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A Ph.D. értekezésem alapjaul szolgaldé kutatdsok soran hypophysis adenilat-ciklaz aktivald
polipeptid (PACAP)-génkiiitott egerekben vizsgaltuk, hogy az endogén PACAP hianya milyen mddon
befolyasolja kiilonbozé szervrendszerek miikodését. Ertekezésemben ezen vizsgilatok kozil a

hallorendszerrel, az érrendszerrel és a fogfejlddéssel kapcsolatos legujabb eredmények keriilnek leirasra.

A PACAP ELOFORDULASA ES HATASAI

A PACAP tagja a vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP)/gliikkagon/szekretin peptidcsaladnak,
szerkezete a VIP-vel 68%-0s homologiat mutat. Legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben és az
endokrin szervekben fordul eld, legeldszor neurotrof és neuroprotektiv hatasait irtdk le. Protektiv
funkcidit antiapoptotikus, antiinflammatorikus és antioxidans hatasainak kdszonheti. Szamos degenerativ
idegrendszeri betegségben, cerebralis iszkémia modellben, a bélrendszerben, a vesében ¢és a
cardiovascularis rendszerben is citoprotektiv funkciot l1at el. A PACAP az érzékszervekben is protektiv
hatasokkal rendelkezik, az érzékszervek sejtjeinek a Szaporodasat is befolyasolja. Retinoprotektiv hatasai
jol ismertek, a retina kiilonb6z6 karosodasa esetén a PACAP védd hatasa mind morfologiai, mind
funkcionalis, mind pedig molekularis szinten kimutathatd. A védShatas hatterében az antiapoptotikus

jelatviteli utak aktivalasa, az apoptotikus utak gatlasa és antiinflammatorikus hatasok allnak.

A PACARP citoprotektiv hatasain til neurotranszmitterként, neuromoduldtorként mind a fejlddés
soran, mind alapvet6 fiziologias folyamatok szabalyozasaban részt vesz. A peptid befolyasolja kiillonb6zo
neurotranszmitterek és hormonok termelését, a bélrendszer motilitasat, az immunrendszert, a cirkadian
ritmust, a test h@szabalyozasat, az ivarszervek és a placenta miikddését, a migrén és szamos pszichiatriai
korkép kialakuldsat valamint a cardiovascularis rendszer miikodését. A PACAP részt vesz a szervezet
koto- és tamasztoszoveteinek fejlédésében és miikodésének szabalyozasaban is, beleértve a csontokat,

porcokat és fogakat is.

A PACAP 1ZOFORMAI ES RECEPTORAI

A PACAP a természetben 38 aminosavas (PACAP1-38) és 27 aminosavas formaban fordul el6
(PACAP1-27). Receptorai G-protein kapcsolt receptorok, melyek koziil a VPACI és VPAC2 (vazoaktiv
intestinalis peptid receptor 1 és 2) receptorok a PACAP-ot és a VIP-t egyforma affinitassal kotik, mig a
PAC1 receptor (PACAP receptor 1l-es tipus) a PACAP-ra specifikus. A receptorok nem
szovetspecifikusak, a receptortipusok eloszlasa egy adott szoveten belill is nagymértékli variabilitast
mutat. Alternativ splicing soran a PACI receptornak is szamos variansa kialakulhat, mely nagyban
befolyasolja az intracellularis jelatviteli utakat, vagy a receptor affinitasat véltoztatja meg a PACAP

kilonb6z6 izoformai irant.
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A PACAP HATASAT KOZVETITO INTRACELLULARIS JELATVITELI UTAK

A PACAP kanonikus utvonala a PACI1 receptoron keresztiil a ciklikus adenozin-monofoszfat —
protein-kindz A (cAMP-PKA) utvonal aktivalasa. Ez az extracellularis szignal regulalt kinaz (ERK)
foszforilacigjahoz vezet, amely szdmos molekuldn keresztiil a sejtek tulélését segiti. A PKA-ERK gatolja
a c-Jun N-termindlis kinazt (JNK), ezen keresztiil a c-Jun foszforilaciojat, és az apoptotikus utvonalakat.
A PACAP cAMP-t6] 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, ezzel megakadalyozva a kaszpaz kidramlast és a mitokondrialis
apoptozist. A PACAP szintén a cAMP-t6l fiiggetleniil aktivalja a foszfolipaz C-t (PLC), ami ugyancsak

csokkent kaszpaz-aktivaciot okoz.

A PACAP ELOFORDULASA ES HATASAI A HALLORENDSZERBEN

Mind a PACAP-ot, mind a PAC1 receptort a belsé fiil és a hallopalya szamos teriiletén kimutattak.
A belsé fiil teriiletén PACAP-ot talaltak a Corti-szervben, a ganglion spirale sejtjeinek tobbségében, €s a
stria vascularis marginalis sejtjeiben. A Corti-szervben PACAP immunpozitivitast talaltak tobbek kozott
a belsd ¢és kiilsd szorsejteken, PAC1 receptor pozitivitast a belsd és kiilsé szorsejteken, és szamos
tamasztosejten. A stria vascularisban tobbek kozott a marginalis sejtek bazalis-lateralis felszinén talaltak
PACAP ¢és PACL receptor jelolodést. A PACAP-nak és receptoranak kolokalizacioja egyazon sejten
annak autocrin/intracrin szabalyozasara utalhat. Feltételezhetéen a PACAP a tight junction integritasaban
és a K'-transzportban jatszik fontos szerepet, amivel az endolypmha Osszetételére és a megfeleld
ionkoncentracié fenntartasara is hatassal lehet. A kolokalizaciés vizsgalatokbol kideriilt, hogy a PACAP
tobbségében a belsd fiil efferens beidegzésében vesz részt. Az efferens neurotranszmitterek koziil a kolin-
acetiltranszferaz (ChAT) és a dopamin B-hydroxilaz (DBH) a PACAP-pal kolokalizacidban jelent meg a
Corti-szervben. A glutamat a cochlea elsddleges afferens neurotranszmittere, azonban akusztikus trauma
vagy iszkémia esetén a tulzott glutamat kivalasztas sejtkarositd hatasu. A glutamat receptor 2/3 (GluR2/3)
a PACI receptorral egylitt jelenik meg a kiils6 és bels6 szOrsejteken €s szamos tamasztosejten. A PACAP
egyéb szervekben a glutamat okozta sejtkarosodast csokkenteni képes, ami alapjan feltételezhetd, hogy a
belsé fiilben a PACI receptor és a Glu2/3 receptor kolokalizacioja arra utal, hogy a PACAP a glutamat

indukalta excitotoxicitas elleni védelemben szerepet jatszhat.

A hallopalyaban PACAP jelolodést talaltak a cochlearis magokban €s a nervus cochlearisban. Az
oliva superior (SOC) teriiletén talalhato idegsejtek mintegy 30%-ban, a corpus trapezoideum teriiletén
talalhatdo cochlea efferens neuronok mintegy 40%-ban PACAP pozitivak. Feltételezheté, hogy a
cochledban leirt PACAP-pozitiv rostok perikarionjai itt talalhatoak. Az olivocochlearis palyakat tekintve

a PACAP a kiils6 szdrsejteken végzddo tractus olivocochlearis medialisban expresszalodott, ami tovabb
3
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erdsiti azon elméletet, miszerint a PACAP funkcionalis regulacids szerepe a hallorendszerben leginkabb a
kiils6 szérsejtek efferens beidegzésében van. Emberi agymintakon mind a colliculus inferior (CI), mind

pedig a corpus geniculatum mediale (CGM) teriiletén is mutattak ki PACAP-ot.

A PACAP HATASA A BELSO FUL FEHERJEPROFILJARA

Az endolympha termelddésének 6 helye a stria vascularis, megfeleld Osszetétele elengedhetetlen a
belsé fiil miikodéséhez, elvaltozasai a belsé fiil kiilonbozé patologids folyamataihoz kothetdek.
Feltételezhetd, hogy az aminoglikozid antibiotikumok hallaskarositd hatasanak is egyik utja, hogy ezen

antibiotikumok az endolympén keresztiil érik el a szdrsejteket.

Ismert, hogy szamos neuropeptid befolyasolja az endolympha 0sszetételét, ugymint a substance P,
vazopresszin, szomatosztatin. Az endolympha ionkoncentracidja és elektromos potencialja gradienst
képez a bazalistol az apikalis kanyarulat felé, csakiigy mint a PACAP és a PACI receptor a stria
vascularisban, ami alapjan feltételezhet6, hogy a PACAP-nak hatasa van az endolympha Gsszetételére.
Kutatocsoportunk korabban mar vizsgéalta a ductus cochlearisban talalhatd endolympha fehérjéinek
valtozasat intraperitonealis PACAP-kezelés hatasara 1 napos csirkében. A kisérlet soran szamos
fehérjecsticsot talaltunk a 14-80 kDa kozotti tartomanyban, amely megfeleltethetd az endolymphéban
eléforduld fobb fehérjéknek (albumin, o-Kimotripszin, o-antitripszin, transzferrin, apolipoprotein D,
apolipoprotein J, fetuin), a PACAP kezelésnek azonban nem volt hatdsa a fehérjék Osszetételére az

altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben.

A PACAP HATASA BELSO FULBOL KESZULT SEJTTENYESZETEN

Az apoptozis a belsd fiil fiziologids folyamataiban fontos szerepet jatszik, aminek fontos tényezdje
az oxidativ stressz. Kiillonbozd karositd hatasok a szor- és/vagy idegsejtek tulzott mértékii apoptdzisahoz,
ennek kovetkeztében pedig halldscsokkenéshez vezethet. Ezek alapjan azon molekuldk, melyek
antioxidans €s antiapoptotikus hatasokkal rendelkeznek, mint példaul a PACAP, a belsd fiil kdrosodasok
kivédésében fontos szerepet jatszhatnak. Ezen jelatviteli utak vizsgalatara kutatocsoportunk napos csirkék
belsd fiilébdl készitett sejttenyészetet. MTT teszt soran H2O2 kezelés hatdsara a sejtek tulélése a felére
csokkent, ami PACAP kezelés hatasara szignifikansan javult. Tovabbi tesztekkel kimutattuk, hogy a
PACAP az apoptozis mértékét tudta szignifikdns mértékben csokkenteni, csokkent a kaszpaz-3
apoptotikus fehérje aktivacioja is. A lehetséges molekularis jelatviteli utak kozott cAMP fiiggd és
fiiggetlen Utvonalak is részt vesznek. Ez lehet a molekuldris magyarazata, hogy a PACAP miként képes a
bels6 fiilben védé hatast kifejteni kiilonbozé ototoxikus agensek, Oregedés, zaj talingerlés vagy mas

karosito hatasok esetén.
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A PACAP SZEREPE A FOGFEJLODESBEN

A fogak fejlodése a szaj ektoderma és az alatta taldlhatdo ektomesenchyma folyamatos egymasra
hatasa révén alakul ki, aminek hatasara az ektoderma benyomul az ektomesenchymaba ¢és kialakitja a
lamina dentalist. Kés6bb ebbdl alakulnak ki a fogbimbdk, melyekbdl a sapka és harang stadiumok jonnek
létre. A késéi harang stadiumban a bels6 zomancsejtek mar zomanctermelé ameloblastokka
differencialodtak, az altaluk kozrezart térben elhelyezkedd ektomesenchymabol pedig a dentin képzéséért
felel6s odontoblast sejtek rétege, az alattuk elhelyezkedé subodontoblast réteg, és a kés6bbi pulpakamra
helyén megjelend fogpapilla lathato. A fogfejlédés befolyasolasaban tobb, mint 300 faktort azonositottak,
melyek koziil a csont morfogenikus protein (BMP), sonic hedgehog (SHH), wingless-related integration
site (WNT), fibroblast novekedési faktor (FGF) és Notch jelatviteli utak a leggyakrabban vizsgalt
faktorok.

PACAP-ot talaltak az odontoblast sejtekben és a subodontoblast rétegben, valamint a pulpa
megnd a ligamentum parodontale teriiletén. A csont és fogfejlddésben fontos szerepet jatszo molekulak
koziil a PACAP a PKA-n keresztiil a Runt-kapcsolt transzkripcids faktor (RUNX2) molekula aktivitasat,

befolyasolja.

A Notch jelatviteli Gtvonal egy evolucids szinten nagy mértékben konzervalt jelatviteli Gtvonal,
amelynek szamos szerv kialakulasaban szerepe van, beleértve a fogak fejlédését is. Egymassal
szomszédos sejteken expresszalodo ligandjainak €s receptorainak egymdshoz kétésével befolyéasolja a
sejtek proliferaciojat és/vagy apoptozisat. Aszimmetrikus sejtosztodast és  kiilonb6zé  iranyu
sejtdifferenciaciot indukal, igy az egymas melletti azonos eredetli sejtekbdl kiilonb6z6 funkcidju
leanysejtek 1étrejottét és igy kiilonbozo rétegek kialakulasat segiti elé. A Notch jelatviteli utvonal részben
a PACAP-pal atfedést mutat, igy feltételeztiik, hogy valtozasai PACAP-génkiiitott egerekben annak
hatasait potolni hivatottak.

A Notch jelatviteli utvonalban négy receptor molekula (Notchl, 2, 3, 4), valamint 6t ligand (DLL1,
3, 4 és Jaggedl, 2) vesz részt. A ligandok receptorhoz valéd kotésének hatdsara a TNF-a konvertald enzim
(TACE) levagja a Notch intracellularis egységet (Notch intracellularis domén, NICD) a receptorrdl, ami a

sejtmagba keriil. Ott kotést hoz 1étre a CSL transzkripciods faktorral. A Numb fehérje a Notch jelatviteli

utvonalat gatolja (1. abra).
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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 reguldlt kindz; Gs és Gq: Gs és Gy
protein; JNK: c-Jun N-terminalis kindz; Mam: Mastermind; NICD:
Notch intracelluldaris domén;, Numb: Numb fehérje; p38MAPK: p38
mitogén-aktivalt protein-kinaz, PAC1R: PACAP receptor 1-es tipus,
PI13K: foszfatidil-inozitol 3-kindz; TACE: TNF-o konvertdlé enzim.

A PACAP SZEREPE A CARDIOVASCULARIS RENDSZERBEN

A PACAP sokféle hatast fejt ki az sziv- és érrendszerre. PACAP

Sejtmag

kezelés hatasara vazodilaticio és szisztémas vérnyomas csokkenés
Sejtproliferacio

alakul ki. Vazodilatacids hatasadt szadmos szervrendszer ereiben

kimutattak kiilonbozd kisérleti allatokban és emberben is. Ezen
hatdsokat a PACAP mindharom receptora kozvetiti, melyek foként az artéridk és arteriolak faldban
helyezkednek el. Jelenlétiiket kimutattak tobbek kozott az aortaban, a koronaridkban és az agy ereiben is.
A PACAP egyértelmli vazodilatacidos hatdsait arnyalja, hogy a PACAP kiilonb6zd katekolaminok
elvalasztasahoz, és ezen keresztiil szisztémas vérnyomasemelkedéshez vezethet. Kutatocsoportunk a
PACAP angiogenetikus hatasait mutatta ki az agy microvaszkularis ereibdl szarmazo endothelsejteken.
Egérbdl izolalt endothel sejttenyészetben az ERK utvonal aktivalasaval, igy a JNK és p38MAPK
utvonalak gatlasan keresztil a PACAP csokkentette az oxidativ stressz okozta apoptozist.
Kutatocsoportunk a PACAP védd hatdsat igazolta cardiomyocyta sejttenyészetben oxidativ stressz és
doxorubicin indukalta apoptdzis, valamint iszkémia-reperfiizio okozta karosodas ellen, amelyet részben a
Bad, Bcl-2, kaszpaz-3 mitokondrialis itvonalon keresztiil fejt ki. A sziv- és érrendszer teriiletén tobb
klinikai kisérletet is végeztiink, amelyek kimutattdk a PACI receptor mRNS-ét emberi myocardium
mintakon, valamint a PACAP szintjének valtozasat szoveti szinten myocardialis iszkémidban és a

szérumban dilatativ cardiomyopathia esetén.

A PACAP-GENKIUTOTT (KO) EGEREK VIZSGALATA

Az endogén PACAP hianyanak vizsgalataira Hashimoto és munkatarsai 2001-ben PACAP-
génkiiitott (KO) egértorzset hoztak 1étre. Ezen egerek makroszkoposan nem kiilonbdznek vad tarsaiktol,
azonban a mikroszkopos morfoldgia €s a funkciondlis vizsgalatok eltéréseket mutatnak, valamint az
egerek viselkedése is eltér vad tarsaikétol. A KO egerek szaporodasi képessége csokkent, mortalitasa
emelkedett, metabolikus rendszeriik karosodott. Az allatokra hiperaktivitas, csokkent félelemérzet és

depresszios jelek jellemzoek, fajdalomra €s stresszhatasra a vad tipustol eltérd valaszt adnak. A PACAP
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KO allatokban a kisagy mikroszkopos felépitése eltér a vad egerekétdl, az idegsejtek abnormalis
arborizacidja és myelinizacios eltérések mutathatok ki.

A KO egerek kiilonboz6 toxikus vagy karositd hatasokra a vad egereknél szignifikansan nagyobb
mértékl karosodassal reagalnak. Ezt kimutattak iszkémids és iszkémia-reperfiizio modellekben tobbek
kozott az agy, a retina, a vese és a bél teriiletén. Szamos toxicitas modellben is a PACAP KO egerek
megnovekedett érzékenységét detektaltak, példaul retinakarosoddsban, autoimmun encephalitis
modellben, gerincveld és periférias ideg sériilése esetén, pancreas glucotoxicitas modellben és a sziv
doxorubicin okozta karosodasaban. Arthritis modellben a PACAP KO egerek csont Gjdonképzddése is

zavart mutatott.

A HALLORENDSZER VIZSGALATA PACAP KO EGEREKBEN

Kutatoécsoportunk korabban heterozigota €s homozigéta PACAP-génkiiitott egereken vizsgalta a
cochlea felépitését ¢és a PACI1 receptor jelenlétét. Mind a két csoportban PACI1 receptor
immunpozitivitast tudtunk kimutatni a belsé ¢és kiilsé szOrsejtek teriiletén, a Deiters-sejtek és a pillér
sejtek teriiletén, azonban a PACAP KO dallatok esetében minden teriileten a PACI1 receptor szignifikdnsan
alacsonyabb jelintenzitast mutatott, mint vad tarsaikban. Kutatocsoportunk az endogén PACAP
hianydnak hatdsit vizsgalta a Ca?*-kétd fehérjék immunpozitivitisdra kontroll kériilmények kozott,
valamint kanamycin indukalta ototoxikus modellben vad és PACAP KO allatokon, melynek eredményeit

a megbeszélésben diszkutalom.

A PACAP-GENKIUTOTT EGEREK FOGFEJLODESE

Hét napos egerek molaris fogainak vizsgélata sordn korabban azt talaltuk, hogy a PACAP KO
egerek esetében a vad egerekhez képest a dentin vékonyabb, kristalyszerkezete rendezetlenebb, a zomanc
fehérjeprofilja csokkent variabilitast mutat. A jelatviteli Utvonalakat tekintve az SHH, GLI1 (glioma-
associated oncogene 1) és a PTCHI (protein patched homolog 1 protein) immunpozitivitasa emelkedett
szintet mutat a PACAP KO egerekben a vad allatokhoz képest. A metsz6fogak PACAP KO egerekben 2
nappal eldbb tornek at, mint a vad egerekben. Felndtt egerekben a PACAP KO egerek metszéfogainak
mérete kisebb, pulpakamraja sziikebb, és szintén rendezetlenebb kristalyszerkezet jellemzi a dentin

allomanyat.

A PACAP-GENKIUTOTT 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 szivfunkciodi
csokkentek, balkamra dilatacio alakult ki, a szivben megnovekedett fibrozist €s szivizomsejt-degeneraciot

irtak le. A KO egerek meningedlis ereinek vazodilatacios képessége szintén csokkent.
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A PACAP ES AZ OREGEDES

Egyre tobb kutatasi adat utal arra, hogy a PACAP antiapoptotikus €s antiinflammatorikus hatasanak
fontos szerepe van az Oregedési folyamatok lassitasaban és szabalyozasaban. Feltételezhetd, hogy a
PACAP KO egerekben ezen hatasok hianyaban az oregedési folyamatok felgyorsulnak, ugyanis a KO
egerek szamos szervrendszere sokkal fiatalabb korban mutatja az 6regedés jeleit, mint vad tarsaik szervei.
Emellett a fokozott apoptdzis, oxidativ stressz és gyulladas mind alatdmasztjak ezen elméletet. Szamos
oregedéssel jaro folyamat a KO egerekben elobb és/vagy kifejezettebben jelenik meg. A PACAP KO
egerek retingjanak morfologidja, a ganglionsejtek szamanak csokkenése, a Miiller-glia sejtek
fehérjeprofiljanak véltozasa a retina korai oregedésére utalnak. Kutatdocsoportunk a KO egerek szinte
minden szervrendszerében szisztémas amiloidozist mutatott ki, amely sulyosabb volt, és korabban jelent

meg, mint vad tarsaikban.

1. CELKITUZES

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki, hogy a PACAP-génkiiitott egerek kiilonbdzé szervrendszereiben

felderitsiik a PACAP hidnyabodl ad6do elvaltozéasokat.

I. 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 Osszefliggnek az alabbi morfoldgiai vizsgalatainkkal.

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

3. Annak céljabol, hogy kiilonbséget tehessiink az 0ssz sejtszam és az aktivalt sejtek szdma
kozott, a cochlearis magokban Nissl-festést végeztiink.

4. A cochlearis magokban PAC1 receptor immunfestést végeztiink.

5. A hallascsokkenés okanak felderitése céljabol bels6 fiilb6l szarmazo ductus cochlearisok
lizatumanak fehérjeprofil analizisét végeztiik el.

Il. Fogfejlodéses vizsgalataink sordn a KO egerekben a Notch jelatviteli Utvonal megvaltozasat
vizsgaltuk immunfluoreszcens festés segitségével 5 napos egerek molaris fogain.

I1l. 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 leirasat.
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KIiSERLETI ALLATOK

Kisérleteinket CD1-es alapon tenyésztett vad és PACAP KO (heterozigdta és homozigéta) allatokon
végeztiik. Etikai engedélyek szama: BA02/2000-24/2011, XIV-1-001/1028-4/2012; PE/EA/1912-7/2017.

IDEGSEJTAKTIVACIO MERESE A HALLOPALYA MAGJAIBAN — C-FOS IMMUNFESTES

A c-Fos immunfestést 1,5 honapos him egereken végeztiik (n=9-8) (2. abra). A hangingerrel kezelt csoportok
100 dB-es 4 és 20 kHz kozotti fehér zajt kaptak 30 percig. Ezutan 1 o6rat vartunk, hogy a sejtekben megtorténjen a
c-Fos transzkripcidja, transzlacidja, és sejtmagba torténd transzlokacidja. Fixalas utan az agyak hallopalyat
tartalmazo részeibél 30 pum-es frontdlis metszeteket készitettiink. Szabadon 0isz6 metszeteken a primer c-Fos
ellenes antitestet biotinilalt nyul ellenes szekunder antitesttel kotottiik és DAB-bal hivtuk el6.

Egér Hanginger
T e m : / 2. abra: Kisérleti protokoll: a
VI —— zaj JJ] — R hallépalydban talalhaté
idegsejtek aktivaciojanak
KO Csend m 1. 6ra varakozds: Fixalas mérése C-Fos immunfestéssel.
c-Fos aktivacié Metszés
KO Zaj JJJ c-Fos immunfestés

IDEGSEJT SZAMOLAS A COCHLEARIS MAGOK TERULETEN — NISSL-FESTES

Négy honapos vad és KO him egerek (n=3-3) agyat dolgoztuk fel a c-Fos festésnél leirtakkal megegyezden,
majd a cochlearis magok teriiletén az idegsejtek szamanak meghatarozasara Nissl-festést végeztiink.

PAC1 RECEPTOR IMMUNFESTES A HALLOPALYA MAGJAIBAN

A hallopalya magjaiban PAC1 receptor festést végeztiink 2 honapos vad és KO him egerekben (n=4-4). A
metszet elkészitése a c-Fos immunfestésnél leirtaknak megfelelden tortént. A metszeteket nyal PACL receptor
ellenes antitesttel inkubaltuk, majd biotinilalt nyal ellenes szekunder antitesttel kotottik, és Cy3 konjugalt
streptavidinnel jeloltiik.

FEHERJEPROFIL ANALIZIS DUCTUS COCHLEARISBOL

A fehérjeprofil analizist 3-6 honapos vad és KO him egerek belsé fiilébdl preparalt ductus cochlearisokbol
végeztiikk (n=20-20). Az egerek dekapitacidjat kovetden a csontos cochleat perilympha oldatba helyeztiik, majd a
ductus cochlearis Kipreparalasa tortént operacios mikroszkop alatt (3. abra). A kipreparalt ductus cochlearisokat
homogenizaltuk, szonikaltuk, centrifugaltuk. Méréseinkhez az R&D Systems fehérjeprofil analizisre alkalmas egér
,»Cytokine Array Panel A” és egér ,,Angiogenesis Array Kit’-eket hasznaltuk. A kiteket a gyartd utasitisainak
megfeleléen hasznaltuk.

NOTCH JELATVITELI UT ELEMEINEK VIZSGALATA MOLARIS FOGAKON

A Notch jelatviteli it molekuldinak immunfestését 5 napos vad, PACAP heterozigota (HZ) és homozigota
KO egerek molaris fogain végeztik (n=3-3-3). Dekapitaciot kovetden az egerek fejét Saint-Marie fixaldoba
helyeztiik, majd 5 pum-es sagittalis szeleteket készitettiink. A metszeteket nyllban termelt primer antitestekkel
(Notch1,2,3,4, DLL1,3,4, JAggedl,2, CSL, TACE, Numb) inkubaltuk, majd Alexa555-el konjugalt nyul ellenes
antitesttel jeloltik. A fedéanyag DAPI-t tartalmazott.
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3. abra: A cochlea operacios mikroszkop alatt torténd boncolasanak 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 utan. Nyilak: ductus cochlearis. *: lamina spiralis ossea. ¢) A ductus cochlearis apikalis részének
eltavolitasa. Nyilak: ductus cochlearis. Ezutan a cochledt a modiolus mellett két darabra tortiik, hogy a ductus
cochlearis bazalis-kozépso részéhez is hozzaférjiink.

d) A cochlea modiolust tartalmazé darabja. Nyilak: a ductus cochlearis bazadlis-kézépsd része. e) A modiolust
tartalmazo darab a ductus cochlearis teljes eltavolitasa utan. *: lamina spiralis ossea.

f) A modiolust nem tartalmazo darab a ductus cochlearissal (nyilak).

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 tulaltattuk,
majd az arteria carotis communist (CA), és az arteria femoralis (FA) proximalis részét tavolitottuk el. Az izolalt
erek 2 mm-es darabjait DMT 610 M Wire Myograph segitségével vizsgaltuk. Az elérheté maximalis kontrakciot 60
mM KCl-dal valtottuk ki, ezutan az erek relaxacios valaszat vizsgaltuk PACAP1-38, PACAP1-27 és VIP
kumulativ dozisara, 10°-10° M koncentracioban.

A PAC1, VPAC1, VPAC?2 RECEPTOROK MRNS-ENEK KIMUTATASA

A PACAP receptorainak el6fordulasat az arteria carotis communis és arteria femoralis erekb6l RT-PCR
segitségével mutattuk ki. A reverz transzkripciot kovetéen a PCR munkaoldat 0,4 uM sense és antisense primert,
200 pM dNTP-t és 5 egység Promega GoTaq® DNS-polimerazt tartalmazott. A kezdeti denaturalast 35 ciklus
kovette, majd lezarasként DNS-szintézis tortént. A PCR reakcio termékeit etidium-bromidot tartalmazo agaroz-
gélben futtattuk, belsé kontrollnak aktint hasznaltunk.

A PAC1, VPAC1, VPAC2 RECEPTORFEHERJEK WESTERN-BLOT ANALIZISE

A vizsgalatot arteria carotis communis és arteria femoralis erekb6l végeztiik csoportonként 3 allattal. Radio-
immunoprecipitacios pufferben mechanikus apritas, majd szonikalas kovetkezett. Laemmli elektroforézis pufferrel
szeparaltunk SDS-PAGE gélen, melyet nitrocellul6z membranra transzferaltunk. Ezutan nyualban termelt PAC1
receptor, VPACI1 és VPAC2 receptor ellenes primer antitestet, majd nyul ellenes szekunder antitestet hasznaltunk.
A hivast chemilumineszcens hivofolyadékkal végeztiik. Bels6 kontrollnak aktint hasznaltunk.

STATISZTIKA

A mintak szamanak ¢és eloszlasanak megfeleléen kétutas ANOVA-t (Bonferroni-féle, Fisher-féle és Tukey-
féle post-hoc analizissel), egyutas ANOVA-t, illetve kétmintas t-probat végeztiink. A szignifikancia szint 0,05 volt.

10



V. EREDMENYEK

IDEGSEJTAKTIVACIO MERESE A HALLOPALYA MAGJAIBAN — C-FOS IMMUNFESTES

Cochlearis magok

Mind a vad, mind pedig a KO csendben tartott allatok (,,csend”) esetében a nucleus cochlearis
ventralis ¢és dorsalis teriiletén elvétve talaltunk c-Fost expresszalo sejteket. A fehér zajnak kitett allatok
(,,za)”) esetében szignifikdnsan emelkedett a c-Fos pozitiv sejtek szdma, mindkét csoportban. Az

emelkedés szignifikansan kisebb mértékii volt a KO allatokban, mint a vad allatok esetében (4. abra).
A hallopalya centralis atkapcsolo allomasai

A c-Fos immunfestés soran az oliva superior (SOC), a nuclei lemnisci lateralis (NLL) és a
colliculus inferior (Cl) teriiletén azt talaltuk, hogy ezekben a magokban mar a csendben tartott allatok
esetében is lathatunk c-Fos pozitiv sejteket, genotipustol fiiggetleniil. Ezen sejtek szama szignifikdnsan
megemelkedik zaj hatdsara, azonban a zajjal kezelt vad és KO egerek kozott nincs kiilonbség. A primér
hallokéreg teriiletén nagymértékii sejtaktivaciot talaltunk a csend csoportban, amely zaj hatasara tovabb

nétt, azonban nem szignifikdns mértékben. Ezen a teriileten sem volt kiillonbség a vad és KO egerek

kozott.
VT csend VT zaj KO csend KO zaj
4. abra: A cochlearis magokban taldlhato c-
. ; ‘ : Fos pozitiv sejtek szama csendben tartott
it \ ’ : (csend), és fél 6ras zajnak kitett (zaj) vad (VT)
i . és KO egerekben. Bal oldalon a hallopdlya
cochlearis 4. ' sémds dbrdja, a VCN-t és DCN-t pirossal
ventralis ; : jeloltiik. Jobb oldalt reprezentativ képek, a
et _— ferde vonal a VCN (balra lent) és DCN
. VCN . DCN (jobbra fent) kozotti hatar. Aranymeérték: 1 OQ
S1o0 100 » um. Atlag + SEM. Kérutas ANOVA, Bonferroni
2o @ = post-hoc analizis, ***p<0,0001 vs. VT csend,
2 %‘so **p<0,001 vs. KO csend, #p<0,05, ##p<0,pl
- 2 vs. VT zaj. VCN: nucleus cochlearis ventralis;
= ‘N B . - -
8 2 § 20 - DCN: nucleus cochlearis dorsalis.
|§ 0 w0 T » ; »
; o & P & 12
o) r & & & )
& < e

IDEGSEJT SZAMOLAS A COCHLEARIS MAGOK TERULETEN — NISSL-FESTES

A ventralis és dorsalis cochlearis magok (VCN, DCN) teriiletén talalt eltéré c-FOS immunpozitivitas
hatterében az idegsejtek pusztulasa vagy pedig a csokkent aktivacioja is allhat. Ennek vizsgalatara Nissl-
festéssel meghataroztuk az idegsejtek szdmat. Az eltérd sejtaktivacidos mintdzattal szemben nem volt

kiilonbség a VCN-DCN tertiiletén talalhat6 idegsejtek szamaban a vad tipust és KO egerek kozott.
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PAC1 RECEPTOR IMMUNFESTES A HALLOPALYA MAGJAIBAN

A cochlearis magvakban a PACI receptor immunfestését is elvégeztiik. A VCN ¢és a DCN kozott
elhelyezkedd stratum granulosum teriiletén a KO egerekben a PACI receptort expresszald sejtek szama
csokken vad tarsaikhoz képest. A cochlearis magok tobbi almagjaban, illetve a hallopalya centralisabb
magjaiban (SOC, NLL, IC) nem talaltunk kiilonbséget a vad és KO egerek kozott. A sejtek denzitdsdban

egyik magban sem volt kiilonbség a két csoport kozott.

FEHERJEPROFIL ANALIZIS BELSO FUL DUCTUS COCHLEARISABOL

A funkcionalis és morfologiai elvaltozasok molekuldris mechanizmusainak tisztazasara vad tipusu
¢és KO egerek bels6 fiilébdl izolaltuk a ductus cochlearist, és ennek lizatumabol fehérjeprofil analizist
végeztiink az R&D Systems citokin és angiogenesis array kitjeinek felhasznalasaval. Méréseink soran az
endostatin, a savas FGF, az osteopontin, a BLC, a CD54, a PF4, a TF, a DPPIV, az IGFBP-2, a Serpin F1
¢s a CXCL12 fehérjék jelenlétét mutattuk ki. Egyik fehérje esetében sem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a vad és KO csoport kozott.

A NOTCH JELATVITELI UTVONAL VALTOZASAI PACAP KO EGEREK FOGAIBAN

Notch receptorok

A Notch receptorok koziil (Notchl, 2, 3, 4) a Notch2 immunpozitivitisa a zomancot termeld
ameloblast sejtekben mind a HZ, mind pedig a KO allatokban szignifikansan emelkedett a vad egerekhez
képest, mig az odontoblastok teriiletén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Hasonlo tendenciat

talaltunk a tobbi receptor esetében is, azonban a kiilonbség nem volt szignifikans (5. abra).
Notch ligandok

A Notch ligandok (DLLI, 3, 4 és Jaggedl, 2) immunpozitivitdsa az alabbiak szerint valtozott
PACAP hidnyaban. Az ameloblastok citoplazmdjaban a DLL1 szintje a HZ allatokban szignifikdnsan
megemelkedett a vad allatokhoz képest, a KO allatokban pedig tovabbi jelintenzitas-ndvekedést talaltunk.
A Jaggedl jelolédése, ami a vad egerekben is magas az odontoblast sejtekben, PACAP KO allatokban

még tovabb emelkedett. A tobbi ligand esetében szignifikdns kiilonbséget nem talaltunk.

Notch intracellularis elemek

A Notch jelatvitelben részt vevd intracellularis molekuldk koziil (CSL, Numb, TACE) a CSL
jelintenzitasa szignifikdnsan megndtt HZ és KO dallatokban a vad kontrollokhoz képest mind az
ameloblast, mind az odontoblast sejtekben. Kisérletiinkben a TACE és a Numb fehérjék mennyisége nem
mutatott valtozast PACAP hianyéaban.
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Ameloblastok Odontoblastok
/ - 5. 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

t \-,,—

Zomanc Dentin

Notch2 - ameloblast sejtek
40+ | *

emelkedett volt a vad tipusu egerekhez
képest. Atlag + SEM. Egyutas ANOVA,
Fisher-féle post-hoc analizissel, *p<0,05 vs.
VT.

Intenzitas
N
o

10-‘
04

< &

festettiik (kek). A HE festett abran a vizsgalt
teriiletet  fekete  téglalappal  jeloltiik.
Aranymérték: 20 um. A Notch2 receptor
immunpozitivitaisa a PACAP HZ és KO
egerek ameloblast sejtjeiben szignifikansan

A PACAP1-38, PACAP1-27, VIP VAZORELAXACIOS HATASA VAD ES KO EGEREKBEN

A KCI-dal kivaltott maximalis kontrakciot a PACAP1-38, PACAP1-27 és a VIP a vad és KO
allatok ereiben eltéré modon befolyasolta. 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 taldltuk, hogy a PACAP1-27 és a VIP a PACAP1-38-ndl nagyobb relaxaciot

eredményezett.

PAC1, VPAC1 s VPAC?2 RECEPTOR MRNS ES FEHERJE VIZSGALATA AZ ERRENDSZERBEN

Vad tipusu és KO egerek arteria carotis communis és arteria femoralisbol szarmazé mintaiban
megmértiik a PAC1, VPACI és VPAC2 receptorok mRNS-ét RT-PCR segitségével és fehérje-szintjét
Western-blot analizissel. A PAC1 receptor mRNS expresszidja és fehérje mennyisége is alacsonyabb volt
a KO allatok ereiben a vad egerekhez képest. A VPACL receptor mRNS és fehérje kimutathatd volt
mindkét érben, mindkét genotipus esetében, a genotipus-csoportok kozott nem volt kiilonbség. Ezzel
szemben a VPAC2 egyik genotipus esetében sem volt kimutathatdé sem a CA sem az FA teriiletén, sem

RT-PCR, sem Western-blot vizsgalattal.
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Kutatdsaink soran PACAP KO egerekben vizsgaltuk a PACAP hidnyanak kovetkezményeit a

hallorendszerben, a fogfejlodés kapcsan és az érrendszerben.

A PACAP KO EGEREK HALLORENDSZERENEK VIZSGALATA

A halloérendszer vizsgalatakor a PACAP KO egerek hallopalyajaban csokkent neuronaktivitast és a
PACI receptor megvaltozott immunreaktivitasat talaltuk, a belso fiilben pedig a vadhoz képest valtozatlan

fehérjeprofilt.

A hallaskarosodéas mintegy 500 milli6 embert érint vilagszerte. Fontos azon molekulak felderitése,
melyek a hallorendszerben lehetséges védd szerepet tolthetnek be. Miutdn a PACAP-nak éltalanos
neuroprotektiv és citoprotektiv hatasai ismertek, célunk volt a belsd fiilben és a hallopalyaban Kifejtett
hatdsait vizsgalni. A PACAP jelenlétét és a PAC1 receptor mRNS-ét a belsd fiilben és a hallopalya

magjaiban mar korabban kimutattak, vélhetéen a cochlea efferens beidegzésében van fontosabb szerepe.

Jelen kisérletiinkben kollaboracidban elsdként az egerek hallasat vizsgaltuk ABR segitségével. Ezen
kollaboracioban elvégzett vizsgalatokat Humli Viktoria tarselsOszerz6 végezte dr. Zelles Tibor
hallaslaborjaban, igy azok metodikdjdnak és eredményeinek részletes targyalasa nem képezi jelen
dolgozat részét. Az eredmények azonban elengedhetetlenek a morfologiai vizsgalatok értelmezéséhez,
ezért azokat roviden ismertetem. Alacsony frekvenciaju inger alkalmazasa esetében a PACAP KO egerek
halléaskiiszobe szignifikdnsan magasabb volt 1,5, 4 és 8 honapos egerekben, mint vad tarsaik esetében. A
CDI1 egértorzsnél ismert az Oregkori hallascsokkenés, a kor eldrehaladtaval mind a vad, mind a KO
egerekben a hallas romlasat tapasztaltuk. Ez lehet a magyarazata annak, hogy a 8,2 kHz-nél mért
kiilonbség a 8 honapos egerek esetében eltlint. A magasabb frekvencidkat vizsgalva finomabb elemzéssel
az amplitado és latencia eredményekben talaltunk eltérést a két csoport k6zott. A csokkent amplitado és
latencia értékek feltehetéen a KO allatok hallorendszerében a sériiléseknek olyan markerei, amelyek a

megorzott hallaskiiszob ellenére is jelzik a hallaskarosodast.

A funkcionalis vizsgalatokkal egy id6ben morfologiai vizsgalatokat is végeztiink, mely sajat
munkam volt, ezen eredmények a jelen értekezés alapjat képezik. Hanginger adasat kovetden a hallopalya
magjaiban a sejtek aktivalodasat c-Fos immunhisztokémiaval mutattuk ki. A VCN és DCN teriiletén a
csendben tartott allatok esetében 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 szignifikansan kisebb volt. Ezen eredmények egybevagnak a funkcionalis
ABR vizsgalatok eredményeivel, miszerint a KO allatok hallaskarosodasa nemcsak a hallaskiiszob
emelkedésében, hanem a hallopalyaban aktivalodo kevesebb szamu neuronban is kimutathato. Nissl-
festésiink eredményeképpen elmondhatjuk, hogy a VCN-DCN teriiletén az idegsejtek szaméaban a KO

allatokban nem tapasztaltunk csokkenést. Tehat a csokkent szamu c-Fos pozitiv sejt oka nem a sejtek
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csokkent szdmaban, hanem csokkent aktivacidjaban keresendd. A cochlearis magokban a PACI receptor
immunpozitivitasat is megvizsgaltuk. A korabbi irodalommal megegyezden kisérletiink folyaman a PAC1
receptor jelenlétét vad egerekben a cochlearis magokban kimutattuk, ehhez képest a KO egerekben ezen
magok stratum granulosumanak teriiletén kevesebb sejtben talaltunk PACI1 receptort. Ezen eredmények
Osszevagnak azzal, hogy kutatocsoportunk korabban a KO egerekben belsé fiilében, és jelen

kisérleteinkben az erekben szintén a PAC1 receptor csokkenését mutatta ki a vad egerekhez képest.

A hallopalya centralisabb magjaiban azt talaltuk, hogy az Osszes tobbi vizsgalt teriileten (SOC,
NLL, IC, AU1) mar a csendben tartott allatok esetében is van egy alapszintii sejtaktivacio. Hanginger
adasara az SOC, NLL, IC teriiletén szignifikansan emelkedett az aktivalodott sejtek szama mindkét
genotipusban, a két genotipus k6zo6tt azonban ezen magok vizsgalatakor nem talaltunk kiilonbséget. Ezek
a kdzpontok nemcsak a hallopalya egyszer(i atkapcsold allomasai, hanem komplex szerepet toltenek be az
informécio feldolgozasaban. Az agy szdmos mas teriiletérdl is kapnak beidegzést, igy ide szdmos
idegsejttipus  kiilonb6z6 neurotranszmitterei valasztodnak ki. Feltételezziik, hogy a komplexebb
afferentacioval jar6 Osszetettebb rendszerekben nagyobb lehetéség van a PACAP hidnyanak
kompenzalasara, ami igy nemcsak a csendben tartott allatokban tapasztalt emelkedett c-Fos szintet
magyarazza meg, hanem azt is, hogy ezen teriileteken miért tlint el a vad és PACAP KO egerek kozotti
kiilonbség. Az, hogy pontosan melyik jelatviteli utak pétolhatjadk a PACAP szerepét, egyelére nem

ismert, de ugy tlinik, hogy nem egyetlen rendszer veszi at a PACAP hianyanak potlasat.

A hallaskarosodas okénak pontosabb felderitése érdekében tovabb folytattuk vizsgalatainkat a belsd
fiil tertiletén is, ahol vad és PACAP KO egerek belso fiilének a ductus cochlearisabol késziilt lizatuméabol
végeztiink fehérjeprofil analizist. A bevezetdben ismertetett vizsgalatok eredmények arra utalnak, hogy a
PACAP az endolympha megfelelo elvalasztasiban és a cochlea efferens beidegzésében vesz részt.
Kimutattak, hogy a PACAP képes a dopamin elvalasztds serkentésére, ami védo hatasu lehet az I-es
tipust afferens sejtek excitotoxicitasa ellen a ganglion spiraleban. A hippocampusban pedig glutamat
indukalta kéros Ca?*-koncentracio emelkedés ellen véd, feltételezhetd, hogy a PACAP-nak a belsé fiilben

a tulzott glutamat excitotoxicitas elleni védelemben is szerepe lehet.

A belsoé fiilet ért kiilonbozé karositdo hatiasokra az endolympha és a szérsejtek Ca?* szintje
megemelkedik, ami karos a szdrsejtekre, az apoptozis végrehajtasahoz is elengedhetetleniil sziikséges. A
Ca?*-kotd fehérjék fontos szerepet jatszanak a nagy mennyiségii Ca%*-ionok megkotésében, ezzel védve
oket a magas Ca®" szint okozta karosodasoktol, azonban Ca?*-koté képességiik véges. A belsé fiilben
kutatocsoportunk kordbban a Ca?'-kotd fehérjék immunpozitivitasat vizsgalta. Azt 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
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volt a Ca®*-koté fehérjék jelolédése, ez azonban kanamycin-kezelés hatasira nem emelkedett tovabb.
Feltételezziik, hogy a PACAP-génkiiitott egerekben a PACAP védoéhatasai hidnyoznak, és igy azon belsd
fiilet ér6 hatasok, melyek vad egerekben nem okoznak sejtkdrosodast, a KO egerek esetében apoptotikus
Utvonalak aktivalodasahoz, az intracellularis Ca®* emelkedéshez, és ennek kivédésére emelkedett Ca®*-
kot fehérje szinthez vezetnek. A Ca?*-koté fehérjék védd hatasa azonban véges mértékben tud véds
hatést biztositani, erre utal, hogy a KO egerekben kanamycin-kezelés hatasdra sem novekszik tovabb ezen

fehérjék mennyisége.

Kiilonb6z6 gyulladassal jard elvaltozasok és az érrendszer elvaltozasai fontos szerepet jatszanak az
idegi tipust hallaskarosodas kiilonbozo fajtaiban. Jelen kutatdsunkban ezért a gyulladasos elvaltozasok
markereiként szolgaldé citokinek, ¢és az érrendszeri elvaltozdsokkal kapcsolatban kifejez6do
angiogenetikus fehérjéket vizsgaltuk vad és PACAP KO egerek ductus cochlearisaban. A fehérjeprofil
analizis folyamadn szamos olyan molekulat azonositottunk mind a vad, mind a PACAP KO egerekben,
amelyek részt vesznek angiogenetikus folyamatokban (FGF, CCXCL12), antiangiogenetikus
folyamatokban (endostatin, Serpin F1), kemotaktikus hatassal birnak (BLC, PF4, CXCLI12) vagy a
koagulacioban vesznek részt (PF4, TF). Kimutattuk tovabba az ubikviter sejtfelszini DPPIV-et, az
antiapoptotikus osteopontint €s a sejtkdzotti adhéziés molekula CD54-¢et is. A vad és PACAP KO egerek
kozott azonban nem volt szignifikdns kiillonbség ezen fehérjék tekintetében. Ezen eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a PACAP KO egerekben talalhatd hallascsokkenés feltételezhetden nem a belsé fiil
gyulladasos, vagy angiogenetikus eredetli elvaltozasaibol ered, mivel ezen fehérjék mennyisége a vizsgalt

koriilmények kozott nem valtozott meg szamottevoen a PACAP KO allatok esetében.

Eddigi kisérleteink alapjan nem éllapithatd meg egyértelmiien, hogy a hallasbeli funkcidvesztést a
belsé fiil, vagy pedig a hallopalya karosodasa, esetlegesen a kettd egyiitt okozza-e. Ismert, hogy a bels
fill 1zolalt 1ézi6ja dnmagaban is a hallopalya komplex valtozasaihoz vezethet. Ezek alapjan elképzelhetd,
hogy az éltalunk talalt elvaltozasok a belsd fiil kdrosoddsa miatt jelentkeznek, amit szintén megerdsitenek
a Nissl-festéses vizsgalataink, miszerint a cochlearis magokban a neuronok szama nem, csak az
aktivaciojuk valtozott meg a PACAP KO allatokban. A PACAP KO egerek hallascsokkenésének altalunk
feltételezett mechanizmusa a kovetkezd. Kimutattak, hogy a vad CD1 egerekben a kor elérehaladtaval
hallascsokkenés kovetkezik be. Ez a folyamat a kiils6 és belsd szorsejtek pusztuldsaval jar. Ismert, hogy a
PACAP KO dllatok szervezetében az Oregedési folyamatok felgyorsulnak, ami a kiilonb6zd
érzékszerveket is érinti. Feltételezziik, hogy ugyanez a folyamat jatszodik le a PACAP KO egerek
hallorendszerében 1S, a normalisan is végbemend oOregedési folyamatok a KO egerekben korédbban
kovetkeznek be. A szdrsejtek pusztulasa felgyorsul, és a hallas a vad egerekhez képest gyorsabb iitemben

romlik. Ezen elméletet aldtdmasztjadk a funkcionalis vizsgdlataink eredményei. A CDl-es tipust vad
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allatokban a kor elérehaladtaval torténé szorsejtpusztulast kimutattak mar, jelen pillanatban folynak azon
kisérleteink, melyek a KO allatokban torténd szdrsejtpusztulas mértékét hivatottak meghatarozni. Mivel a
KO és vad allatokban hasonl6 folyamatok zajlanak csak eltéré mértékben, feltételezziik, hogy emiatt nem
talaltunk kiilonbséget a két csoport fehérjeprofil analizise soran. Kisérleteink hossza tava célja
megvizsgalni, hogy az exogén PACAP-nak, vagy valamely PACAP-agonistaknak lehet-e¢ hallasvédd
szerepe a kiillonbozd, Oregedés okozta, vagy mds ototoxikus hang/gyogyszer daltal indukalt

hallasvesztésben, mint ahogyan ezt mar sikeriilt mas érzékszervek esetén kKimutatni.

A PACAP KO EGEREK FOGFEJLODESE

Az egerek hallasanak vizsgéalata mellett kutatécsoportunk a PACAP fogfejlodésben betoltott
szerepét is kutatta. A fogfejlédés soran PACAP KO allatokban a Notch2 receptor, a DLLI1 és Jaggedl
ligandok és a CSL intracellularis jelatviteli molekula fokozott immunpozitivitasat mutattuk ki ameloblast

¢s odontoblast sejtekben.

Korabbi kisérleteink szamos morfologiai eltérést mutattak ki a PACAP KO egerek fogaiban a vad
egerekhez képest. Az 5 napos egerekbdl szarmazo fog dentin rétege vékonyabb a vad egerekénél, a
dentinben a hidroxilapatit kristalyok nagyobb rendezetlenségiick, a metsz6fogak atlagosan 2 nappal
korabban tornek eld, a metszéfogak kisebbek. A PACAP KO egerekben az SHH, annak PTCH1 receptora
és GLI1 intracellularis célpontja emelkedett immunpozitivitast mutat a szekretoros ameloblastok

teriiletén.

Korabbi kisérleteink alapjan célunk volt a Notch jelatviteli Ut molekuldinak valtozasait
feltérképezni a PACAP-génkiiitott egerekben. A Notch receptorokat expresszald sejtek a sejtosztddas
fazisdban maradnak, mig annak gatlasa (példaul a Numb fehérje altal), vagy a receptorok
downregulacidja a sejteket a differenciacié iranyaba mozditja el. A Notch elengedhetetlen a szajiiregi
ektoderma ¢és az ektomesenchyma kozotti megfeleld kommunikaciohoz, amely a normalis fogfejlédés
feltétele. Kisérletiinkh6z 5 napos vad, PACAP HZ és PACAP KO egerek molaris fogaibol késziilt
metszeteken vizsgaltuk a Notch jelatviteli tutvonal molekuldinak kifejez6dését az ameloblast és

odontoblast sejtekben.

A Notch receptorainak vizsgalata soran azt talaltuk az odontoblast és ameloblast sejtekben, hogy
vad egerekben immunpozitivitasuk alacsony. Ehhez képest PACAP KO egerekben a Notch2 receptor
mennyisége szignifikdnsan megndtt az ameloblast sejtekben mind a HZ, mind a KO allatokban. A tovabbi
Notch receptorok vizsgalataval azt talaltuk, hogy szintjiikk tendenciézusan magasabb volt a PACAP KO
egerekben. A Notch receptorok downregulacidja az ameloblast és odontoblast sejtekben ezen sejteket a
differenciacio irdnyaba tolja el, és hozzajarul, hogy dentint és zomancot termeld sejtekké alakuljanak at.

Ezen finom egyenstlyhoz jarul hozza, hogy az ameloblastokban és odontoblastokban Notch ligandok
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expresszalodnak (DLLI1, Jaggedl, 2), amelyek a szomszédos stratum intermedium ¢és subodontoblastikus
réteg sejtjeire lateralis gatlast fejtenek ki, és a Notch receptoraikon keresztiil ezeket a sejteket a
proliferacids fazisban tartjdk. Kutatdsunkban a vad egerekben magas Jaggedl ligand szintet detektaltunk
az odontoblast sejtekben, mig alacsony DLL1 pozitivitdst az ameloblast sejtekben, ami szintén uj
eredménynek tekinthet6. Mindkét ligandot a PACAP KO egerekben is megvizsgaltuk, ahol a vad

tipushoz képest magasabb szintet detektaltunk.

A Kkisérlet folyaman a Notch jelatviteli utvonal intracellularis elemeit is megvizsgaltuk. A Notch-
receptorokrol a ligandkotés kovetkeztében a TACE hatasara a NICD disszocidl, a sejtmagba diszlokéalodik
és a CSL-hez, a Notch kanonikus intracellularis utvonalanak 6 eleméhez kotddik. Ennek hatasara a
Notch jelatviteli utvonal célgénjei, a Hes és Hey géncsalad tagjainak atirasa torténik, melyeknek a
sejtproliferacioban van szerepiik, a Numb pedig ezeknek gatlasaval iranyitja a sejteket a proliferacio
helyett a sejtdifferenciacid iranyaba. Kisérletiinkben 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 kdszonhetden emelkedett.

A PACAP-génkiiitott egerek a PACAP funkcidinak hidnyaban is életképesek, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy lennie kell olyan kompenzéacios jelatviteli utvonalaknak, amelyik PACAP
hianyaban annak funkcioit legalabb részben atveszik. Szamos elmélet felmeriilt, miszerint a VIP vagy
monoaminerg jelatviteli tvonalak potolhatjak a PACAP hianyat, azonban egyik sem igazoldodott be teljes
mértékben. Kisérletiinkben kimutattuk, hogy a Notch jelatviteli Gtvonal elemei a PACAP-génkilitott
egerekben upregulalodnak, ami egy lehetséges alternativa lehet a PACAP hatdsainak potlasara.
Ugyanakkor a PACAP és Notch jelatviteli Gitvonalak direkt 6sszekottetése nem ismert. Mindkét jelatviteli
utvonalnak antiapoptotikus és sejtproliferacios hatasai vannak, és kozosek a célpontjaik (1. abra). Mind a
PACAP, mind a Notch aktivalja a PI3K/Akt Gtvonalat és gatolja a INK-t, és ezen keresztiil a c-Jun-t.
Mindkettdnek célpontja a Hes géncsalad. Ezen kozds célpontok adhatjadk meg a lehetdségét annak, hogy a
Notch jelatviteli utvonal atvegye a PACAP szerepét a PACAP KO egerekben. Ugyanakkor a Notch
Feltételezésiink szerint egy komplex regulacios folyamat all a valtozasok hatterében, amely az altalunk
detektalt valtozasokat magyarazhatja. A korabban leirt SHH tutvonal emelkedése kozvetetten a Jaggedl
emelkedéséhez vezethet. A PACAP-génkiiitott allatokban a PAC1 receptor PACAP-t6l fliggetlen
dimerizacidja figyelhetd meg, ami a WNT/B-katenin utvonal aktivacigjdhoz vezet, ami egyrészt
kozvetleniil emeli a Jaggedl gén transzkripcidjat, valamint az FGF10-lunatic fringe (LF) utvonalon at

emelheti a Notch2 receptor szintet.
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Osszességében elmondhatjuk, hogy kisérleteinkben a PACAP KO egerekben a Notch jelatviteli
utvonal kiilonboz6 elemeinek az immunreaktivitdsa novekedett, és diszkutaltuk azokat a lehetséges
molekularis jelatviteli utvonalakat, ami ennek a valtozasnak a hatterében allhat. Feltételezziik, hogy az
emelkedett Notch aktivitds a finoman szabalyozott fogfejlodés esetén zavart okoz, de egyelére nem
ismert, hogy ezek a valtozasok pontosan hogyan jarulnak hozza azokhoz a morfoldgiai kiillonbségekhez,
amiket a PACAP KO egerek fogaiban korabban talaltunk. A Notch jelatviteli Gtvonal szdmos elemének
valtozasa vagy a PACAP hianyanak kivaltasara hivatott, vagy pedig a normalisan PACAP regulaci6 alatt
allo Notch utvonal felszabaduldsanak koszonhetd. A két utvonal kozotti kapesolat pontos felderitése a

fogfejlodésben, €s mas szervek fejlédésében még tovabbi kutatasokat igényel.

A PACAP KO EGEREK ERRENDSZERE

Az erek vizsgalatakor PACAP KO allatokban a PACAP1-27-re és a VIP-re adott fokozott,
PACAP1-38-ra adott csokkent vazorelaxacids készséget, a receptorok koziil pedig a PACI1 receptor

c ey

A PACAP-nak szamos cardiovascularis hatasa ismert. Vazodilataciét és ennek megfeleléen
szisztémas vérnyomascsokkenést okoz, valamint angiogenetikus hatasai is ismertek. Endothel
sejttenyészetben noveli a kapillarisformalo képességet és csokkenti az apoptozist, és cardiomyocyta
sejttenyészetben véd az oxidativ stressz ellen. Kutatocsoportunk a PACAP-ot emberi vérmintakon is

vizsgalja, mint a szivelégtelenség lehetséges biomarkerét.

A PACAP1-38, PACAP1-27 és a VIP vazorelaxacios hatasait mar szamos érben kimutattak, tobbek
kozott patkany arteria carotis communisban, arteria mesenterica superiorban, sertés koszortsereken, és
arteria cerebri mediaban is. A PACAP hatasa nagyban faj és régio specifikus, patkany arteria mesenterica
superiorjaban a PACAP1-38, mig sertés koszorusereken a PACAP1-27 és a VIP valtott ki nagyobb
mértékil relaxaciot. Egy szerven belill is eltéré a PACAP relaxacios hatasa. Az agy teriiletén eltérd hatast
fejt ki a makroszkopos és mikroszkopos méretii erekre. Szamos kutatas vizsgalja a PACAP migrénben
betdltott szerepét, amiben tobbek kozott a PACAP vazodilatacios hatasa is szerepet jatszhat. Az eltérd
hatas oka lehet a kiilonbozd régiokban az eltérd receptor splice variansok jelenléte, melynek hatterében
allhat, hogy azonos stimulusokra a kiilonb6z6 szerveknek eltéré vazomotoros valaszt kell adniuk. Ezen
ismeretek birtokaban a vad allatokban leirt hatasokat is 0j eredményeknek definialhatjuk, mert a PACAP

hatasait egér arteria carotis communis és arteria femoralis erekben korabban nem vizsgaltak.

Kutatdcsoportunk vazorelaxéaciot detektalt mindegyik molekula jelenlétében. A CA teriiletén vad
allatokban a PACAP1-38 szignifikansan nagyobb relaxaciot valtott ki, mint a PACAP1-27 vagy a VIP.
Ez egybevag Huang €s munkatarsainak a patkdnyban leirt eredményeivel. A KO egerekben azt talaltuk,

hogy a vad tipusu allatokkal szemben a KO allatokban a PACAP1-27 és a VIP valtott ki a PACAP1-38-
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nal nagyobb mértékii vazorelaxaciot. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PACAP KO egerekben
megvaltozik a valaszkészség a szekretin/glitkagon/VIP peptidcsalad tagjaira, és a PACAP helyett a VIP
valt ki nagyobb mértékli vazorelaxaciot. Feltételezziik, hogy ezzel a valtassal a VIP-re vald érzékenység

megnovekszik a PACAP KO allatok ereiben, feltételezhetéen a PACAP kiesett funkcidinak potlasara.

A PACI, VPACI és VPAC2 receptorok nagy mértékben kifejezOdnek az erekben, amit patkany és
emberi mintdkban kimutattak, azonban eloszlasuk a vazodilaticios hatasokkal egybevagdéan nagy
mértékben szervfiiggd. Szamos kutatds bizonyitotta, hogy az erek fala nagy mennyiségben tartalmaz
PACAP-tartalmu rostokat, azonban a vad és PACAP KO egerek ereiben a PACAP receptorok eloszlasa
nem ismert. Ezért kutatdcsoportunk megvizsgalta ezen receptorok mRNS és fehérje mennyiségét a CA és
FA teriiletén. A KO allatokban a PAC1 receptor mRNS és fehérje szintje csokkent, ami egybevag korabbi
eredményeinkkel a belsé fiil teriiletén, ahol KO allatokban szintén a PAC1 receptor csokkenését mutattuk
Ki a szor- 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.

KONKLUZIO

A PACAP hianya az 6regedési folyamatok felgyorsulasaval jar, amelyet kutatocsoportunk tobbek
kozott izolalt endothel sejttenyészetben és a PACAP KO allatok szervrendszereiben is Kimutatott. A
hallorendszer vizsgalata folyaman is azt feltételezziik, hogy a PACAP KO egerekben az oOregedés
folyamatok felgyorsulnak, kordbban és nagyobb mértékben alakul ki a kor elérehaladtaval jaro
hallascsokkenés, mint vad egerekben. Vizsgalataink megerésitik a korabban leirtakat, miszerint a PACAP
KO allatok a hallorendszerben is a korai oregedés jeleit mutatjak, valamint értekezésemben a lehetséges
kompenzaciés mechanizmusokat is targyaljuk. A PACAP KO egerek fogfejlodésének vizsgalatakor a
Notch jelatviteli utvonal elemei, melyeknek target génjei a PACAP-pal részlegesen atfednek,
megndvekedett immunpozitivitast mutattak. Az érrendszer vizsgélatakor kimutattuk, hogy PACAP KO
egerekben a PAC1 receptor expresszioja az erek falaban lecsokken. Az erek PACAP1-38-ra adott
relaxacids valaszkészsége csokkent, a PACAP 1-27-re és a VIP-re adott valaszkészség nott. Ezen
valtozasok feltételezhetden a PACAP hidnyat ellenstilyozva részben a felgyorsult regedési folyamatokat
probaljak gatolni, azonban nem képesek azt teljes mértékben kompenzalni. A PACAP oOregedési
folyamatokban betoltott pontos szerepének vizsgalatait a jovOben is folytatni kivanjuk kiilonbozé

fiziologias €s patologids folyamatok modellezésével.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteink soran a PACAP-génkiiitott ¢és vad egerek kiilonbozé szervrendszereinek

o0sszehasonlitasaval szamos eltérést detektaltunk.

A hallorendszer vizsgdlata soran elért 1j eredményeink:

1. A hallépalyaban hangingert kovetéen a cochlearis magok (VCN, DCN) teriiletén c-Fos
immunfestéssel az idegsejtek csokkent aktivacidjat mutattuk ki KO egerekben a vad tipushoz
képest. A hallopélya 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 jel6lodés az idegsejtek csokkent aktivaciojabal,
¢s 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 jel610dott, mint vad tarsaikban.

4. A belsd fiil ductus cochlearisabol fehérjeprofil analizist végeztiink, ami sordan szdmos fehérjét
kimutattunk vad és KO egerekben. A két genotipus k6z6tt nem talaltunk kiilonbséget.

Fogfejlédés vizsgalata sordn a KO egerekben a Notch utvonal molekuléi koziil emelkedett Notch2,
Jaggedl, DLLI ¢és CSL immunpozitivitast talaltunk a vad tipushoz képest. A Notch a PACAP
utvonal felszabadulhat a PACAP gatlasa alol. Vad egerekben alacsony DLLI és magas Jaggedl

immunreaktivitast irtunk le.

Arteria carotis cummunis és arteria femoralis vizsgalatakor PACAP KO egerekben a PACL1 receptor
MRNS és fehérje szintje csokkent 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 allatokban okozott
nagyobb vazorelaxaciot a vad egerekhez képest. Ezen eredmények az érrendszerben a PACAP
hianyabol eredd receptorprofil valtozasra, ¢s a KO egerekben eltérd vazorelaxacios

mechanizmusokra utalnak.
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