeteink kiértékelése sordn ezen fogak mesialis-buccalis csiicskének mesialis oldalat
vizsgaltuk, amely a képen a fekete téglalappal jelolt, illetve attol a gyokércsucs
iranydaban taldlhato teriiletnek felel meg. Aranymérték: 50 um. b) Az (a) képen jelolt
teriilet nagyobb nagyitassal, melyen a zomdncot termelé ameloblast réteg és a dentint

termeld odontoblast rétegek jol elkiilonithetéek. Aranymeérték: 20um.

Metszés utan a mintakat leszallo alkoholsorban rehidraltuk, majd 3x10 perc PBS
mosas kovetkezett. Ezutan a mintakat fél oraig blokkoltuk 1%-os normal marha
szérummal PBS-ben 37°C-on. Ezt kovette a nyulban termelt primer antitestekkel
(Notch1,2,3,4, DLL1,3,4, JAggedl,2, CSL, TACE, Numb) torténd inkubacié 1:500
higitasban egy éjszakara (Cell Signaling Technology, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
szekunder Alexa555-el konjugalt marhaban termelt nyul ellenes antitest (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1:1000

higitasban kertilt alkalmazasra 3 oran keresztiil, majd 3x10 perc PBS mosas kovetkezett.
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Ezutan a metszeteket Vectashield Hard Set fed6anyaggal fedtiikk (Vector Laboratories,
Peterborough, Egyesiilt Kirdlysag), amely a sejtmagok jelolésére DAPI-t (4',6-
diamidino-2-fenilindol) tartalmazott. A metszeteket a digitalizalasig -20°C-on taroltuk.
Digitalizalashoz Olympus Fluoview 1000 konfokalis mikroszképot hasznaltunk foton-
szamlalé modban 60x objektivvel (NA: 1,3). A morphometriai méréseket Imagel
(ImagelJ 1.501) programmal végeztiik. Minden esetben 10 ameloblast és 10 odontoblast
sejt citoplazmdjanak az intenzitasat mértiik le, majd ezen eredményeket atlagoltuk. Az

eredményeket relativ skalan adtuk meg.
3.7. A PACAP1-38, PACAP1-27, VIP vazorelaxacios hatasanak vizsgalata

Ezen kisérlethez 8-12 hetes him vad és PACAP KO egereket hasznaltunk (n=6-6).
Az egereket i.p. ketamin-xylazin oldattal altattuk (81,7 mg/ttkg ketamin, Gedeon
Richter Plc., Magyarorszag ¢s 9,3 mg/ttkg xylazin, Eurovet Animal Health B.V., Bladel,
Hollandia), majd az arteria carotis communist (CA), és az arteria femoralis (FA)
proximalis részét tavolitottuk el Olympus SZX7 operéacids mikroszkop alatt (Olympus
Inc., Tokio, Japan). Az izolalandé ereket proximalisan és disztalisan is elkotottiik, majd
az eret az elkotések kozott kimetszettiik. Az izolalt erek 4°C-0s, 95%-0s Oz-nel és 5%-
0s CO,-dal dusitott (Linde, Répcelak, Magyarorszag) Krebs oldatba keriiltek (NaCl
119 mM, KCI 4,7 mM, KH,PO, 1,2 mM, NaHCO3; 25 mM, Mg,SO4 1,2 mM,
CaCl,x2H,0 1,6 mM, EDTA 0,026 mM, gliikéz 11,1 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Amerikai Egyesiilt Allamok; NaCl és KCl: VWR International, Radnor, PA,
Amerikai Egyesiilt Allamok). Az erek eltdvolitisa utan az allatokat i.p. pentobarbitéllal
talaltattuk (100 mg/ttkg, eva Sante Animale, Libourna, Franciaorszag). Az ereket 2 mm-
es gylrikre vagtuk, amelyeket a méréshez 2 wolfram szal k6zé helyeztiink oxigenizalt
Krebs oldatban. A wolfram szalak atmérdje a CA esetében 0,04 mm, a FA esetében
0,02 mm volt (3.7. abra). Az erek oldatba helyezését kovetden elvégeztiik a rendszer

kalibralasat.
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3.7. abra: A DMT 610 M Wire Myograph felépitése. a) A DMT 610 M Wire Myograph
késziilek a 4 mérohellyel. b) Egy mérohely feliilnézetben. Kozépen lathato a kerek
mintatarto kad. c) A mintatarto kad felépitése az érbefogoval. d) A befogok nagyobb
nagyitasu képe. A 3-3 csavart tartalmazo befogok 2 kiilsé csavarja régziti a wolfram
szalakat. Lathato, ahogyan a bal és jobb oldali wolfram szal az ér hossztengelyével
parhuzamosan keresztiilhalad az éren. e) A (d) dbran zold téglalappal jelolt teriilet
semas dabraja, ahol lathato, amint a kékkel jelolt wolfram szalak athaladnak a pirossal

dbrazolt éren. f) Nagy nagyitasu kép, elofeszitett artériaval.

Ezt kovetden az ereket 60 percig kezelés nélkiil hagytuk, majd elsé 1épésben a
mintdkhoz 60 mM KCl-ot adtunk, mely az erek altal elérhetd maximalis kontrakciot
valtotta ki - ezt vettilk a tovabbiakban ,,0” értéknek (Vamos et al., 2014; Ivic et al.,
2017). Miutan az erek Osszehuzoddasa elérte a platd fazist, az erek relaxacios valaszat
vizsgaltuk PACAP1-38, PACAP1-27 (Szegedi Tudomanyegyetem, Kémiai Intézet) és
VIP (Bachem, Bubendorf, Svéjc) kumulativ dézisara, 10°-10° M koncentracioban. A
Krebs-oldathoz, igy értik el a kivant 10°-10° M-os koncentracidt. A fehérjéket

desztillalt vizben oldottuk fel. Amennyiben csak a vivéanyagot adtuk a mintdhoz, nem
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tapasztaltunk valtozast az ér motoros aktivitasaiban. Az erek izometrikus
kontrakciojanak erejét DMT 610 M Wire Myograph (Danish Myo Technology, Aarhus,
Dania) késziilékkel mértiik, az erek kozti kiilonbségek normalizaciojat Mulvany és
Halpern leirasa alapjan végeztiik (Mulvany és Halpern, 1977). Az adatok feldolgozasat
korabbi vizsgalatainknak megfeleléen a LabChart 8 (AD Instruments, Dunedin, Uj-
Z¢éland) és Myodaq 2.01 (Danish Myo Technology) szoftverek segitségével végeztiik
(Vamos et al., 2014).

3.8. A PAC1, VPAC], VPAC?2 receptorok mRNS-ének kimutatasa

A PACAP receptorainak eléfordulasat az arteria carotis communis és arteria
femoralis erekbél RT-PCR segitségével mutattuk ki. Az ereket folyékony nitrogénbe
helyeztiik, majd fagyasztva poritast kovetden Trizolban inkubaltuk (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Ezt kévetden a mintakhoz
20%(V/V) RNaz-mentes kloroformot adtunk, majd 4°C-on 10.000g-vel 15 percig
centrifugaltuk. Ezutdn a mintakat 500 pl RNéaz mentes izopropanolban inkubaltuk -
20°C-on 1 oran keresztiil, majd totdl RNS-t izolaltunk és RN4z mentes vizben taroltuk -
20°C-on. A reverz transzkripciés munkaoldat 2 pg RNS-t, 0,112 uM oligo(dT)-t, 0,5
mM dNTP-t és 200 egységnyi reverz transzkriptazt (Applied Biosystems) tartalmazott
reverz transzkriptaz pufferben oldva. A PCR reakciot Labnet MultiGene TM 96-well
Gradient Thermal Cycler-ben végeztiikk (Labnet International, Edison, NJ, Amerikai
Egyesiilt Allamok) 21 pl-nyi végtérfogatban, amely 1 pl-nyi sense és antisense primert
(0,4 uM), 0,5 pl dNTP-t (200 pM) és 5 egység Promega GoTaq®™ DNS-polimerazt
tartalmazott. A kezdeti denaturalas 2 percig 95°C-on tortént, majd 35 ciklus kovetkezett
(denaturalas 94°C, 1 perc; anellacio a 3.8. tablazatban megadott hdémérsékleten, 1 perc;
DNS-szintézis, 72°C, 90 mp), lezarasként DNS-szintézis tortént 72°C-on 10 percig. A
PCR reakcio termékeit etidium-bromidot tartalmazo 1,2%-0s agar6z-gélben 120 V
konstans fesziiltségen futtattuk, bels6 kontrollnak aktint hasznaltunk. A gélképeket
FluorChem E segitségével analizaltuk (ProteinSimple, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok), majd a kapott jelek optikai denzitasat Imagel 1.40g programmal

hasonlitottuk Ossze, a belsé kontroll optikai denzitasara normalizalva.
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A sense GCC AAC CGT GAA AAG ATG A (419 —437) 54 162
in
antisense | CAA GAA GGA AGG CTG GAA AA (861-880)

sense | TAT TAC TAC CTG TCG GTG AAG (912 — 932)

PAC1 _ 49 213
antisense| ATG ACT GCT GTC CTG CTC (1107 — 1124)
sense TTT GAG GAT TTC GGG TGC (974 — 991)
VPACL| 52 266
antisense| TGG GCC TTA AAG TTG TCG (1222 —1239)
sense CTC CTG GTA GCC ATC CTT (805 — 822)
VPAC2 48 149

antisense ATGCTGTGG TCG TTT GTG (936 — 953)

3.8. tablazat: A kisérletben hasznalt primerek szekvenciai, az anellacio homérséklete és

az amplifikacios termékek mérete.

3.9. A PAC1, VPAC1, VPAC?2 receptorfehérjék Western-blot analizise

A vizsgalatot arteria carotis communis és arteria femoralis erekbdl végeztiik,
minden esetben haromszor ismételtiik meg, csoportonként 3 allattal. Az izolalt CA és
FA fiziologias sooldattal valdo atmosast kovetden 100 pl radio-immunoprecipitacios
pufferbe keriilt (150 mM NaCl, 1,0% NP40, 0,5% Na-deoxykolat, 50 mM Tris, pH 8,0),
amely proteaz inhibitort (Aprotinin, 10 pg/mL), benzamidint (5 mM), leupeptint
(10 pg/mL), tripszin-inhibitort (10 pg/mL), PMSF-t (1 mM), EDTA-t (5 mM),
EGTA-t (1 mM), Na-fluoridot (8 mM) és Na-ortovanadatot (1 mM) tartalmazott. A
mintdkat a feldolgozasig -70°C-on taroltuk. A teljes artériafalat tartalmaz6 mintdk
feldolgozasakor mechanikus apritast kovetéen a keletkezett szuszpenziot 30 mp-ig
szonikaltuk (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az SDS-
PAGE-hez valo el6készités soran a mintakhoz Laemmli elektroforézis puffert adtunk
(4% SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 20% glicerin, 0,004% bromofenol-kék, 0,125 M Tris-

crer

10 percig forraltuk.

Mintanként 20 pg fehérjét szeparaltunk 10%-0S SDS-PAGE gélen, majd
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A blokkolas 5%-0s PBST-ben (PBS 0,1%
Tween 20-al, pH 7,4) oldott zsirmentes tejporral tértént, majd a membranok mosasa

utan az elsddleges antitesteket tartalmazo oldatot vittiik fel rajuk, amely 4°C-on a
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membranokon maradt masnapig. A PAC1 receptor ellenes poliklonalis antitestet 1:600
(Sigma-Aldrich), a poliklonalis VPACI1 receptor ellenes antitestet 1:800 (Alomone
Labs, Jeruzsalem, Izrael) és a poliklonalis VPAC2 receptor ellenes antitestet 1:600
higitasban hasznaltunk (Abcam, Cambridge, UK). Masnap 3x10 perces PBST mosast
kovetden anti-nyul IgG szekunder antitestet hasznaltunk 1:1500 higitasban (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) 1%-os zsirmentes tejpor
blokkolds mellett két ordig szobahOmérsékleten. A hivast chemilumineszcens
hivofolyadékkal végeztiik a gyartd utasitdsainak megfeleléen (Advansta Inc., Menlo
Park, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Belsé kontrollnak aktint hasznaltunk. A jelek
optikai denzitasat ImageJ 1.40 g szoftverrel detektaltuk, és a belsé kontroll denzitasara

normalizaltuk.
3.10.  Statisztika

Az értékeket mindenhol atlag + SEM formaban adtuk meg. A c-Fos immunfestés
esetében kétutas ANOVA-t végeztiink Bonferroni-féle post-hoc analizissel. A Notch
jelatviteli 0t molekuldinak vizsgalatakor egyutas ANOVA-t végeztiink (kivétel
Jaggedl), Fisher-féle post-hoc analizissel. A vazorelaxacios mérések esetében kétutas
ANOVA-t végeztiink Tukey-féle post-hoc analizissel. A mintdk szoérdshomogenitasat
Bartlett’s khi-négyzet probaval, normaleloszlasat pedig Shapiro-Wilk teszttel
ellendriztiik. A Nissl-festés, a Jagged1l Notch ligand, a PACI1 receptor festés, a erekben
a RT-PCR és a Western-blot esetében kétmintas t-probat végeztiink. A szignifikancia
szint 0,05 volt minden mérés esetében. A statisztikai analizishez Statistica v8.0
(StatSoft Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok), Prism 6.1 (GraphPad Software, Amerikai
Egyesiilt Allamok), Sigma Plot 12.5 (Systat, Chicago, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok)
és Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Amerikai Egyesiilt Allamok) programokat

hasznaltunk.
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IV. Eredmények

4.1. A hallorendszer funkcionalis vizsgalata ABR mddszerrel

A Semmelweis Egyetem Farmakologiai ¢és Farmakoterapids Intézetével
kollaboracioban elvégzett vizsgalatokat Humli Viktoria tarselsszerz6 végezte dr. Zelles
Tibor hallaslaborjaban, igy azok metodikajanak és eredményeinek részletes targyalasa
nem képezi jelen dolgozat részét. Ezen eredmények azonban elengedhetetlenek a
morfologiai vizsgalatok értelmezéséhez, ezért azokat a megbeszélésben roviden

ismertetem.
4.2.  ldegsejtaktivacié mérése a hallopalya magjaiban — c-Fos immunfestés
4.2.1. Cochlearis magok

Mind a vad, mind pedig a KO csendben tartott allatok (,,csend”) esetében a
nucleus cochlearis ventralis teriiletén elvétve taldltunk c-Fost expresszalo sejteket. A
fehér zajnak kitett allatok (,,zaj”) esetében szignifikdnsan emelkedett a c-Fos pozitiv
sejtek szama, mind a vad (p<0,0001), mind pedig a KO allatok esetében (p=0,0012). Az
emelkedés szignifikansan kisebb mértékii volt a KO allatokban, mint a vad allatok
esetében (p=0,0214). A nucleus cochlearis dorsalis teriiletén hasonld eredményeket
talaltunk. A csendben tartott allatoknal minimalis szamu sejt aktivalodott ezen mag
teriiletén mindegyik genotipusban, azonban zaj hatasara az aktivalodott sejtek szama
szignifikdnsan megemelkedett (vad: p<0,0001; KO: p=0,0042). A KO egerekben a
vadhoz képest szignifikansan kevesebb sejt aktivalodott (P=0,0012) (4.2.1. abra).
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4.2.1. abra: A cochlearis magokban talalhaté c-Fos pozitiv sejtek szama csendben tartott

(csend), és fél oras zajnak kitett (zaj) vad (VT) és KO egerekben. a) Bal oldalon a

hallopalya sémas abraja, jobb oldalon a VCN és DCN kis nagyitdsu képe lathato. A VCN-t
és DCN-t pirossal, illetve fekete téglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Ferde vonal: a

VCN (balra lent) és DCN (jobbra fent) kozotti hatar. Aranymeérték: 100 um. c) A c-Fos

pozitiv sejtek szama a VCN és DCN teriiletén. Atlag + SEM. Kétutas ANOVA, Bonferroni
post-hoc analizis, ***p<0,0001 vs. VT csend, **p<0,001 vs. KO csend, *p<0,05, #p<0,01

vs. VT zaj. VCN: nucleus cochlearis ventralis; DCN: nucleus cochlearis dorsalis.

40



4.2.2. A hallopalya centralis atkapcsolo allomdsai

A hallépélya centralisabb magjaiban is vizsgaltuk a c-Fos pozitiv sejtek szamat
vad tipusu és KO egerekben. Az oliva superior (SOC) teriiletét két részre osztottuk, és
sejtszamolast végeztiink egyrészt az MSO-LSO (oliva superior nucleus medialis -
nucleus lateralis) teriiletén, valamint a periolivaris magok koziil a ventromedialis és
ventrolateralis paraolivaris magok (VMPN, VLPN) teriiletén. Mindkét esetben azt
talaltuk, hogy ezekben a magokban mar a csendben tartott allatok esetében is lathatunk
c-Fos pozitiv sejteket, genotipustol fiiggetleniil. Ezen sejtek szdma szignifikdnsan
megemelkedik zaj hatasara (MSO-LSO: VT p=0,0096, KO p=0,0033; VMPN-VLPN:
VT p<0,0001, KO p=0,0007), azonban a zajjal kezelt vad és KO egerek kozott nincs
kiilonbség a sejtaktivacioban (4.2.2.1. abra). A nuclei lemnisci lateralis (NLL) teriiletén
¢s a colliculus inferiorban (CI) is hasonl6 eredményeket kaptunk. Mar a csendben tartott
allatoknal is sejtaktivaciot figyelhettiink meg, amely zaj hatasara mind a vad mind a KO
egerek esetében szignifikansan megemelkedik (NLL: VT p<0,0001, KO p<0,0001; IC:
VT p=0,0019; KO p=0,0038), azonban nincsen kiilonbség a vad és a KO egerek c-Fos
pozitiv sejtjeinek szama kozott (4.2.2.2. és 4.2.2.3 abra). A primér hallokéreg teriiletén
nagymértékii sejtaktivaciot talaltunk mar a csendben tartott 4llatok esetében is, amely
c-Fos pozitiv sejtek szdma zaj hatdsara tovabb nétt, azonban ez az emelkedés nem volt
szignifikans. Ezen a teriileten sem volt kiilonbség a vad és KO egerek kozott (4.2.2.4.

abra).
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4.2.2.1. abra: Az oliva superiorban (SOC) talalhato c-Fos pozitiv sejtek szama
csendben tartott (csend), és fél ords zajnak kitett (zaj) vad (VT) és KO egerekben. a) Bal
oldalon a hallopdlya sémas dbrdja, jobb oldalon az SOC kis nagyitasu képe lathato. Az
SOC-t pirossal, illetve fekete nyilakkal jeléltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymérték:
200 um. ¢) A c-Fos pozitiv sejtek szama az SOC-ban. Atlag + SEM. Kétutas ANOVA,
Bonferroni post-hoc analizis, **p<0,001, ***p<0,0001 vs. VT csend, " p<0,001,

+++

p<0,0001 vs. KO csend. MSO: oliva superior medialis, LSO: oliva superior

lateralis, VMPN: nucleus periolivaris ventromedialis, VLPN: nucleus periolivaris

ventrolateralis.
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4.2.2.2. abra: Az NLL magjaiban taldalhato c-FoS pozitiv sejtek szama csendben tartott
(csend), és fél ords zajnak kitett (zaj) vad (VT) és KO egerekben. a) Bal oldalon a
hallépdlya sémds abrdja, jobb oldalon az NLL kis nagyitdsu képe lathato. A NLL-t
pirossal, illetve fekete nyilakkal jeléltiik. b) Reprezentativ képek az NLL dorsalis
részébdl. Aranymérték: 100 um. c) A c-Fos pozitiv sejtek szdma az NLL teriiletén. Atlag
+ SEM. Kétutas ANOVA, Bonferroni post-hoc analizis, ***p<0,0001 vs. VT csend,

+++

p<0,0001 vs. KO csend. NLL: nuclei lemisci lateralis.
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4.2.2.3. abra: A Cl-ben taldlhaté c-Fos pozitiv sejtek szama csendben tartott (csend), és
fél oras zajnak kitett (zaj) vad (VT) és KO egerekben. a) Bal oldalon a hallopdlya sémds
dbrdja, jobb oldalon a Cl kis nagyitasu képe lathato. A Cl-t pirossal, illetve fekete
nyilakkal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymérték: 500 um. c) A c-FOS pozitiv
sejtek szama a Cl-ban. Atlag + SEM. Kétutas ANOVA, Bonferroni post-hoc analizis,
**n<0,001 vs. VT csend, *"p<0,001 vs. KO csend. Cl: colliculus inferior.
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4.2.2.4. abra: A primér hallokéregben talalhato c-Fos pozitiv sejtek szama csendben
tartott (csend), és fél ords zajnak kitett (zaj) vad (VT) és KO egerek esetében. Atlag +
SEM. Kétutas ANOVA, Bonferroni post-hoc analizis. AUI: primér hallokéreg.
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4.3. ldegsejt szamolas a cochlearis magok teriiletén — Nissl-festés

A VCN ¢és DCN teriiletén eltérd c-Fos sejtaktivacios marker immunpozitivitast
talaltunk. Annak felderitésére, hogy ennek hatterében az idegsejtek pusztuldsa vagy
pedig a csokkent aktivacioja all-e, ezen magokban Nissl-festést végeztiink. A definitiv
nucleolus alapjan egyértelmiien idegsejtként azonosithatd sejtek szamat lemértiik. Az
eltérd sejtaktivacios mintazattal szemben nem volt kiilonbség a VCN-DCN teriiletén
talalhat6 idegsejtek szamaban a vad tipusu és KO egerek kozott (VT=149,88+18,99 ¢és
K0=159,50+8,00) (4.3. abra).
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4.3. dbra: A cochlearis magok teriiletén talalhato idegsejtek szama Nissl-festéssel vad
(VT) és KO egerekben. a) Bal oldalon a hallopdlya sémas dbrdja, jobb oldalon a
cochlearis magok kis nagyitdsu képe lathaté. A VCN-t és DCN-t pirossal, illetve fekete
téeglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymérték: 100 um. c) Az idegsejtek
szdma a cochlearis magok teriiletén. Atlag + SEM. Kétmintds t-préba.
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4.4. PACI receptor immunfestés a hallopalya magjaiban

A cochlearis magvakban a PACI1 receptor immunfestését is elvégeztiik.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a VCN ¢és a DCN kozott elhelyezkedd stratum
granulosum teriiletén a KO egerekben a PAC1 receptort expresszald sejtek szdma
csokken vad tarsaikhoz képest (p=0,0314) (4.4. abra). A VCN t6bbi magjaban, a DCN
tertiletén, illetve a hallopalya centralisabb magjaiban (SOC, NLL, IC) nem talaltunk

kiilonbséget a vad és KO egerek kozott. A sejtek denzitdsaban egyik magban sem volt

kiilonbség a két csoport kozott.
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Mag VT sejtszam | KO sejtszam | VT denzitas | KO denzitas

Stratum granulosum | 44,52+6,65 | 27,48+1,22* | 11,8+1,21 10,66+0,56

4.4. abra: A cochlearis magokban talalhaté PACI receptor immunpozitiv sejtek szama,
és a PACI receptor citoplazmatikus denzitasa vad (VT) és KO egerekben. a) Bal
oldalon a hallopdlya sémas dbrdja, jobb oldalon a VCN és DCN kis nagyitdsu képe

lathato. A VCN-t és DCN-t pirossal, illetve fekete téglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ

képek a stratum granulosum teriiletérdl. c) A PACI receptor pozitiv idegsejtek szama a

stratum granulosum teriiletén. Tabldzat: Sejtszam és PACI receptor denzitds. Atlag +

SEM. Kétmintds t-proba, *p<0,05 vs. VT sejtszam. VCN: nucleus cochlearis ventralis;
DCN: nucleus cochlearis dorsalis. Ardnymérték: 100 um.
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4.5. Fehérjeprofil analizis belso fiil ductus cochlearisabol

A funkciondlis és morfologiai elvaltozdsok molekuldris mechanizmusainak
tisztazasara vad tipusu és KO egerek belsd fiilébdl izolaltuk a ductus cochlearist, és
ezen ductus cochlearisok lizatumabol fehérjeprofil analizist végeztiink az R&D Systems
citokin és angiogenesis array kitjeinek felhasznalasaval (Mouse Cytokine Array Panel A
¢s Mouse Angiogenesis Array Kit). A két kit segitségével 93 fehérje jelenlétét lehet
kimutatni a mintdkbol. Méréseink soran ezek koziil az endostatin, a savas FGF, az
osteopontin, a BLC, a CD54, a PF4, a TF, a DPPIV, az IGFBP-2, a Serpin F1 és a
CXCL12 fehérjeket detektaltuk. Az ezen fehérjéknek megfeleld lokalizacidban
megjelend pontok intenzitasat 6sszehasonlitottuk a vad és KO egerek kozott, de egyik
fehérje esetében sem taldltunk szignifikans kiillonbséget a két csoport kozott (4.5.1. és

4.5.2. ébra).
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4.5.1. abra: Avad (VT) és KO egerek ductus cochlearisanak lizatumdban R&D

Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Panel A segitségével detektdlt citokinek.

Reprezentativ képek (a). A detektalhato mennyiségii fehérjéknek megfelelo korok

pixeldenzitasa (D). Nem volt szignifikdns kiilonbség egyik mért protein esetében sem. A

tablazat a panelen vizsgadlhato osszes fehérjét tartalmazza. Vastaggal emeltiik ki azokat

a fehérjéket, amiket a mintakban detektaltunk. A tablazatban a gyarto dltal hasznalt

roviditéseket alkalmaztuk. Atlag + SEM. Kétmintds t-préba.
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4.5.2. abra: Avad (VT) és KO egerek ductus cochlearisanak lizatumdaban R&D
Proteome Profiler Mouse Angiogenesis Array kit segitségével detektdlt fehérjék.
Reprezentativ képek (a). A detektalhato mennyiségii fehérjéknek megfelelo korok
pixeldenzitasa (b). Nem volt szignifikans kiilonbség egyik mért protein esetében sem. A
tablazat a panelen vizsgalhato 6sszes fehérjét tartalmazza. Vastaggal emeltiik ki azokat
a fehérjéket, amiket a mintakban detektaltunk. A tablazatban a gyarto dltal hasznalt
roviditéseket alkalmaztuk. Atlag + SEM. Kétmintds t-préba.
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4.6. A Notch jelatviteli utvonal valtozasai PACAP KO egerek fogaiban
4.6.1. A Notch receptorok vad, HZ és KO egerek 6ridfogaban

A Notch receptorok koziil (Notchl, 2, 3, 4) a Notch2 immunpozitivitasa valtozott
szignifikansan a zomancot termel6 ameloblast sejtekben (4.6.1. abra). Mind a HZ, mind
pedig a KO allatokban szignifikansan emelkedett a Notch2 receptor intenzitasa a vad
egerekhez képest (HZ vs. VT: p=0,014, KO vs. VT: p=0,01), mig az odontoblastok
teriiletén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Hasonld tendenciat talaltunk
ameloblast sejtekben a Notchl és Notch3 receptor esetében, valamint az odontoblast
sejtekben a Notchl és Notch2 esetében, azonban jelen esetszamnal a kiilonbség nem
volt szignifikans. Nem talaltunk kiilonbséget az odontoblast sejtekben a Notch3 esetén,

illetve egyik sejtben sem a Notch4 vizsgalata soran.
4.6.2. A Notch ligandok vad, HZ és KO egerek orlofogaban

A Notch ligandok (DLLI, 3, 4 és Jaggedl, 2) immunpozitivitisa az aldabbiak
szerint valtozott PACAP hidnyaban. Az ameloblastok citoplazméjdban a DLL1 szintje
HZ allatokban szignifikansan megemelkedett a vad allatokhoz képest (p=0,021), a KO
allatokban pedig tovabbi jelintenzitas-ndvekedést talaltunk (p=0,0014 vs. VT, p=0,0455
vs. HZ) (4.6.2.1. abra). A DLL1 mennyisége az odontoblastokban, illetve a DLL3 és 4
kifejezddése egyik sejtben sem mutatott kiilonbséget a PACAP hianyaban a vad
allatokhoz képest. A Jagged tipusi ligandok koziil a Jaggedl jelolédése ndtt meg
PACAP KO 4allatokban az odontoblast sejtekben (p=0,0129) (4.6.2.2. abra). A Jagged1
pozitivitds az ameloblast sejtekben nem valtozott, amint a Jagged2 intenzitasaban sem

talaltunk kiilonbséget egyik sejt esetében sem.
4.6.3. A Notch intracellularis elemei vad, HZ és KO egerek orléfogaban

A Notch jelatvitelben részt vevd intracellularis molekuldk koziil (CSL, Numb,
TACE) a CSL immunjel6lédése valtozott meg PACAP-génkiiitott egerekben (4.6.3.
abra). A CSL jelintenzitasa szignifikdnsan megnétt HZ ¢és KO allatokban a vad
kontrollokhoz képest mind az ameloblast (HZ vs. VT: p=0,0047, KO vs. VT:
p=0,0286), mind az odontoblast sejtek esetében (HZ vs. VT: p=0,0064, KO vs. VT:
p=0,0027). Kisérletiinkben a TACE ¢és a Numb fehérjék mennyisége nem mutatott
valtozast PACAP hianyaban.
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4.6.1. abra: A Notch2 receptor immunhisztokémiai jelolése ameloblast sejteken Alexa
Fluor555-el (piros) 5 napos vad (VT), PACAP HZ és PACAP KO egerek molaris
fogaiban. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). a) Kis nagyitasu HE festett abra, a
vizsgalt teriiletet fekete téglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymerték: 50
um. ¢) A Notch?2 intenzitisa az ameloblast sejtekben. A Notch2 receptor
immunpozitivitasa @ PACAP HZ és KO egerek ameloblast sejtjeiben szignifikinsan
emelkedett volt a vad tipusii egerekhez képest. Atlag + SEM. Egyutas ANOVA, Fisher-
féle post-hoc analizissel, *p<0,05 vs. VT.
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4.6.2.1. abra: A DLL1 ligand immunhisztokémiai jelélése ameloblast sejteken Alexa
Fluor555-el (piros) 5 napos vad (VT), PACAP HZ és PACAP KO egerek molaris

fogaiban. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). a) Kis nagyitasu HE festett abra, a

vizsgalt teriiletet fekete téglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymérték: 50

um. ¢) A DLLI intenzitasa az ameloblast sejtekben. A DLL ligand mennyisége a PACAP
HZ és KO egerek ameloblast sejtjeiben szignifikansan emelkedett volt a vad tipusi
egerekhez képest. Atlag + SEM. Egyutas ANOVA, Fisher-féle post-hoc analizissel,
*p<0,05, **p<0,01 vs. VT; +p<0,05 vs. HZ.

53




Jagged1 - odontoblast sejtek

50 *
40+
(1)
ﬁ
'Fl 30'
=
2 201
£
104
0-
¢ £
Ligand intenzitas VT PACAP KO
Jagged1 - odontoblast 30,17 +1,01 41,39 £2.42%

4.6.2.2. abra: A Jaggedl ligand immunhisztokémiai jelolése odontoblast sejteken Alexa
Fluor555-el (piros) 5 napos vad (VT) és PACAP KO egerek molaris fogaiban. A
sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). a) Kis nagyitasu HE festett abra, a vizsgalt
teriiletet fekete téglalappal jeloltiik. b) Reprezentativ képek. Aranymérték: 50 um. c) A
Jagged|l intenzitasa az odontoblast sejtekben. A Jaggedl ligand mennyisége a PACAP
KO egerek odontoblast sejtjeiben szignifikansan emelkedett volt a vad tipusu egerekhez
képest. Atlag + SEM. Kétmintds t-proba, *p<0,05 vs. VT,
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4.6.3. dbra: A Notch intracellularis célpontjanak, a CSL-nek immunhisztokémiai
Jjelolése ameloblast és odontoblast sejteken Alexa Fluor555-el (piros) 5 napos vad (VT),
PACAP HZ és PACAP KO egerek molaris fogaiban. A sejtmagokat DAPI-val festettiik
(kék). a) Kis nagyitasu HE festett abra, a vizsgalt teriiletet fekete téglalappal jeloltiik.
b) Reprezentativ képek. Az ameloblastokat fehér, az odontoblastokat sarga négyzettel
jeloltiik. Aranymerték: 50 um. c¢) A CSL intenzitasa az ameloblast és odontoblast
sejtekben. A CSL jelolodés a PACAP HZ és KO egerek ameloblast és odontoblast
sejtjeiben szignifikdnsan emelkedett volt a vad tipusii egerekhez képest. Atlag + SEM.
Egyutas ANOVA, Fisher-féle post-hoc analizissel, *p<0,05, **p<0,01 vs. VT.
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4.7. APACAP1-38, PACAP1-27, VIP vazorelaxacios hatasa vad és KO
egerekben

A KCI-dal kivaltott maximalis kontrakciot a PACAP1-38, PACAP1-27 és a VIP a
vad és KO allatokban eltér6 modon befolyasolta. A maximalis kontrakcio értékét ,,0”-
nak vettiik, és ehhez képest negativ értékekkel jeloltik a vizsgalt molekuldk altal elért
vazorelaxacios hatast. A vizsgalat folyaman 10°-10° M végkoncentracidban
alkalmaztuk a vizsgalt molekulakat. A PACAP1-38 a vad egerekben mind az arteria
carotis communisban, mind pedig az arteria femoralisban szignifikansan nagyobb
kontrakciot valtott ki, mint a KO allatokban. Ezzel szemben a PACAP1-27 és a VIP a
KO allatokban valtott ki a vad egerekénél nagyobb kontrakciot, mindkét érben. Vad
egerek esetében a CA teriiletén a PACAP1-38 nagyobb relaxaciot okozott, mint a
PACAP1-27 és a VIP. Ezzel szemben a KO egerekben pont forditva, mindkét ér
vizsgalatanal azt talaltuk, hogy a PACAP1-27 és a VIP a PACAP1-38-n4l nagyobb
relaxaciot eredményezett. KO egerekben a PACAP1-38 csak kis mértékii relaxaciot
valtott ki, ugyanis a vad egerekben mar 10 M-os koncentracioban, mig a PACAP KO
egerekben csak a legnagyobb vizsgalt dozis (10° M) esetében eredményezett relaxaciot

(4.7. abra). Az abrén a legnagyobb, 10° M-os dozis eredményeit dbrazoltam.
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4.7. dbra: 10°M koncentracioju PACAP1-38, PACAP1-27 és VIP hatasa a KCI-
indukalta vazokonstrikciora arteria carotis communis (CA) és arteria femoralis (FA)
kontrakcidjanak csokkenése jelzi. Atlag + SEM. Kétutas ANOVA,

Tukey-féle post-hoc analizissel. *p<0,05 vs. VT, "p<0,05 vs. PACAP1-38 VT, *p<0,05
vs. PACAP1-38 KO.
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4.8. PACL, VPACL1 és VPAC?2 receptor mRNS és fehérje az érrendszerben

Vad tipusu és KO egerek arteria carotis communis és arteria femoralisbol
szarmazd mintdiban megmértik a PACI, VPAC1 ¢és VPAC2 receptorok mRNS-ét
RT-PCR segitségével és fehérje-szintjét Western-blot analizissel. A PAC1 receptor
RT-PCR vizsgalata soran mindkét érben azt talaltuk, hogy a PACAP KO egerekben a
vad egerekhez képest szignifikansan alacsonyabb a PACI1 receptor expresszioja: a CA-
ban nem volt detektalhato mennyiségii PAC1 mRNS a KO mintaban, mig az FA-ban a
vad tipusu egerekben mért RNS mennyiségnek az 6todére csokkent. Ezen vizsgalatokat
a Western-blot is megerdésitette, a PAC1 receptor fehérje mennyisége is alacsonyabb
volt a KO allatok ereiben a vad egerekhez képest. A KO egerek vizsgalatakor az arteria
carotis communis esetében a vad tipusu egérben mért értéknek a 20%-at, az arteria
femoralis esetében a 60%-at detektaltuk. A VPAC1 receptort is mRNS és fehérje
szintjén is ki tudtuk mutatni mindkét érben, mindkét genotipus esetében. Ezen receptor
expresszidjaban nem volt szignifikans kiilonbség a genotipus-csoportok kozott. Ezzel
szemben a VPAC2 vizsgalatakor azt talaltuk, hogy egyik genotipus esetében sem volt
kimutathatd sem a CA sem az FA teriletén, sem RT-PCR, sem Western-blot

vizsgalattal (4.8. abra).
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4.8. abra: Eredeti gélképek mutatjak a PACI, VPACI, VPAC2 receptorok mRNS-ének
(fent) és fehérjéinek (lent) expresszidjat vad (VT) és PACAP KO egerek CA és FA
ereibol. Mindkét vizsgalatnal belso kontrollként aktint hasznaltunk. A gélkép alatti

szamok a KO allatokban mért mRNS/fehérje mennyiségét a vad tipushoz képest adjak

meg az aktinra normalizalva. A vad egerkben mért értéket 1-nek vettiik. Kétmintas t-

proba. *p<0,05 vs. VT.
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V. Megbeszélés

Kutatésaink sordn PACAP KO egerekben vizsgaltuk a PACAP hianydnak

kovetkezményeit a hallorendszerben, a fogfejlodés kapcesan és az érrendszerben.
5.1. A PACAP KO egerek hallasvizsgalata

A hallérendszer vizsgalatakor a PACAP KO egerek hallopalyajaban csokkent
neuronaktivitast és a PACI receptor megvaltozott immunreaktivitasat talaltuk, a bels6

fiilben pedig a vadhoz képest valtozatlan fehérj-profilt.

A hallaskédrosodas mintegy 500 milli6 embert érint vildgszerte. A hallasvesztés
szamos okbol Iétrejohet: lehet genetikai eredetli, kialakulhat intrauterin hatasok
kovetkeztében, kiillonbozo fert6zd betegségek eredményeképpen, zajartalom, oregedés
vagy mas toxikus agensek hatdsara (Sheffield és Smith, 2018). Fontos a kiilonboz6
okbdl kialakulod hallaskdrosodasok pontos mechanizmusdnak megismerése, és azon
molekulak felderitése, melyek a hallorendszerben lehetséges védo szerepet tolthetnek
be. Miutan a PACAP-nak altalanos neuroprotektiv és citoprotektiv hatdsai ismertek,

célunk volt a belsd fiilben ¢és a hallérendszerben kifejtett hatdsait vizsgalni.

A PACAP jelenlétét a belsd fiilben és a hallopalya magjaiban mar korabban
kimutattdk. A cochlearis magokban a PACAP mind a sejttestekben, mind a rostokban
jelen van, kifejez6dése a VCN teriiletén magasabb (Kausz et al., 1999; Hannibal, 2002).
Dzsungériai torpehorcsdgben az SOC teriiletén kimutattak a PACAP jelenlétét annak
kiilonb6zé magjaiban, beleértve az olivocochlearis palya kiindulasi teriiletét is.
Feltételezhetd, hogy a cochledban talalt PACAP pozitiv rostok ezen sejteknek az
axonjai (Kausz et al., 1999; Reuss et al., 2009). A PACAP-ot kimutattak a tractus
olivocochlearis medialis tertiletén, ami a kiils6 szOrsejteken végzddik, azonban nem volt
megtalalhatd a tractus olivocochlearis lateralisban, ami a ganglion spirale bipolaris
neuronjainak a belsé szorsejtek alatt induldo dendritikus nyulvanyain végzddik. Ez
megerdsiti azon elméletet, miszerint a PACAP-nak nagyobb szerepe van a cochlea
efferens beidegzésében, mint afferentacidjaban (Abu-Hamdan et al., 2006). A PACAP-
ot az IC, CGM teriiletén is kimutattak, mind patkany, mind emberi mintakon (Palkovits
et al., 1995; Hannibal, 2002). A PAC1 receptor mRNS-ét patkdnyban mind a VCN,
DCN, SOC, NLL, IC, és CGM teriiletén is detektaltak (Hashimoto et al., 1996; Shioda
etal., 1997; Joo et al., 2004).
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Jelen kisérletiinkben kollaboracioban elséként az egerek hallasat vizsgaltuk
objektiv audiometria (ABR) segitségével. Ezen eredmények Humli Viktéria Ph.D.
értekezéséhez tartoznak, igy nem képezik a jelen értekezés alapjat, azonban targyalasuk
a sajat eredmények kontextusba helyezéséhez elengedhetetlen. Frekvenciafiiggetlen
klikk, és alacsony frekvencidju (4,1-8,2 kHz) burst inger alkalmazéisa esetében a
PACAP KO egerek hallaskiiszobe szignifikdnsan magasabb volt 1,5 és 4 honapos
egerekben, mint vad tarsaik esetében. Nyolc honapos korban a klikk és 4,1 kHz-es burst
inger esetében szintén szignifikansan magasabb volt a hallaskiiszob, azonban 8,2 kHz-
en a kiilonbség eltiint. Tendenciajaban a kor eldrehaladtaval mind a vad, mind a KO
egerekben a hallds romlasat tapasztaltuk. A hallaskiiszob vizsgalatok értelmezésénél
figyelembe kell venni, hogy a CD1 egértdrzsnél ismert az 6regkori hallascsokkenés. A
vad egerek hallaskiiszob-értékeinek eredménye megegyezik a CD1 torzsrdl korabban
leirtakkal, miszerint a kor elérehaladtaval ezen allatok hallasa fokozatosan romlik (Le
Calvez et al., 1998). Ez lehet a magyarazata annak, hogy magas frekvencidkon nem
talaltunk kiilonbséget a vad és KO egerek kozott, valamint hogy a 8,2 kHz-nél mért
kiilonbség a 8 honapos egerek esetében eltiinik. Annak ellenére, hogy a PACAP KO
egerekben a magasabb frekvencidkat vizsgalva nem taldltunk kiilonbséget a
hallaskiiszob értékekben, amennyiben ezen frekvencidkon (16,4; 32,8 és 65,6 kHz) az
ABR vizsgalatokat finomabb elemzéseknek is alavetettiik, ugy az amplitad6 és latencia
eredményekben talaltunk eltérést a két csoport kozott, ami a KO egerekben
megvaltozott hallasfunkciora utal. Az ABR hullamok finomelemzésekor az amplitudo
értékek vizsgalata informaciot ad a hallopalydban taldlhaté neuronok aktivalodéasarol,
ahol a PACAP KO egerekben a vad tipushoz képest sokkal alacsonyabb értékeket
detektaltunk. Ugyanakkor a hulldmok latencidjanak (a stimulustél valo iddbeli
tdvolsadgat) vizsgalata sordn azt taldltuk, hogy KO egerekben a magok kordbban
aktivalodtak a vad egerekhez képest. A csokkent amplitidd és latencia értékek
feltehetden a KO 4llatok hallorendszerében a sériiléseknek olyan markerei, amelyek a
megOrzott hallaskiiszob ellenére is jelzik a hallaskarosodast (Tziridis et al., 2017;
Muniak et al., 2018).

A funkciondlis vizsgalatokkal egy iddben morfoldgiai vizsgalatokat is végeztiink,
mely sajat munkam volt, ezen eredmények a jelen értekezés alapjat képezik. Hanginger
adasat kovetéen a hallopalya magjaiban a sejtek  aktivalodasat c-Fos

iImmunhisztokémiaval mutattuk Kki. A sejtaktivaciés markerek koziil a c-Fos az
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idegsejtek aktivacigjat kovetden gyorsan expresszalodik, ellentétben a szintén
sejtaktivacios markerként hasznalt Fos-B-vel, amelynek szintje csak kronikus aktivacio
eredményeképpen novekszik meg. Esetlinkben egyszeri hangingert alkalmaztunk, ezért
a c-Fos kimutatasat végeztiik el (Brown és Liu, 1995; Riera-Sala et al., 2001). Az
alkalmazott hanginger frekvencia-tartomanyaban és hosszaban, valamint az ingerlés és
az allatok feldolgozésa kozotti idétartam kivalasztasdban a kutatocsoportok kozott igen
nagy eltérések mutatkoznak (Takagi et al., 2004; Lu et al., 2014). Kutatocsoportunk a
sejtek aktivalasahoz 4-20 kHz kozotti fehér zajt alkalmazott, 100 dB-es hangnyomassal

crer

crer

mindkét csoportban csak kis szamu c-Fos pozitiv sejtet talaltunk. A hangingernek kitett
csoportokban mindkét genotipus esetén emelkedett az aktivalodott sejtek szama, de ez
az emelkedés a KO egerekben szignifikdnsan kisebb volt. Ezen eredmények
egybevagnak a funkcionalis ABR vizsgalatok eredményeivel: a KO allatok
hallaskarosoddsa nemcsak a halldskiiszob emelkedésében, hanem a hallopalyaban
aktivalodo kevesebb szdmul neuronban is kimutathatd. Annak vizsgalatara, hogy miért
csokkent az  aktivalodott sejtek szama, Nissl-festést végeztink. Ennek
eredményeképpen elmondhatjuk, hogy a VCN-DCN teriiletén az idegsejtek szamaban a
KO allatokban nem tapasztaltunk csokkenést. Tehat a csokkent szamu c-Fos pozitiv sejt
oka nem a sejtek csokkent szdmaban, hanem csokkent aktivaciojaban keresendd. A
cochlearis magokban a PACL1 receptor immunpozitivitasat is megvizsgaltuk. A korabbi
irodalommal megegyezOen kisérletiink folyaman a PACI1 receptor jelenlétét vad
egerekben a cochlearis magokban kimutattuk, ehhez képest a KO egerekben ezen
magok stratum granulosumdnak teriiletén kevesebb sejtben taldltunk PACI1 receptort.
Ezen eredmények Osszevagnak azzal, hogy kutatocsoportunk korabban a KO egerekben
belso fiilében, és jelen kisérleteinkben az erekben szintén a PACI receptor csokkenését

mutatta ki a vad egerekhez képest.

A hallopalya centralisabb magjaiban azt talaltuk, hogy az Osszes tobbi vizsgalt
tertileten (SOC, NLL, IC, AU1) mér a csendben tartott allatok esetében is van egy
alapszintli sejtaktivacioé. Hanginger adéasara az SOC, NLL, IC teriiletén szignifikansan
emelkedett az aktivalodott sejtek szama mindkét genotipusban. Az AUL esetében is
megnodvekedett c-FOS immunpozitivitds lattunk, de a kiilonbség nem volt szignifikans.

A két genotipus kozott azonban ezen magok vizsgéalatakor nem talaltunk kiilonbséget.
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Ugy véljiik, hogy a hangingerre adott emelkedés bizonyitja, hogy mérésiink valid, és a
genotipusok kozott nem technikai/mérési hiba miatt nem taldltunk kiilonbséget. Ezen
kozpontokban feltételezhetden azért talalunk mar csendben tartott allatokban is
emelkedett c-Fos pozitiv sejtszamot, mert ezek a koézpontok nemcsak a hallopalya
egyszerll atkapcsolod allomasai, hanem komplex szerepet tdltenek be az informacid
feldolgozasaban, és Osszekottetési rendszeriik is szerteagaz6. Ezek a kdzpontok az agy
szamos mas terlletérdl is kapnak beidegzést. Az SOC afferens rostokat kap az IC,
thalamus, AU1 teriiletérdl, de ezen feliil szerotoninerg és noradrenerg kdzpontokbdl is.
A NLL az IC-tol, az IC pedig az AUl és a primér szomatoszenzoros kozpontbol,
valamint az agytérzsi szomatoszenzoros agyidegmagvakbol is (Thompson és
Thompson, 1993; Thompson és Schofield, 2000; Bajo és King, 2013). Az AU1-nek
fontos szerepe van a beérkezé multimodalis informaciok 6sszehangolasaban (Budinger
et al., 2008). A felsorolt 6sszekottetések kovetkeztében ezekben a kdzpontokban szamos
idegsejttipus kiilonb6z6 neurotranszmitterei valasztodnak ki. Feltételezziik, hogy a
komplexebb afferentacioval jard Osszetettebb rendszerekben nagyobb lehetdség van a
PACAP hianyanak kompenzéalasara, ami igy nemcsak a csendben tartott allatokban
tapasztalt emelkedett c-Fos szintet magyarazza meg, hanem azt is, hogy ezen
teriileteken miért tint el a vad és PACAP KO egerek kozotti kiilonbség. Az, hogy
pontosan melyik jelatviteli utak potolhatjak a PACAP szerepét, egyeldre nem ismert, de
ugy tlinik, hogy nem egyetlen rendszer veszi 4t a PACAP hidnyanak poétlasat. A
lehetséges utvonalak a fogfejlodéses és érrendszeri vizsgalatoknal részletesen

bemutatasra kertilnek.

A hallaskdrosodas okanak pontosabb felderitése érdekében tovabb folytattuk
vizsgalatainkat a belso fiil teriiletén is, ahol vad és PACAP KO egerek belso fiilének a
ductus cochlearisabol késziilt lizatumabol végeztiink fehérjeprofil analizist. A belso
fiilben a PACAP és a PACI receptor lokalizacidja jol ismert. A stria vascularis teriiletén
feltételezhetden az endolympha megfeleld elvalasztasdhoz elengedhetetlen tight
junction integritdsaban és a K'-csatornak befolyasolasaban jatszik szerepet (Drescher et
al.,, 2000). A belsé és kiils6 szorsejtek koriil a vékony idegrostokban és az
idegvégzddésekben volt PACAP immunpozitivitds, tovabba a tdmasztosejtek és a
habenula perforata teriiletén. Ezen teriileteken PACI receptor immunpozitivitast is
talaltak (Drescher et al., 2006). A szérsejtek koriil a PACAP kolokalizaciot mutatott a

cochlea efferens beidegzésében részt vevé ChAT-el és DBH-val. Ezen eredmények arra
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utalnak, hogy a PACAP a bels6 fiil efferens beidegzésében vesz részt, és befolydsolja
annak kolinerg és adrenerg beidegzését. Ismert, hogy az oliva superiorbol induld
olivocochlearis palya tobbek kozott cholinerg és dopaminerg rostokat tartalmaz
(Eybalin, 1993; Morley et al., 1998). Szintén kimutattak, hogy a PACAP képes a
dopamin elvalasztas serkentésére (Anderson et al., 2005), és hogy a dopaminerg rostok
védik az I-es tipusu afferens sejteket excitotoxicitas ellen (d’Aldin et al., 1995; Pujol és
Puel, 1999). Az afferens GIluR2/3-al a PACAP nem, de a PACL1 receptor mutatott
kolokalizaciot. Ismert, hogy a PACAP-nak védoé hatasa van glutamat indukalta koéros
Ca’*-koncentracié emelkedés ellen a hippocampus idegsejtjeiben (Dong et al., 2000),
igy feltételezhetd, hogy itt a PACAP-nak a tulzott glutamat excitotoxicitas elleni

védelemben lehet szerepe.

Az endolympha és a szérsejtek Ca’" szintje megemelkedik a belsé fiilet ért
kiilonb6z6 karositd hatasokra, legyen sz6 akusztikus tulingerlésrdl, gydgyszer indukalta
ototoxicitasrdl, a labyrinthus membranaceus vestibularis részének megsértésérél vagy
sebészeti uton 1étrehozott endolymphatikus hydropsrol (Ikeda et al., 1988, 2010; Salt és
DeMott, 1994). A megemelkedett Ca?*-koncentracio kéros a szérsejtekre, az apoptozis
végrehajtasahoz is elengedhetetleniil sziikséges (Orrenius et al., 1992; Tombal et al.,
2002). A kiilonboz6 Ca®*-kot6 fehérjék fontos szerepet jatszanak a nagy mennyiségii
Ca’*-ionok megkotéseében, ezzel védve dket a magas Ca®" szint okozta karosodasoktol,
azonban Ca®*-kotd képességiik véges (Hackney et al., 2005; Idrizbegovic et al., 2006).
A belsé fiilben kutatocsoportunk kordbban a Ca?*-ktd fehérjék immunpozitivitasat
vizsgalta, amely szintén a szorsejtek védelmének fontos mechanizmusa lehet.
Vizsgalatainkban az talaltuk, hogy vad egerekben kezelés nélkiil alacsony ezen fehérjék
mennyisége, azonban  ototoxikus  kanamycin-kezelés  hatasara  emelkedett
immunpozitivitast talaltunk. A PACAP KO egerekben mar kezelés nélkiil is magas volt
a Ca’"-kotd fehérjck jelolédése, ez azonban kanamycin-kezelés hatdsara nem
emelkedett tovabb (Tamas et al., 2012; Németh et al., 2014). Az endolympha ¢és a
szOrsejtek intracelluldris ionkoncentracioja, beleértve a Ca®*-koncentraciot is, szigoruan
szabalyozott, mely elengedhetetlen a szdrsejtek megfeleld miikodéséhez. Ismert, hogy
mig az idegsejtek, izomsejtek, receptorsejtek aktivacioja 4ltalaban Na'-csatornik
megnyilasanak koszonhetSen az intracelluldris Na'-koncentracio megndvekedésével jar
egyiitt, ezzel szemben a szdrsejtek aktivaciojanak elsé 1épése K -ionok bearamlasa az

endolymphabol. A PACAP a PLC-PIP,-DAG/IP;3 utvonalon keresztiil szintén
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befolyasolja a K'-csatornak miikddését, igy ezen ionkoncentriciok fenntartasaban is
fontos szerepe lehet. A K*-csatornak megnyildsa jorészt a szorsejtnytlvanyok teriiletén
torténik, amelyeknek a citoplazmaja nagymértékben izolalt a szOrsejt tobbi teriiletétol.
Ennek kdszonhetden nincsen sziikség a szdrsejtek nyulvanyaiban tdmegesen ra, sem
pedig az ezen csatornak fenntartasahoz sziikséges nagy mennyiségli mitochondriumra a
nyalvanyok teriiletén. A Na'/K*-ATPaz igen nagy energiaigényii, egyéb sejteken a test
teljes energiafelhasznalasanak mintegy harmadaért felel, a mitokondriumok pedig
méreteik miatt nagyban akaddlyoznd a nyualvanyok mechano-szenzitivitasat. A
mechanoszenzitiv csatornakomplexek megnyildsdval a K*-ionok mellet a szdrsejtekbe
jutd Ca?* mennyisége elegendd a sejtek depolarizalasahoz a nyalvanyokban jelen 1évé
nagy mennyiségii Ca®*-koté fehérje ellenére is (Gagov et al., 2018). Feltételezziik, hogy
a PACAP-génkiiitott egerekben a PACAP védOhatasai, melyek a reaktiv oxigén
gyokok, apoptozis, talzott emelkedett Ca®*-koncentracio ellen védenének, hidnyoznak,
¢s igy azon belso fiilet érd hatasok, melyek vad egerekben nem okoznak sejtkarosodast,
a KO egerek esetében apoptotikus Utvonalak aktivalédasdhoz, az intracellularis Ca®*
emelkedéshez, és ennek kivédésére emelkedett Ca®*-kotd fehérje szinthez vezetnek. A
Ca®*-kotd fehérjék védd hatdsa azonban véges mértékben tud védd hatast biztositani,
erre utal, hogy a KO egerekben kanamycin-kezelés hatasara sem novekszik tovabb ezen

fehérjék mennyisége (Németh et al., 2014).

Kiilonb6zd gyulladéassal jaro elvaltozasok és az érrendszer elvaltozasai fontos
szerepet jatszanak az idegi tipusi (sensorineuralis, a cochledbol vagy attol
centralisabban 1étrejovo) hallaskarosodas kiilonbozé fajtaiban (London és Gurgel, 2014;
Kalinec et al., 2017; Koles et al., 2019). Jelen kutatdsunkban ezért a gyulladisos
elvaltozasok markereiként szolgalo citokinek, és az érrendszeri elvaltozasokkal
kapcsolatban kifejez6dé angiogenetikus fehérjéket vizsgaltuk vad és PACAP KO
egerek ductus cochlearisdban, mellyel célunk volt megvizsgalni, hogy ezen fehérjék
szintje hogyan valtozik a PACAP KO egerekben talalhato hallascsokkenéssel. A ductus
cochlearis altalunk alkalmazott eltavolitasanak elénye, hogy minimalisra csokkentette a
minta szennyezettségét a cochleat koriilvevd csontos képletekbdl. A fehérjeprofil
analizis folyaman szamos olyan molekulat azonositottunk mind a vad, mind a PACAP
KO egerekben, amelyek részt vesznek angiogenetikus folyamatokban [savas-fibroblaszt
novekedési faktor (FGF), C-X-C motif chemokine 12 (CXCL12)], antiangiogenetikus
folyamatokban (endostatin, Serpin F1), kemotaktikus hatassal birnak [B-lymphocyta
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kemoattraktans (BLC), thrombocyta faktor 4 (PF4), CXCL12)] vagy a koagulacioban
vesznek részt [PF4, szoveti faktor (TF)]. Kimutattuk tovabba az ubikviter sejtfelszini
dipeptidyl-peptidaz-4-et (DPPIV), az antiapoptotikus osteopontint és a sejtkozotti
adhézids molekula CD54-et is. A vad és PACAP KO egerek kozott azonban nem volt
szignifikans kiilonbség ezen fehérjék tekintetében. Ezen eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a PACAP KO egerekben talalhatd hallascsokkenés feltételezhetéen
nem a bels6 fiil gyulladasos, vagy angiogenetikus eredetli elvaltozéasaibdl ered, mivel
ezen fehérjék mennyisége a vizsgalt koriilmények kozott nem valtozott meg

szamottevden a PACAP KO éallatok esetében.

Eddigi kisérleteink alapjan egyelére nem allapithaté meg egyértelmiien, hogy a
hallasbeli funkciovesztést a belsoé fiil, vagy pedig a hallopalya karosodasa, esetlegesen a
kettd egyiitt okozza-e. Ismert, hogy a belsd fiil izolalt 1ézidja Gnmagaban is a hallopalya
komplex valtozasaihoz vezethet. A hallopalya magjaiban a sejtek aktivacidjanak
elmaraddsan tul befolyasolhatja tobbek kozott a Ca®*-kotd fehérjék és a tirozin-
hidroxildz mennyiségét is (ldrizbegovic et al., 1998; Tong et al., 2005). Ezek alapjan
elképzelhetd, hogy az altalunk taldlt elvaltozdsok a belsé fiil karosodasa miatt
jelentkeznek, amit szintén megerdsitenek a Nissl-festéses vizsgélataink, miszerint a
cochlearis magokban a neuronok szdma nem, csak az aktivacidjuk valtozott meg a

PACAP KO allatokban.

A PACAP KO egerek hallascsokkenésének altalunk feltételezett mechanizmusa a
kovetkez6. Kimuatttdk, hogy a vad CDI1 egerekben a kor eldrehaladtaval
hallascsokkenés kovetkezik be. Ez a folyamat a kiilsd és belsd szdrsejtek pusztulasaval
jar (Le Calvez et al., 1998). Ismert, hogy a PACAP KO allatok szervezetében az
oregedési folyamatok felgyorsulnak, ami a kiilonb6z6 érzékszerveket is érinti (Maasz et
al., 2014; Kovacs-Valasek et al., 2017; Reglddi et al., 2018c, 2018a; Vaczy et al., 2018).
Feltételezziik, hogy ugyanez a folyamat jatszoédik le a PACAP KO egerek
hallérendszerében is — a normalisan is végbemend oOregedési folyamatok a KO
egerekben koradbban kovetkeznek be. A PACAP neuroprotektiv ¢és 4ltalanos
citoprotektiv hatdsainak hianyaban a szOrsejtek pusztuldsa felgyorsul, €s a hallas a
vadnal gyorsabb {itemben romlik. Ezen elméletet alatdmasztjdk a funkcionalis
vizsgélataink eredményei. A CD1-es tipusu vad allatokban a kor elérehaladtaval torténd
szorsejtpusztulast kimutattak mar (Le Calvez et al., 1998), jelen pillanatban folynak

azon kisérleteink, melyek a KO 4llatokban to6rténd szorsejtpusztulas mértékét hivatottak
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meghatarozni. Mivel a KO és vad allatokban hasonl6 folyamatok zajlanak csak eltérd
mértékben, feltételezziikk, hogy emiatt nem taldltunk kiilonbséget a két csoport

fehérjeprofil analizise soran.

Kisérleteinkb6l megallapithatjuk, hogy az endogén PACAP elengedhetetlen a
hallorendszer normalis mikodéséhez. A vad egerek normalis oregedési folyamatai, és
az ezzel jaro hallasvesztés a PACAP KO egerekben felgyorsult, de ennek a folyamatnak
a pontos mechanizmusai még nem ismertek. Kisérleteink hosszii tava célja
megvizsgalni, hogy az exogén PACAP-nak, vagy valamely PACAP-agonistaknak lehet-
e hallasvédé szerepe a kiilonbozd, oOregedés okozta, vagy mas ototoxikus
hang/gyogyszer indukalta halldsvesztésben, mint ahogyan mar sikeriilt az exogén
PACAP védo szerepét in vivo vizsgalatokban kimutatni mas érzékszervek esetén (Endo
et al., 2011; Atlasz et al., 2016). Ennek feltérképezésére kovetkezd 1épésként tervezziik
felndttkora PACAP KO és vad allatok hallaskarositasat, és célunk megvizsgalni, hogy
ezen karositd hatasok exogén bejuttatott PACAP, vagy PACAP-agonista segitségével
kivédhetdek-e.

5.2. A PACAP KO egerek fogfejlodése

Az egerek hallasanak vizsgéalata mellett kutatocsoportunk a PACAP
fogfejlodésben betoltott szerepét is kutatta. A fogfejlddés soran PACAP KO allatokban
a Notch2 receptor, a DLL1 és Jaggedl ligandok és a CSL intracellularis jelatviteli

molekula fokozott immunpozitivitasat mutattuk ki ameloblast és odontoblast sejtekben.

Korabbi kisérleteink szamos morfologiai eltérést mutattak ki a PACAP KO egerek
fogaiban a vad egerekhez képest. Az 5 napos egerekb6l szarmazo, még fejlodésben
1évo, fog dentin rétege vékonyabb a vad egerekénél (Sandor et al., 2014). Felndtt
egerekben a metszofogak kisebbek, és szlikebb pulpakamraval rendelkeznek, mint a vad
egerekben, és a dentin kalcium-hidroxilapatit stiriisége is elmarad a vad egerekétél. A
zomanc ¢és a dentin rétegvastagsdga nem mutatott eltérést a vad tipushoz képest sem 7
napos, sem felndtt egerek esetében (Sandor et al., 2016; Farkas et al., 2017). A PACAP
KO egerekben a dentin teriiletén a hidroxilapatit kristalyok nagyobb rendezetlenségiick
mind a molaris, mind a metsz6fogakban, ami a dentin mineralizacidjanak zavarara utal.
A morfolégiai eltéréseken tul azt is kimutattuk, hogy a metsz6fogak atlagosan 2 nappal
korabban tornek eld6 a KO egerekben. Ezen folyamatok molekularis hatterének

feltérképezésére kutatdcsoportunk eldszor az SHH jelatviteli Gtvonal molekulainak
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vizsgélatat végezte el. A 7 napos egerekbdl szarmazdé molaris fogakon végzett
vizsgalatok kimutattdk, hogy a PACAP KO egerekben az SHH immunpozitivitasa
emelkedett a dentin és a szekretoros ameloblastok teriiletén, valamint az ameloblastok
alatt elhelyezked6 stratum intermediumban (5.2.2. abra). Az SHH tutvonal receptora, a
PTCHI szintén emelkedett szintet mutatott az ameloblastokban és az odontoblast
sejtnytlvanyok teriiletén. Ezen feliil az SHH utvonal intracellularis célpontja, a GLI1 is
magasabb pozitivitast mutatott a szekretoros ameloblastokban, f6leg azok apikalis

teriiletein (Sandor et al., 2014).

Korabbi kisérleteink alapjan célunk volt a Notch jelatviteli ut molekuldinak
valtozasait feltérképezni a PACAP-génkiiitott egerekben, a PACAP pontos hatasanak
megismerése céljabol. A Notch jelatviteli Gtvonal elemei a fejlédo fog esetében jol
koriilhatarolt terlileteken jelennek meg, mely az idé eldrehaladtaval folyamatosan
valtozik (1.5. 4bra). Altalanossdgban elmondhato, hogy a Notch receptorokat
expresszalo sejtek a sejtosztodds fazisaban maradnak, mig annak gitlasa (példaul a
Numb fehérje altal), vagy a receptorok downregulacidja a sejteket a differenciacio
iranyaba mozditja el (Harada et al., 1999; Katoh és Katoh, 2006a; Cai et al., 2011).
Kisérletiinkh6z 5 napos vad, PACAP HZ ¢és PACAP KO egerek molaris fogaibodl
késziilt metszeteken vizsgaltuk a Notch jelatviteli itvonal molekuldinak kifejezédését az
ameloblast és odontoblast sejtekben. A receptorok koziil a Notch2 immunpozitivitasa
valtozott meg szignifikdns mértékben, az ameloblast sejtekben mind a HZ, mind a KO
allatokban emelkedett volt a vad tipushoz képest. A ligandok koziil a DLLI szintén
magasabb jelol6dést mutatott mind a heterozigota, mind a homozigota PACAP-
génkiiitott csoportokban az ameloblastok teriiletén a vad tipushoz képest, mig a Jagged1
ligand immunpozitivitasa az odontoblast sejtekben volt magasabb a homozigdta
PACAP KO éllatokban a vad tipushoz képest. Az intracellularis molekuldk koziil a CSL
mind az ameloblastok, mind az odontoblastok teriiletén magasabb immunpozitivitast

mutatott a PACAP KO egerekben a vad tipushoz képest.

A Notch jelatviteli utvonal vizsgalatakor figyelembe kell venni annak iddbeni
lefolyésat a fogfejlddés soran. Korabbi kisérletekben a Notch receptorok koziil a sapka
stadiumtol (16-19. embrionalis nap) a késoi harang stadiumig (5-8. postnatalis nap) a
Notchl ¢és 3 receptorokat mutattdk ki a stratum intermedium teriiletén, mig a
zomancszerv reticulum stellatumaban és a fogpapilla teriiletén a Notch2-t. Ebben a

stadiumban a Notch receptorok sem az ameloblastok, sem az odontoblastok tertiletén
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nem expresszalodtak. Az ameloblastok és odontoblastok a sapka stddiumban DLLI1-t,
kés6i harang stadiumban pedig Jagged2-t expresszaltak, valamint az ameloblastok késoi
harang stadiumban Jaggedl-re is immunpozitivitast mutattak (Mitsiadis et al., 1995,
1997, 1998; Harada et al., 1999, 2006; Borkosky et al., 2008). A Notch jelatviteli
utvonal fontossagat mutatja a fogfejlddésben, hogy dnmagaban a Jagged2 mutécidja a
maxilla és mandibula 6sszendvését eredményezi, irregularis, megvastagodott fogakkal
(Mitsiadis et al., 2005). Mindezen eredmények azt mutatjdk, hogy a Notch
elengedhetetlen a szajliregi ektoderma és az cktomesenchyma kozotti megfeleld
kommunikécidhoz, amely a normalis fogfejlodés feltétele. Sajat eredményeink a vad
egerek vizsgalataval egybevagtak az irodalmi adatokkal. Az odontoblastok és
ameloblastok vizsgdlata soran azt talaltuk, hogy a Notch receptorok immunpozitivitdsa
alacsony. Ehhez képest PACAP KO egerekben a Notch2 receptor mennyisége
szignifikdnsan megnétt az ameloblast sejtekben. A tovabbi Notch receptorok
vizsgalataval azt talaltuk, hogy mindegyik receptor az ameloblast sejtekben, és a Notchl
¢s 2 az odontoblast sejtekben is tendencidzusan magasabb volt a PACAP KO

egerekben.

A Notch receptorok magas szintli kifejezddésének koszonhetéen a stratum
intermedium ¢és a subodontoblastikus réteg sejtjei a proliferativ fazisban maradnak.
Ezzel szemben a receptorok downregulacidja az ameloblast és odontoblast sejtekben
ezen sejteket a differenciacid iranyaba tolja el, és hozzajarul, hogy dentint és zomancot
termel6 sejtekké alakuljanak at (Harada et al., 1999). Ezen finom egyenstlyhoz jarul
hozza, hogy az ameloblastokban és odontoblastokban Notch ligandok expresszalédnak
(DLLI, Jaggedl, 2), amelyek a szomszédos stratum intermedium és subodontoblastikus
réteg sejtjeire lateralis gatlast fejtenek ki, és a Notch receptoraikon keresztiil ezeket a
sejteket a proliferacios fazisban tartjak (Mitsiadis et al., 1998; Harada et al., 2006;
Borkosky et al., 2008). Ezek a regulacios mechanizmusok felelések azért, hogy
meghatarozzak azon sejtek szamat, amelyek a proliferativ fazisbdl kilépve szekretoros
sejtekké differencialodnak (Mitsiadis et al., 1998). A Notch ligandok lokalizacidja az
embrionalis fazisban jol ismert, azonban kevés adat all rendelkezésre a postnatalis
kifejezodésiikrél. Kutatasunkban a vad egerekben magas Jaggedl ligand szintet
detektaltunk az odontoblast sejtekben, mig alacsony DLL1 pozitivitast az ameloblast
sejtekben, ami szintén j eredménynek tekinthetd. Mindkét ligandot a PACAP KO

egerekben is megvizsgaltuk, ahol a vad tipushoz képest magasabb szintet detektaltunk.
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A DLL1 szintje az ameloblast sejtekben PACAP HZ egerekben emelkedett volt, és
tovabb emelkedett a PACAP KO allatokban. A Jaggedl vizsgalatakor a homozigota
PACAP KO egerekben a vad tipusban detektalt értékhez képest magasabb

immunpozitivitast talaltunk.

A kisérlet folyaman a Notch jelatviteli utvonal intracellularis elemeit is
megvizsgaltuk (5.2.1. dbra). A Notch-receptorokrol ligandkotés hatdsara a TACE és egy
y-peptidaz hatasara a NICD disszocial, a sejtmagba diszlokalodik és a CSL-hez, a Notch
kanonikus intracellularis Gtvonalanak f6 eleméhez kotédik (1.5. és 5.2.1. abra) (Miele,
2006; Katoh és Katoh, 2007). A CSL a Notch utvonal inaktivitasa esetén gatld
faktorokhoz kotddik, azonban NICD jelenlétében a DNS-hez wvaldé kotddésének
dinamikaja megvaltozik, tobb id6ét tolt a DNS-kotd helyen, és nagyobb mértékben
biztosit lehetdséget az aktivald faktorok (példaul Mastermind) bekdtéséhez (5.2.1. dbra)
(Gomez-Lamarca et al., 2018). Ennek hatasara a Notch jelatviteli Gitvonal célgénjei, a
Hes és Hey géncsalad (Hes: hairy and enhancer of split; Hey: Hairy/enhancer-of-split
related with YRPW motif) tagjainak atirasa torténik, melyeknek a sejtproliferacioban
van szerepiik — a Numb pedig ezeknek gatlasaval iranyitja a sejteket a proliferacio
helyett a sejtdifferenciacio iranyaba (Jarriault et al., 1995; Maier és Gessler, 2000;
Dahlqvist et al., 2003). Kisérletinkben a TACE ¢és Numb fehérjék esetében nem
talaltunk kiilonbséget a vad és PACAP KO egerek kozott, azonban a CSL mind az
ameloblast, mind pedig az odontoblast sejtekben emelkedett volt a PACAP HZ és KO
egerekben a vad tarsaikhoz képest. Feltételezziik, hogy a CSL mennyisége a Notch
receptorok novekedésének koszonhetden emelkedett. Ezt tamasztjak ala azon
eredményeink is, melyek szerint a Notch2 receptor mennyisége az ameloblast sejtekben
szignifikansan emelkedett volt, és a tobbi Notch receptor is tendencidjaban emelkedést
mutatott a PACAP KO egerekben a vad allatokhoz képest. Ezen emelkedés ugyan nem
volt szignifikans (a Notch2 kivételével), azonban tgy tiinik, hogy a CSL
immunpozitivitasat olyan mértékben emelte meg a Notch receptorok mennyiségének
novekedése, ami mar szignifikans kiilonbséget adott mind az ameloblastok, mind pedig

az odontoblastok teriiletén.
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5.2.1. abra: A PACAP és a Notch utvonalak kézos célpontjai. Piros nyil: aktivacio.
Fekete tompa nyil: gatlas. AC: adenilat-ciklaz; CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat,
CSL: CSL transzkripcios faktor; ERK: extracellularis szignal regulalt kindz; Gs és Gg:

Gs és Gq protein; INK: c-Jun N-termindlis kinaz; Mam: Mastermind; NICD: Notch
intracellularis domén; Numb: Numb fehérje; p38MAPK: p38 mitogén-aktivalt protein-
kinaz; PAC1R: PACAP receptor 1-es tipus, PI13K: foszfatidil-inozitol 3-kindz; TACE:

TNF-a konvertalo enzim.

A PACAP-génkiiitott egerek a PACAP funkcidinak hianyaban is életképesek,
amibdl arra kovetkeztethetlink, hogy lennie kell olyan kompenzéacios jelatviteli

utvonalaknak, amelyik PACAP hianyaban annak funkcidit legalabb részben atveszik

(Farkas et al., 2017). Szamos elmélet felmeriilt, miszerint a VIP vagy monoaminerg

jelatviteli utvonalak potolhatjak a PACAP hianyat, azonban egyik sem igazolddott be

teljes mértékben (Ogawa et al., 2005; Girard et al., 2006). Kisérletiinkben kimutattuk,
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hogy a Notch jelatviteli utvonal elemei a PACAP-génkiiitott egerekben upreguldlodnak,
ami egy lehetséges alternativa lehet a PACAP hatasainak poétlasara. Ugyanakkor a
PACAP és Notch jelatviteli utvonalak direkt Osszekottetése nem ismert. Mindkét
jelatviteli utvonalnak antiapoptotikus és sejtproliferacids hatasai vannak, és kdzosek a
célpontjaik (5.2.1. abra). A Notch célpontjat képezd egyik f0 géncsalad, a Hes
tekintetében kimutattdk, hogy PC12 sejtkultiraban az ERK és p38MAPK utvonalakon
keresztiil a PACAP is indukalja a Hes1 gén atirasat (Jarriault et al., 1995; Yamada et al.,
2010). Szintén ismert, hogy a PI3K/Akt Gtvonalat mind a Notch aktivalja T-sejtekben és
emberi epithelialis sejtvonalban, mind pedig a PACAP patkany idegsejttenyészetben
(Rangarajan et al., 2001; Sade et al., 2004; May et al., 2010). A JNK, és ezen keresztiil a
c-Jun mindkét molekula altal gatlasra keriil, melyet PACAP esetében patkany
hippocampusban, Notch esetében pedig HEK293 sejtekben mutattak ki (Dohi et al.,
2002; Kim et al., 2005; Miele, 2006). Ezen k6zos célpontok adhatjak meg a lehetdségét
annak, hogy a Notch jelatviteli utvonal atvegye a PACAP szerepét a PACAP KO

egerekben.

crer

PACAP KO egerekben nem ismert. Feltételezésiink szerint egy komplex regulacios
folyamat all a valtozdsok hatterében (5.2.2. abra). Kutatdécsoportunk mar kordbban
leirta, hogy PACAP KO egerekben az SHH jelatviteli utvonal elemei emelkedést
mutatnak, ami kozvetetten a Jaggedl emelkedéséhez vezet. Ez magyarazhatja az
altalunk leirt emelkedett Jaggedl fehérje mennyiséget az odontoblast sejtekben
(McGlinn et al., 2005; Sandor et al., 2014). A PACAP-génkiiitott allatokban a PACI
receptor PACAP-t6l fiiggetlen dimerizacidja figyelhetd meg, ami a WNT/B-katenin
utvonal aktivacidjahoz vezet (Yu et al., 2014), ami egyrészt kozvetlenill emeli a
Jaggedl gén transzkripciojat (Katoh és Katoh, 2006b), valamint a FGF10 gatlasaban
vesz részt. Ez a lunatic fringe (LF) emelkedéséhez vezet, ami emeli a Notch receptor
mennyiségét a sejtek Golgi apparatusaban, és befolyasolja annak ligandaffinitadsat a
receptor extracellularis doménjének megvaltoztatasaval a sejtek felszinén (Harada et al.,
1999; Mustonen et al., 2002; Yang et al., 2015). Ez magyarazhatja az ameloblast
sejtekben talalt emelkedett Notch2 receptor szintet.

71



-|

r/

PAC1 Fr\zzled FGFR
dlme\'
B-katenin L

lehetséges jelatviteli utvonalak. Piros nyil: aktivacio. Fekete tompa nyil: gatlas. Vastag
nyil és felkover betii. PACAP KO egerekben fokozott aktivitas. Vékony nyil és normal
betii: PACAP KO egerekben csékkent aktivitas. CSL: CSL transzkripcios faktor; FGF:
fibroblaszt novekedési faktor;, FGFR: fibroblaszt névekedési faktor receptor; Glil:
glioma-asszocialt onkogén 1, LF: lunatic fringe; NICD: Notch intracellularis domén,
PAC1R: PAC1 receptor; PTCHL: Protein patched homolog 1 fehérje; SHH: Sonic
Hedgehog; WNT: wingless-related integration site.

Osszességében elmondhatjuk, hogy kisérleteinkben a PACAP KO egerekben a
Notch jelatviteli utvonal kiilonbozé elemeinek az immunreaktivitdsa ndvekedett, és
diszkutaltuk azokat a lehetséges molekularis jelatviteli utvonalakat, ami ennek a
valtozasnak a hatterében allhat. Feltételezziik, hogy az emelkedett Notch aktivitas a
finoman szabalyozott fogfejlodés esetén zavart okoz, de egyelére nem ismert, hogy ezek
a valtozasok pontosan hogyan jarulnak hozza azokhoz a morfoldgiai kiilonbségekhez,
amiket a PACAP KO egerek fogaiban korabban talaltunk (Sandor et al., 2014; Yu et al.,
2014; Yang et al., 2015). Ezen folyamatok megértéséhez sziikséges a fogfejlodés
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tovabbi jelatviteli utvonalainak (BMP, FGF) vizsgalata, amely kutatasaink jelenleg is
folynak. A Notch jelatviteli atvonal szamos elemének valtozasa vagy a PACAP
hidnyanak kivaltasara hivatott, vagy pedig a normalisan PACAP regulacio alatt allo
Notch utvonal felszabaduldsanak koszonhetd. A két utvonal kozotti kapesolat pontos
felderitése a fogfejlddésben, és mas szervek fejlodésében még tovabbi kutatdsokat

igényel.
53. A PACAP KO egerek érrendszere

Az erek vizsgalatakor PACAP KO allatokban a PACAP1-27-re és a VIP-re adott

fokozott, PACAP1-38-ra adott csdkkent vazorelaxacios készséget, a receptorok koziil

crer

A PACAP-nak szamos cardiovascularis hatasa ismert (Vaudry et al., 2009),
beleértve az erek miikodésére kifejtett hatasait is (Nandha et al., 1991; Ross-Ascuitto et
al., 1993). Vazodilataciot és ennek megfelelden szisztémas vérnyomascsdkkenést okoz,
valamint angiogenetikus hatasai is ismertek (Cardell et al., 1991; Nandha et al., 1991,
Ishizuka et al., 1992). Kutatocsoportunk korabban 6reg patkanyokbol izolalt endothel
sejttenyészetet, ahol a PACAP szintje nagymértékben csokkent. Ezekben a
tenyeészetekben csokkent kapillarisformald képességet €s megnovekedett apoptdzist
talaltunk. Az Oreg sejtekbe bejuttatott exogén PACAP a sejtek kapillarisformalo
képességét szignifikansan javitotta és az apoptozis mértékét csokkentette. Ezzel
szemben fiatal allatokban a PACAP-gén shRNS-el torténd géncsendesitése az Oreg
egerekéhez hasonlo képet adott, a kapillarisformald képesség nagymértékben csokkent
(Banki et al., 2015). Exogén PACAP adasa endothel és cardiomyocyta sejttenyészetben
is véd az oxidativ stressz ellen (Gasz et al., 2006; Racz et al., 2007). A szivre Kkifejtett
pozitiv trop-hatasai ismertek (Farnham et al., 2011). Kutatocsoportunk a PACAP-ot
emberi vérmintdkon is vizsgalja, mint a szivelégtelenség lehetséges biomarkerét

(Sarszegi et al., 2019).

A PACAP1-38, PACAP1-27 és a VIP vazorelaxacios hatasait mar szamos érben
kimutattak, tobbek kozott patkany arteria carotis communisban, macska in vivo izolalt
tiid6lebenyen, patkany arteria mesenterica superiorban, sertés koszortsereken (ramus
circumflexus, ramus interventricularis anterior), kutya circulus arteriosusban és patkany
arteria cerebri mediaban is (Cheng et al., 1993; Anzai et al., 1995; Baun et al., 2011;
Markovics et al., 2012; Erdling et al., 2013; Vamos et al., 2014; Huang et al., 2017).
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Ismert, hogy a PACAP hatdsa nagyban faj és régio specifikus, példdul Huang és
munkatarsai leirtdk, hogy patkdny arteria mesenterica superiorjdban a PACAP1-38
valtotta ki a legnagyobb relaxaciot, mig a sertés koszortisereken a PACAP1-27 és a VIP
valtott ki nagyobb mértékii relaxaciot (Erdling et al., 2013; Vamos et al., 2014; Huang
et al., 2017). Ezen eredményekbdl lathatd, hogy egy szerven belil is eltér6 a PACAP
relaxacios hatasa. Az agy teriiletén eltérd hatast fejt ki a makroszkdpos és mikroszkopos
méretli erekre (Anzai et al., 1995; Baun et al., 2011). Szamos kutatas vizsgalja a
PACAP migrénben betoltott szerepét, amiben tobbek kozott a PACAP vazodilatacios
hatésa is szerepet jatszhat (Ashina et al., 2017). Az eltér6 hatas oka lehet a kiilonb6z6
régiokban az eltérd receptor splice variansok jelenléte, melynek hatterében allhat, hogy
azonos stimulusokra a kiilonb6zé szerveknek eltéré vazomotoros valaszt kell adniuk
(Syed et al., 2012). Ezen ismeretek birtokaban a vad allatokban leirt hatasokat is 1j
eredményeknek definialhatjuk, mert a PACAP hatasait egér arteria carotis communis és

arteria femoralis erekben korabban nem vizsgaltak.

Kutatdcsoportunk vazorelaxaciot detektalt mindegyik molekula jelenlétében. A
CA tertiiletén vad allatokban a PACAP1-38 szignifikansan nagyobb relaxaciot valtott ki,
mint a PACAP1-27 vagy a VIP. Ez egybevag Huang és munkatarsainak a patkanyban
leirt eredményeivel (Huang et al., 2017). A KO egerekben azt talaltuk, hogy szintén
mindharom molekula vazorelaxaciot valt ki, azonban a relaxacio mértéke eltért a vad
allatokhoz képest. A vad tipust allatokkal szemben a KO allatokban a PACAP1-27 és a
VIP valtott ki a PACAP1-38-nal nagyobb mértékii vazorelaxaciot. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a PACAP KO egerekben megvaltozik a valaszkészség a
szekretin/gliikagon/VIP peptidcsalad tagjaira, és a PACAP helyett a VIP valt ki
nagyobb mértékii vazorelaxaciot. Feltételezziik, hogy ezzel a véltassal a VIP-re vald
érzékenység megnovekszik a PACAP KO allatok ereiben, feltételezhetéen a PACAP

Kiesett funkcioinak potlasara.

A PACI, VPACI és VPAC2 receptorok nagy mértékben kifejezddnek az erekben,
amit patkdny és emberi mintdkban kimutattak, azonban eloszlasuk a vazodilatacios
hatasokkal egybevagdan nagy mértékben szervfiiggd. Szamos kutatas bizonyitotta, hogy
az erek fala nagy mennyiségben tartalmaz PACAP-tartalmu rostokat (Martin et al.,
2004), azonban a vad és PACAP KO egerek ereiben a PACAP receptorok eloszlasa
nem ismert. Ezért kutatocsoportunk megvizsgalta ezen receptorok mRNS és fehérje

mennyiségét a CA és FA teriiletén. A KO allatokban a PACI receptor szintje mind
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mRNS, mind fehérje szinten szignifikdnsan csokkent, ami egybevdg korabbi
eredményeinkkel a belsd fiil teriiletén, ahol KO allatokban szintén a PAC1 receptor
csokkenését mutattuk ki a szér- és tamasztosejteken. A megvaltozott receptor-
mennyiség magyarazhatja azon eredményeinket is, hogy a KO allatokban a PACAP1-27
¢és a VIP nagyobb valaszt valtott ki, mint a vad allatokban.

5.4. Konkluzio

A PACAP hianya az Oregedési folyamatok felgyorsulasaval jar, amelyet
kutatocsoportunk tobbek kozott izolalt endothel sejttenyészetben és a PACAP KO
allatok szervrendszereiben is kimutatott (Banki et al., 2015; Reglédi et al., 2018a). A
hallorendszer vizsgalata folyaman is azt feltételezziik, hogy a PACAP KO egerekben az
oregedés folyamatok felgyorsulnak, kordbban és nagyobb mértékben alakul ki a kor
elérehaladtaval jaro hallascsokkenés, mint vad egerekben. Vizsgalataink megerdsitik a
korabban leirtakat, miszerint a PACAP KO allatok a korai dregedés modelljeként
szolgalhatnak (Reglédi et al.,, 2018a), valamint értekezésemben a lehetséges
kompenzaciés mechanizmusokat is targyaltuk. A PACAP KO egerek fogfejlodésének
vizsgalatakor a Notch jelatviteli utvonal elemei, melyeknek target génjei a PACAP-pal
részlegesen atfednek, megnovekedett immunpozitivitist mutattak. Az érrendszer
vizsgalatakor kimutattuk, hogy PACAP KO egerekben a PACI1 receptor expresszidja az
erek falaban lecsokken. Az erek PACAP1-38-ra adott relaxacios valaszkészsége
csokkent, a PACAP 1-27-re és a VIP-re adott valaszkészség nétt. Ezen valtozasok
feltételezhetden a PACAP hianyat ellenstilyozva részben a felgyorsult oregedési
folyamatokat probaljak gatolni, azonban nem képesek azt teljes mértékben
kompenzédlni. A PACAP Oregedési folyamatokban betoltott pontos szerepének
vizsgalatat a jovoben is folytatni kivanjuk kiillonboz6 fiziologias és patologias

folyamatok modellezésével.
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VI. Uj eredmények osszefoglalasa

Kisérleteink soran a PACAP-génkiiitott ¢és vad egerek  kiilonbozo

szervrendszereinek 0sszehasonlitasaval szamos eltérést detektaltunk.

A hallorendszer vizsgalata soran elért i) eredményeink:

1. A hallopalyaban hangingert kovetéen a cochlearis magok (VCN, DCN)
teriiletén c-Fos immunfestéssel az idegsejtek csokkent aktivacidjat mutattuk ki
KO egerekben a vad tipushoz képest. A hallopalya centralisabb magjaiban
sejtaktivacioban nem volt kiilonbség a két genotipus kozott.

2. A cochlearis magokban Nissl-festéssel a vad tipus és a PACAP KO egerek
esetében azonos neuronszamot talaltunk. Az alacsonyabb c-Fos jel6lédés az
idegsejtek csokkent aktivaciojabol, és nem a csokkent sejtszambol ered.

3. A cochlearis magokban PACI1 receptor immunfestést végeztiink. A VCN ¢és
DCN kozotti stratum granulosum teriiletén a PACAP KO egerekben kevesebb
sejt jelo16dott, mint vad tarsaikban.

4. A belso fiil ductus cochlearisabdl fehérjeprofil analizist végeztiink, ami soran
szamos fehérjét kimutattunk vad és KO egerekben. A két genotipus kozott nem

talaltunk kiilonbséget.
Fogfejlddés vizsgalata soran a KO egerekben a Notch utvonal molekulai koziil
emelkedett Notch2, Jaggedl, DLL1 ¢és CSL immunpozitivitast talaltunk a vad
tipushoz képest. Azt feltételezzikk, hogy a Notch a PACAP hianyanak
Notch tutvonal felszabadulhat a PACAP gatlasa alol. Vad egerekben a Notch
ligandjai koziil alacsony DLL1 és magas Jaggedl immunreaktivitast irtunk le,
amire vonatkozoan az 5. postnatalis napon korabbi irodalmi adat nem allt

rendelkezésre.

Az érrendszer vizsgalatakor (CA és FA erekben) PACAP KO egerekben a PAC1
receptor csokkent expressziojat talaltuk mind mRNS, mind fehérje szinten a vad
egerekhez képest. A VPAC1 receptort mindkét genotipusban, a VPAC2 receptort
egyikben sem tudtuk kimutatni. A vad egerekben a PACAP1-38 valtott ki a KO-nal
nagyobb mértékii relaxaciot, mig a PACAP1-27 és a VIP a KO éllatokban okozott
nagyobb vazorelaxaciot a vad egerekhez képest. Ezen eredmények az érrendszerben
a PACAP hianyabol eredd receptorprofil valtozasra, és a KO egerekben eltérd

vazorelaxacios mechanizmusokra utalnak.
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