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1. Bevezetés

Az agyi vascularis katasztrofak és ezek komplikécioi képezik az ipari orszagokban a
harmadik leggyakoribb halalokot, és a legtobb tartésan fennallo, &polasra szoruld
mozgaskorlatozottsagot és szellemi hanyatlast. Hazankban évi 40 000 kérhazi felvétel
torténik agyérbetegségek miatt, ebbdl tobb mint 20 000 végzddik halallal.

A stroke egyik leggyakoribb oka az arteria cerebri media vagy againak
elzarodasa embolizacidé miatt. A jelenleg rendelkezésre alld terapias lehetdségek
rendkiviil korlatozottak. Szinte hetente jelennek meg az irodalomban wjabb adatok
neuroprotektiv hatasu anyagokrol, melyek csokkentik a karosodott agytertiletet focalis
ischemiaban. Ennek ellenére a klinikailag bizonyitottan hatékony beavatkozas
egyedil a 3 oran beliil végzett reperfuzid, melynek kivitelezhetésége ugyancsak
korlatozott. A hypothermia szintén bizonyitottan hatdsos, de klinikai alkalmazésa még
nem megoldott. A gydgyszerkisérletek kozéppontjdban allo szerek (glutamat
antagonistak, Ca-csatorna blokkolok, antioxiddansok stb) tobbsége a klinikai
kiprobalasban egyeldre nem bizonyult hatékonynak részben a mellékhatasok, részben
a nagyon rovid terapias ablak miatt.

A pituitary adenilate cikldz aktivaldo polipeptid (PACAP) egy Uj tagja a
sekretin/glukagon/VIP peptidcsaladnak, melyet hypothalamusbdl izolaltak 1989-ben.
Az azota eltelt egy évtizedben szamos bizonyiték sziiletett arra vonatkozdan, hogy a
PACAP neuroprotektiv hatast. Ezek a megfigyelések zommel in vitro kisérletekbdl
szarmaznak, kiilonboz6 idegsejtkultirakbol. Bebizonyosodott, hogy a PACAP atjut a
vér-agy gaton, mely megfigyelés felvetette a kérdést, vajon a PACAP in vivo is
neuroprotektiv-e. Kimutattak, hogy a PACAP szisztémdas adasa globalis ischemiaban
ndveli a hippocampusban a taléld CA1 neuronok szamat, még abban az esetben is, ha
a PACAP adasa 24 oraval az ischemia kivaltasa utan kezd6dott.

Vizsgélataink kozéppontjdban annak a kérdésnek a tisztdzasa allt, hogy a
PACAP képes-e focalis ischemiaban is kifejteni neuroprotektiv hatdsat. Ehhez a
leggyakrabban alkalmazott modellt, az arteria cerebri media occlusio (MCAO)
intraluminalis modelljét hasznaltuk patkdnyban. A moddszer standardizaldsa soran
megfigyeltiik, hogy kisérleti koriilményeink ko6zott a spontdn postischemids
hyperthermia elkeriilhetetlen. A hyperthermia kozismerten sulyosbitja a stroke
lefolyasat, és mivel az irodalomban nem egységesek az ezzel kapcsolatos kisérletes
megfigyelések, mi is vizsgaltuk a spontan hyperthermia lefolyasat és hatasait focalis
ischemiaban. Tovabbi kisérleteink arra irdnyultak, vajon a PACAP neuroprotektiv
hatdsat mennyiben befolyasolja a mérsékelt hyperthermia, illetve a PACAP vér-agy
gaton valo atjutdsa patkanyon is hasonld6 mértékii-e mint egérben, és ez mennyire
valtozik focalis ischemiaban.

A jovGben tovabb kivanjuk vizsgalni a PACAP neuroprotektiv hatasat mas
modellekben is, mint pl. idegi regeneracioban. Ehhez kitind modellallat a
foldigiliszta, amely képes teljes funkciondlis és morfologiai regenerdciora az agyi
ganglion eltavolitasa utan. Ebben a kérdéskorben elsének azt kellett tisztaznunk, hogy
a PACAP vajon eléfordul-e a gerinctelenek ezen csoportjaban is. Ennek a kérdésnek a
tisztazasa filogenetikai szempontbol is jelentds, hiszen alacsonyabb rendiiek koziil
eddig minddssze egy elégerinchiros fajban vizsgaltdk a PACAP el6fordulasat.



I1. Célkitiizések

1. A spontan postischemias hyperthermia lefolyasanak és hatasainak vizsgélata focalis
ischemiaban.

2. A PACAP neuroprotektiv hatasanak igazolasa in vivo, focalis ischemiaban.

3. A PACAP neuroprotektiv hatasdnak vizsgalata mérsékelt hyperthermidban, illetve
annak tisztdzasa, hogy a kisérleti allatok egységes tiinetek alapjan valo kivalasztasa
mennyiben befolyéasolja ezen protektiv hatas demonstralhatosagat.

4. Annak igazolasa, hogy a PACAP patkanyban is atjut a vér-agy gaton, illetve annak
vizsgalata, hogy ezt mennyire befolyasolja a focalis ischemia.

5. PACAP jelenlétének igazoldsa  gylrlsférgekben immunhisztokémiai,
radioimmunoassay, HPLC és bioassay modszerekkel.

I11. Modszerek

1. Focalis ischemia modell és a kdrosodott agyterilet értékelése

A focalis ischemiat a széles korben hasznalt, MCAO modellel végeztiik 275-300 g
sulytl him CD patkdnyokon. A mddszer 1ényege roviden, hogy halothan narcosisban
az arteria cerebri media kezdetét az arteria carotis interna felél egy 4-0-s
intraluminalis filamentummal elzartuk. Két 6rdval az occlusio utdn a neurolégiai jelek
alapjan ellendriztiik, mely allatokban volt sikeres az occlusio, es ezen allatokban
reperfziot végeztiink a filamentum visszahuzasaval. Az éallatok hdmérsékletét az elsd
6 Oraban monitoroztuk, €s hiitéssel a normothermids tartomédnyban tartottuk. A
necrotikus teriilet nagysagat 6 db 2-mme-es triphenyl-tetrazolium chloriddal (TTC)
festett agyszeleten mértiilk. Az infarctus nagysagat az egész agytérfogat %-ban adtuk
meg.

2. Postischemias spontén hyperthermia agykarosodasra kifejtett hatdsanak vizsgalata

A focalis ischemiat a fentiek szerint idéztiik eld. A kisérlet elsd részében a spontan
hyperthermia lefolyasat vizsgaltuk 90 és 120 perces transiens,valamint permanens
ischemiés allatokon. Ehhez a rectalis hdmérsékletet az elsé 2 6rdban 10 percenként, a
kovetkezo 2 draban 20 percenként mértiik, majd 5, 6, 8, 24 és 48 o6raval a miitét utan.
A kisérlet maésodik részében azt vizsgaltuk, hogy ezen dallatcsoportokban a
hémérséklet kontrollalasa mennyiben befolyasolja a karosodott agyteriilet nagysagat.
90, 120 perces transiens ischemids és permanens ischémias allatokon a hdmérsékletet
a normal allomanyban tartottuk az allatok hiitésével. A kisérlet harmadik részében
pedig azt vizsgaltuk, hogy a hyperthermia milyen hatdssal van az agykarosodas
id6beli lefolyasara. Ehhez 2 6ras transiens ischemias allatokban 4, 12 ill. 48 éraval az
occlusio utdn mértiik a penumbralis és necrotikus teriiletek nagysagat a fent emlitett
modszerrel.



3. PACAP kezelés

A pozitiv neuroldgiai jeleket mutaté 2 o6ras transiens ischemidn atesett allatokat
kontroll és PACAP kezelt csoportokba osztottuk. A PACAP ill. a vivoanyag kezelést
4, 8 ill. 12 6raval az occlusio utan kezdtiik. Egy 20 nmol/:] intavénds bolus beadéasat
kovetéen PACAP38-al toltott 1 :1/h pumpasebességili ozmotikus pumpat iiltettiink az
allatba, amelynek kaniiljét a vena jugularis interndba vezettiik. Az éallatokat 48 oraval
az occlusio utdn oOltik meg. A 4 o6rds PACAP kezelést elvégeztiik mérsékelt
hyperthermias dallatokon is és az eredményeket a normothermids allatokban
kapottakkal hasonlitottuk Ossze. Vizsgaltuk tovabba, hogy az allatok kiilonbozd
neurologiai paraméterek alapjan vald besoroldsa mennyiben befolyasolja a kapott
eredményeket.

4. PACAP38 atjutdsa a vér-agy gaton patkanyban, és ennek véltozésa focalis
ischemidban.

Szintetikus PACAP38-at '*I-dal, human szerum albumint pedig **™Tc-mal jelsltiink.
A vér-agy gaton valo atjutas vizsgalatahoz a jelolt PACAP38 ¢és albumin bolusban
valo beadasat kovetden 1, 2, 3, 4 és 5 perc mulva vért vettlink az arteria carotisbol. A
vérvétel utan kozvetleniil eltavolitottuk az agyat és a bal ¢és jobb oldali
hemispheriumban ¢és a serumban mértiik a radioactivitist. A PACAP agyszdvetbe
valé bejutasanak igazoldsira tovabbi capillaris deplécios vizsgalatot végeztiink,
amivel az agyi erekben levO PACAP zavar6 hatdsa kiiktathaté. Annak vizsgalatara,
hogy a focalis ischemia hogyan valtoztatja meg a PACAP vér-agy gaton valo
atjutasat, MCAO utan 4, 6, 24 ¢s 48 ora mulva a radioaktiv izotopokat beadva
vizsgaltuk azok bejutasat az ép és a karosodott oldalon kiilonbozd agyteriileteken.

5. PACAP immunreaktivitas Oligochaetak idegrendszerében

a. Immunhisztokémia

PACAP38 antiszérummal vizsgaltuk 3 Annelida faj (Lumbricus terrestris, Lumbricus
plyphemus és Eisenia fetida) idegrendszerében a PACAP38 immunreaktiv elemek
eloszlasat. Sorozat kriosztdit metszeteken a peroxiddz-antiperoxiddz modszert
alkalmaztuk.

b. Radioimmunoassay (RIA), HPLC és bioassay

A RIA vizsgalatokhoz 30 Lumbricus polyphemus egyedbdl eltavolitottuk a cerebralis
gangliont, a subesophagealis gangliont és a ventralis duclancot, 5 allatbdl az eldbelet,
gyomrot, kozépbelet és utobelet, tovabbi 10 allatbol pedig a kivalaszto és reproduktiv
szerveket. A homogenizatumot lecentrifugaztuk és liofileztiik. PACAP27 és 38
antitesteket felhasznalva RIA-val mértiik az immunreaktivitést.

A cerebralis ganglion és a ventralis ducldnc liofolizalt extraktumait reverz
fazisa HPLC-vel vizsgaltuk. A HPLC frakciokat RIA-val vizsgaltuk, a frakciok
bioaktivitdsdt pedig hypophysis sejtkultirdkon cAMP accumulédciora kifejtett
hatasaval vizsgaltuk. A sejtkaltarat felndtt ndstény CD patkdnyokbol készitettiik. 3
nap mulva a sejteket a HPLC frakciokkal inkubaltuk, és a cAMP aktivitast RIA-val
meértik.



IV. Eredmények

1. A MCAO médszer standardizalasa

A MCAO modszer standardizaldsa soran azt talaltuk, hogy az infarctus nagysaga az
elsd 12 ora soran fokozatosan nétt, maximumat 24 oraval az occlusio utan érte el
(21.7%). Nem volt tovabbi szignifikans kiilonbség a 24, 48 és a 72 6ras transiens ill. a
permanens ischemias csoportok kozott, mégis a 48 oOrds csoportot hasznaltuk a
tovabbiakban a legkisebb szoras miatt. A vena jugularis interna lekotése 4 oraval a
MCAO utan nem vezetett a kdrosodott agyteriilet valtozasahoz.

2. A postischemias spontén hyperthermia és hatasa focalis ischemiaban

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy kisérletes koriilményeink kozott elkertilhetetlen
a spontan postischemias hyperthermia kialakuldsa. Mind a transiens, mind a
permanens ischemias allatokban a hdmérséklet az occlusion utdn 15-20 perccel
emelkedni kezdett, és 39-40.5 °C-ot ért el az elsd oraban. A tovabbi 24 Ora soran az
allatok testhdmérséklete végig magas volt. Azokban az allatokban, amelyekben a
neurologiai jelek alapjan nem volt tokéletes a MCA occlusiodja, ugyancsak emelkedett
hémérsékletet figyeltiink meg, amely valamivel késobb 1épett fel, és nem ért el olyan
magas fokot mint a pozitiv neuroldgiai jeleket mutatd csoportokban. A kontroll
allatokban a hémérséklet lassan emelkedett 38.5 °C-ra, azonban azt nem haladta meg.

Az éllatok hiitésével a postoperativ hyperthermia kialakulasa megelézhetd
volt. Osszehasonlitva ezen normothermids és a hyperthermias allatok kéarosodott
agyteriileteit azt talaltuk, hogy a hyperthermia szignifikdnsan megnovelte az infarctus
nagysagat mind a 90- és 120-perces transiens, mind a permanens ischemids
allatokban. A 90-perces occlusio csoportban ez a ndvekedés 39,9%, a 120-perces
occlusio esetén 34,7%, mig a permanens occlusio csoportban 15,5% volt. A transiens
¢s a permanens occlusion atesett allatok adatait Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a
hyperthermids 4allatokban 2 oOraval az occlusidé utdn végzett reperfusio mar nem
hatasos, szemben a normothermids kontroll csoporttal.

Az agykarosodas iddbeli lefolydsat vizsgalva azt talaltuk, hogy a hyperthermia
jelentésen meggyorsitja a penumbralis teriilet bevonddasat a necroticus teriiletbe. Az
0ssz kérosodott teriilet nagysdga nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a 4 ill. 12
oraval az occlusio utan megolt normothermids és hyperthermids allatok kozott, csak a
48 6ras csoportban. Azonban a necroticus és penumbralis teriileteket 6sszehasonlitva
jelentds kiilonbségeket észleltiink minden csoportban. Legkifejezettebb kiillonbség a 4
Orés csoportban volt: a necrotikus teriilet mintegy haromszorosara ndtt a penumbralis
terlilet rovasara a hyperthermids allatokban, szemben a normothermids csoporttal. A
12 6ras csoportban is 30,8%-al megndvekedett az infarctus nagysdga a penumbra
rovasara.

3. PACAP38 neuroprotektiv hatasa focalis ischemiaban
PACAP38 adésat 4 oraval az occlusio utan kezdve, szignifikans csokkenést figyeltiink

meg az infarctus nagysagéban a kontroll csoporttal Osszehasonlitva. A kontroll
csoportban az Osszinfarctusos teriilet nagysaga 21,13%, mig a PACAP-kezelt



allatokban 10,38% volt, amely 50,8%-o0s csokkenést jelent. A csokkenés elsGsorban a
striatum medialis részén €s az ischemids magtol tavolabbi corticalis teriileteken volt a
legkifejezettebb, mely a penumbralis teriiletet képezi. 8 és 12 d6raval az occlusio utan
a PACAP38 ugyancsak csokkentette a karosodott agyteriilet nagysagat, de ez a
csokkenés nem bizonyult szignifikansnak.

A mérsékelt hyperthermia nem befolyédsolta a PACAP neuroprotektiv hatasat,
Osszehasonlitva a normothermiés allatokkal. Mindkét csoportban a PACAP tobb mint
50%-al csokkentette az infarctus nagysdgat. Ezen csoportokba kizardlag azon
allatokat vontuk be, amelyek az occlusioval ellentétes irdnyban forogtak, és a tobbi
neuroldgiai jelet 1s mutattak (torzsforgas, mellsé végtag behajlitasa, csokkent lateralis
rezisztencia és csokkent fajdalomérzés). Ha a csoportokat kibdvitettiik azon allatokkal
amelyek nem egyértelmiien mutattak a forgd mozgast, de a tobbi tiinet pozitiv volt,
vagy melyeknél convulsio lépett fel az elsé 24 o6rdban, a PACAP kezelt 4llatokban
mért infarctus nagysaga nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll csoportban
mérthez viszonyitva.

4. PACAP38 étjutasa a vér-agy gaton patkdnyban és ennek véltozasa focalis
ischemidban

Vizsgalatainkban egyértelmiien kimutattuk, hogy a PACAP38 atjut a vér-agy gaton
intakt patkdnyban. 4 6rdval az MCAO utdn a vizsgalt agyteriileteken szignifikdnsan
emelkedett a PACAP bejutasa az agyszovetbe az €p €s a karosodott oldalon egyarant,
szemben az albuminnal, amely szignifikdns csokkenést mutatott. 6 ¢s 24 oraval az
occlusio utan a PACAP bejutdsa szignifikdns csokkenést mutatott a vizsgalt
agyteriileteken (ép és karosodott oldalon egyarant), és 48 oraval az occlusio utan az
atjutas a kiindulési értékre tért vissza.

5. PACAP immunreaktivitas Oligochaetak idegrendszerében és egyéb széveteiben

a. Immunhisztokémia

Immunhisztolégiai vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy PACAP immunreaktiv
perikaryonok és idegrostok eléfordulnak az Annelidék altalunk vizsgélt csoportjaban.
A 3 vizsgalt fajban (Lumbricus terrestris, Lumbricus polyphemus, Eisenia fetida) az
immunreaktivitas eloszlasa hasonld volt. A cerebralis ganglionban szamos idegsejtet
¢s gazdag immunreaktiv rosthaldzatot mutattunk ki. A subesophagealis ¢és a ventralis
ganglionok kevesebb immunreaktiv sejtet és rostot tartalmaznak. A periférias
idegrendszerben az enterdlis plexusban, az epidermalis érzéksejtekben ¢és a
clitellumban mutattunk ki immunreaktivitast.

b. RIA
Szelektiv . PACAP27 ¢és 38 RIA vizsgélatokkal kimutattuk, hogy a Lumbricus
polyphemus idegrendszerében (cerebralis, subesophagealis €s ventralis ganglionok)
jelentds mennyiségben mutathat6 ki mindkét peptid, azonban a PACAP27 a dominans
forma, ahol a peptid koncentracidja joval meghaladja az emlés6kben eléforduld
PACAP27 koncentraciot. A periféridn a gonadokban, a kivéalasztd szervekben és a
bélrendszerben mutathatdé ki PACAP. Ezen teriileteken a peptid két formaja azonos
nagysagrendben fordul eld. HPLC frakciok RIA vizsgélataval igazoltuk, hogy az
annelidakban eldfordul6 PACAP szerkezete nagyon kozel all az emldsOkben



pedig azt talaltuk, hogy a foldigilisztabol kivont PACAP frakciok fokozzdk a patkany
sejtkulturaban mért cAMP-t, azaz biologiai aktivitassal rendelkeznek.

V. Elért j eredmények osszefoglalasa

1. Igazoltuk, hogy a spontan fellépd hyperthermia elkeriilhetetlen kdvetkezménye a
kisérletes MCA occlusionak. A spontan hyperthermia egyarant fellép 90 és 120 perces
transiens illetve permanens occlusiokor. Az igy kialakulé magas testhdmérséklet az
elsé napon végig megfigyelhetd, és jelentdsen noveli az infarctus nagysagat. A
spontan hyperthermia meggyorsitja a penumbralis teriilet bevonddasat az infarctusos
teriiletbe. Ez a legkifejezettebb az els6 4 ordban az occlusio utan, amely jelentdsen
befolyasolhatja a lehetséges terapias beavatkozasok sikerét.

2. Kimutattuk, hogy a PACAP neuroprotektiv focalis agyi ischemidban.
Kisérleteinkbdl ugy tlnik, hogy a PACAP széles terdpias ablakkal bir, hiszen az
occlusio utan 4 oraval beadva 50%-al csokkentette a karosodott agyteriilet nagysagat.
Ezen neuroprotektiv hatast nem befolyasolta enyhe postischemias hyperthermia.

3. Kimutattuk, hogy a PACAP atjut a vér-agy gaton patkanyban. Focalis ischemidban
a kovetkez0 valtozasok figyelhetdk meg: 4 éraval az occlusio utan fokozott a bejutas,
6 €s 24 oraval az occlusié utan a PACAP bejutasa az agyszovetbe csokkent, és 48
oréval az occlusié utan visszatér a normal szintre. Ezen valtozdsok nem mutatnak
parhuzamot az albumin bejutasanak valtozasaval, tehat a focalis ischemia szelektiven
valtoztatja meg a PACAP atjutasat a vér-agy gaton.

4. Immunhisztoldégidval ¢és radioimmunoassay vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a
PACAP27 ¢és 38 egyarant eléfordul a gerinctelenek Annelida torzsében. A
gyliriisférgekben az idegrendszerben a PACAP27 a dominans forma, mig a periférias
szervekben a két peptid azonos nagysagrendben fordul eld. Kimutattuk, hogy a
vizsgalt peptidek szerkezete az emlds PACAP-hoz igen hasonld, és a peptidek
bioldgiai aktivitast mutatnak. Ezen vizsgalatok alapjat képezik tovabbi, elsésorban
regeneracios vizsgalatoknak. Eredményeink emellett filogenetikai szempontbol is
jelentések, hiszen a PACAP az eddig ismert peptidek koziil a legkonzervaltabb
szerkeztl, és gerinctelenekben elsdként igazoltuk jelenlétét.
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