PACAP (hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid)
hatasanak vizsgalata a belsé fiilben in vitro €s in vivo

kisérletekben

Doktori (Ph. D.)-értekezés

Dr. Németh Adrienn Katalin

Anatomiai Intézet
Ful-Orr-Gége és Fej-Nyaksebészeti Klinika
Témavezeték: Dr. Tamas Andrea, egyetemi docens

Dr. Reglddi Dora, egyetemi tanar

Programvezet6: Dr. Csernus Valér, egyetemi tanar

Doktori iskola vezetdje: Dr. Lénard Laszlo, egyetemi tanar

Altalanos Orvostudomanyi Kar

Anatomiai Intézet
2015



Tartalom

| BEVEZETES ...ttt sttt 1
1.1. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) .....cccovveriieinnne. 1
1.2. APACAP DAtASAI .....ecveiviiiiiiieieieieie s 2
1.3. A PACAP-gENNIANY0OS EQEIEK .....cveveiiiieiiieieieeieierie e 4
1.4. A belso fiil felépitése emberben és emldsOkben........cccoovvvvviiieiiiiieiineenne, 6
1.5. A madarak és az eml6sok belsé fillének 6sszehasonlitasa...................... 10
1.6. A PACAP el6fordulasa a hallorendszerben.........ccocoevveviiviiiicicienen, 12

1.7. Apoptdzis a belsd fiilben, aminoglikozid antibiotikumok 4ltal okozott belsd

TUL KATOSOUAS ...t 13

1.8. A Ca?-KOtO TEREIJEK ..cvcvevvveeieiicieieceeeee et 15

Il CELKITUZESEK ......couiiiiiiiiiiesiesieie st 17
I KISERLETEK ..ottt sttt 18
3.1. PACAP protektiv hatasanak vizsgalata oxidativ stressz-indukéalta
apoptdzis modellben csirke cochlearis sejtkultiraban in vitro ................... 18

3.1.1. Anyagok €S MOUSZEIEK .......cccviuerieiriirieieiesenie e 18

3. 1.2 EFEAMENYEK ...t 19

3.2. Endolympha 0Osszetételének vizsgalata csirkékben szisztémas PACAP

KEZEIESt KOVELORI ..eeeieeiiiiiiiiieeie ettt e e e e s aee s 21
3.2.1. Anyagok €S MOUSZEIEK ........ccecvveiuieiiicieieese e 21
3.2.2. Er€dMENYEK ..ot 22

3.3. PACL1 receptor és Ca?*-koté fehérjék vizsgalata vad tipusu és PACAP-
génhidnyos egerek belsd fiilében fiziologids koriilmények kozott és

kanamycin-indukalta ototoxicitast KOVEtOEN.........ccuerververivereeieseerie e 24



3.3 L BOVEZEIES ... 24

3.3.2. KiSerleti AllatOK...........couiiriiiiiieieisce e 24

3.3.3. Kezelési protokoll...........cccoiiiiiiiiieeee e 25

3.3.4. Szovettani feldolgOzZaS........cccovveveii i, 25

3.3.5. Immunhisztokémiai metszetek kiértékelése ............cooevrirnnnnn. 26

3.3.6. EredmMENYEK ...c.veciieiiciice e 27

IV. MEGBESZELES .....ooouiiiiiiiieiieiseiesse sttt sssnens 39
4.1. A PACAP antiapoptotikus hatasa a belso fiilben ........c.ccoccevviveeiiieennnnn. 39

4.2. Exogén PACAP kezelés hatasa az endolympha fehérje dsszetételére ....41

4.3. Vad tipusu és PACAP-génhianyos egerek belsé fiilének Osszehasonlito

VIZSQAIALA ... 44
4.3.1. PAC1 receptor expressziojanak 6sszehasonlitd vizsgélata........... 47
4.3.2. Ca?*-kotd fehérjék expresszidjanak dsszehasonlito vizsgalata.....47

4.3.3. Kanamycin-indukalta ototoxikus harosodas vizsgalata vad tipusu és

PACAP-génhianyos egerekben .........cccccooveiieiiiie i 50

V. OSSZEGZES.......coiiiiieieieeieisiie e 56
V1 TRODALOM ..ottt sttt sttt ne e ane s 57
6.1. Az értekezés témajahoz kapcsolodo kdzlemenyek ..........cceevvvvevivennenne. 57

6.2. ADFAK FOITAS TIStAJA.........cvcveeveeeeeeeeeeeeeeeee e 75

VII. AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO SAJAT KOZLEMENYEK ........... 76

VI KOSZONETNYILVANITAS ..o et eeeeee e oo er e 78



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AlF: apoptdzis indukal6 faktor

ANOVA: analysis of variance - variancia analizis

ApoD: apolipoprotein D

ApoJ: apolipoprotein J

ATP: adenozin-trifoszfat

Bad: Bcl-2 csalad tagja - apoptozis regulator (Bcl-2-associated death promoter)
Bax: Bcl-2 csalad tagja - X protein

BALB/c: laboratériumban kitenyésztett, albin6 hazi egér torzs

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 - apopt6zis regulator

Bcl-xL: B-cell lymphoma extra large - Bcl-2 csalad tagja, apopt6zis regulator
BM: membrana basilaris

CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CCD: charge-coupled device, toltés-csatolt eszkdz

CREB: cAMP reszponziv elem-kot6 protein (cAMP responsive element binding protein)
DAG: diacilglicerin

DCs: Deiters-féle tamaszto sejtek

DMEMY/FCS: Dulbecco altal modifikalt Eagle médium, mely 10% embrionalis borju szérumot
tartalmaz

DPOAE: distortion product otoacoustic emissions
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay - enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat
ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

FBS: foetalis borju szérum



GDNF: glia sejt altal termelt neurotrofikus faktor

GLAST: glutamat aszpartat traszporter

H20>: hidrogén-peroxid

IHC: bels6 szdrsejtek

IP3: inozitol trifoszfat

IPC: belso pillérse;jt

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

Kaszpaz-3: ciszteinil aszpartat specifikus proteaz (cisteinyl aspartate-specific protease)
KM: kanamycin

KO: knock out

MALDI TOF: matrix-assisted laser desorption ionization time of flight
MAPK: mitogén aktivalta protein kinz

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid
NGS: normél kecske szérum

NMDA: N-methyl-D-aszpartat sav

OCP: organ of Corti protein

OHC:s: kiilsd szorsejtek

OPC: kiilsd pillérse;jt

PACAP: hipofizisis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid

PACL1 receptor: PACAP specifikus transzmembran G-protein receptor
PBS: NaCl tartalma foszfatpuffer

PC12: pheocromocytoma sejtvonal

PKA: protein kinaz A
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SDS: nétrium dodecil szulfat
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S.E.M.: standard error of the mean
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TM: membrana tectoria

Ttg: testtdmeg-gramm

VPAC: PACAP-ot és VIP-t azonos affinitassal koté G-protein receptor

VIP: vazoaktiv intestinalis peptid



|. BEVEZETES

1.1. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid egy neuropeptid, amelyet 1989-ben
birka hipotalamuszbdl izolaltak azon hatasa kapcsan, hogy hipofizis sejtkultarakban
serkentette a sejtek adenilat-ciklaz aktivitdsat (Miyata et al. 1989). A PACAP a
szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis peptid (VIP) csaléd tagja, és ez utébbival 68%-
os hasonlosagot mutat (Vaudry et al. 2009). A polipeptid a szervezetben két aktiv
formaban van jelen, egy 27 aminosavas (PACAP27) és egy 38 aminosavas (PACAP38)
forma létezik, melyek kdzll az utébbi a dominans.

A PACAP-ot el6szor a kozponti idegrendszerben, példaul a hipotalamuszban, az
agykéregben, a bazalis ganglionokban és az agytorzsben (Arimura et al. 1991; Hannibal
2002) azonositottak. Ezt kovetden a periférids idegrendszerben is kimutattak, ahol
PACAP-immunreaktivitas detektalhatd a spinalis ganglionok kis érzéidegsejtjeiben,
valamint a vegetativ pre- és postganglionaris neuronokban (Kdves et al. 1990). Méara a
PACAP jelenlétét leirtdk szinte minden szervben, tobbek koz6tt kiilonbozé endokrin
mirigyekben, a kardiovaszkularis rendszerben, az urogenitalis szervrendszerben €és a
1égzérendszerben is (Vaudry et al. 2009).

A PACAP receptorait két G-proteinhez kotott receptor csaladba soroljuk. A PAC1
receptor szelektiven kozvetiti a PACAP hatasat, mig a VPAC receptor csaladba tartozé
VPAC1 és VPAC2 receptorok egyforma affinitassal kotik a VIP-t és a PACAP-ot
(Vaudry et al. 2009). A receptorok hét transzmembran doménbol allnak, ehhez
kapcsolodik a receptor intracellularis doménje, amely a jel tovabbitasaért felel a
megfeleld G-protein megkotésével. A PACL receptorokon belll szamos varianst
ismeruink. Ezeket az killdnbozteti meg egymastol, hogy a 3. intracellularis karon az adott
receptor tartalmaz-e ugynevezett ,hip” és ,hop” szekvencidkat. Ezek alapjan
megkiilonboztethetd PACI1R-hip, -hopl, -hop2, -hiphopl, -hiphop2, valamint ilyen

szekvencidkat nem tartalmazo short varians (Arimura 1998).
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A PACAP receptorok szinte minden szervben expresszalodnak, azonban az
altipusok eloszl&sa szervrendszerenként valtozd. PAC1 receptor mutathatd ki tobbek
kozott a kozponti és a periférids idegrendszerben, az endokrin mirigyekben, a
gonadokban, a placentaban, a nyirokszervekben, az emésztérendszerben €s a retindban
is (Filipsson et al. 1998; Joo et al. 2004; Hashimoto et al. 1996; Vaudry et al. 2009).
VPAC receptor a kozponti idegrendszer mellett a tiddben, a majban, a lépben, az
emésztbtraktusban, a csecsemémirigyben és a petefészekben talalhaté meg (Joo et al.
2004; Vaudry et al. 2009).

1.2. A PACAP hatésai

A PACAP széleskort élettani hatasokkal rendelkezik, ugyanis befolyasolja szinte az
Osszes szervrendszer miikodését. Tobbek kozott szerepet jatszik az endokrin mirigyek, a
kardiovaszkularis rendszer, a hipotalamusz h6- és taplalkozast iranyitd kdzpontjainak és
a circadian ritmusnak a szabalyozasaban is (Arimura 1998; Vaudry et al. 2009).

Altalanos élettani hatasai koziil kiemelendd neuroprotektiv és neurotrofikus hatasa,
mivel segiti a neuronok ndvekedését és differencialodasat, valamint védi a neuronokat
kiilonboz6é karositd hatasokkal szemben, mint példaul 6-hidroxidopamin, etil-alkohol,
oxidativ stressz, anizomicin k&rosodas (Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004; Ravni et al.
2006; Botia et al. 2007; Vaudry et al. 2009; Nakamachi et al. 2011; Reglddi et al. 2011).
A neuroprotektiv hatadsan kivil altalanos citoprotektiv hatdsa is ismert, ugyanis az
idegsejteken kivil tobbek kozott az endothelsejteket, a szivizomsejteket, a vesesejteket
és a bélsejteket is védi karositod hatasokkal szemben (Gasz et al. 2006; Racz et al. 2007;
Szakaly et al. 2008, 2010; Ferencz et al. 2010a, b; Horvéth et al. 2010).

A PACAP receptorok szdma ¢€s az endogén PACAP szintje is megnd globalis és
fokalis agyi ischaemia esetén (Gilliardon et al. 1998; Shin et al. 2001; Stumm et al. 2007;
Riek-Burchardt et al. 2010), traumas agyi séruléskor, valamint szdmos idegrendszert
érinté karosodas esetén, amely az endogén PACAP védé hatasat igazolja (Larsen et al.
1997; Moller et al. 1997; Zhang et al. 1998; Zhou et al. 1999, Tamas et al. 2012). Az
endogén PACAP protektiv szerepére utal az is, hogy homo- és heterozigbta PACAP-



génhianyos valamint vad-tipust egerek azonos mértékii karositasa esetén, a homo- €s
heterozigota egerekben joval nagyobb elvaltozas jon létre, mint vad tarsaikban (Reglédi
etal. 2012). Mas vizsgalatok az exogén PACAP protektiv hatasat mutattak ki kiilonb6z6
idegrendszeri serllesek soran, ugyanis ischaemias és traumas agyi karosodasok kapcsan,
retinalis karosodasban, valamint neurodegenerativ betegségeket (Parkinson-kor,
Huntington-kor, Alzheimer-kor) modellez6 allatkisérletekben is csokkentette a PACAP
kezelés az idegrendszeri karosodas mértékét (Reglodi et al. 2002, 2004, 2011; Tamas et
al. 2002, 2006, 2012; Armstrong et al. 2004, 2008; Dejda et al. 2005, 2008; Racz et al.
2006; Atlasz et al. 2007, 2010; Brenneman 2007; Ohtaki et al. 2008; Seki et al. 2008;
Bourgault et al. 2009; Nakamachi et al. 2010; Szabadfi et al. 2010, 2012, 2014).

A PACAP neuroprotektiv hatdsanak hatterében antiinflammatorikus, antioxidans és
antiapoptotikus hatasa feltételezhet6. A PACAP antiinflammatorikus hatasa
kovetkeztében képes csokkenteni a gyulladasos citokinek expresszidjat és a mikroglia
sejtek aktivacidjat az idegrendszerben (Delgado 2002; Delgado et al. 2003, 2004; Yang
et al. 2006), de gyulladdscsokkenté és antioxidans hatasat kimutattdk mar mas
szervekben is, peldaul vese és bél ischaemias karosodasa kapcsan (Riera et al. 2001;
Ferencz et al. 2009, 2010a, b). A PACAP antiapoptotikus hatasanak hatterében szamos
molekularis bioldgiai Gtvonalat térképeztek fel. A PACAP képes gatolni a sejtelhalast a
proapoptotikus faktorok gatlasaval, mint példaul a c-Jun N-terminalis kinaz (JNK),
kaszpaz-3, p38 mitogén-aktivalt protein kinaz (p38 MAPK), apoptozis indukald faktor
(AIF) és a Bcl csalad proapoptotikus tagjai: Bax és Bad aktivitdsanak csokkentésével,
valamint képes gatolni a citokrom c felszabadulast a mitokondriumokbdl. A PACAP
emellett aktivalja az antiapoptotikus faktorok foszforilaciojat, mint Bcl-2, extracellularis
szignél-regulalt kindz (ERK1/2), 14-3-3 fehérje és Akt (Vaudry et al. 2002, 2005;
Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004; Racz et al. 2006) (1. abra).
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1. &bra: A PACAP lehetséges in vivo molekularis hatdsmechanizmusa glutamat-indukalta

retinalis karosodasban. Forras: Reglédi 2009

1.3. A PACAP-génhianyos egerek

A PTE Anatomiai Intézetében tobb éve folynak kisérletek homo- és heterozigota
PACAP-génhianyos egerekkel, amelyekkel lehetdség nyilik az endogén PACAP teljes
vagy részleges hianyaban 1étrejové elvaltozasok tanulmanyozasara fiziologias és
patologias korllmények kozott (Hashimoto et al. 2001). A homozigéta PACAP-
génhianyos csoportba tartozd egerek a PACAP mutalt génjevel rendelkeznek (az 5.
exonban taldlhatd egy mutécid), ezért nem fejezédik ki a PACAP, a heterozigota
PACAP-génhianyos allatok pedig csak hordozzak a mutalt gént, ezért a PACAP, ugyan
a fizioldgiasnal kisebb mértékben, de képes expresszalddni a szervezetiikben.

A homo- és heterozigta PACAP-génhianyos és a vad-tipusu egerek szerveinek
makroszkopos és morfologiai 0sszehasonlitd vizsgalata soran nem lathaté markans
kilonbség a két csoport kozott, azonban finom morfologiai vizsgalomodszerekkel
(immunhisztokémia, elektronmikroszkopia), valamint funkciondlis tesztek segitsegevel
jelent6s kiilonbségek mutathatok ki. A PACAP-génhianyos egerek memdriazavarokkal,

magatartaszavarokkal, normalistol kiilonbozé élettani funkciokkal - eltér6 stressz valasz,
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hémérsékletszabalyozas, napi ritmus regulacido; metabolikus eltérések, emelkedett
inzulin érzékenység és halalozasi arany; csokkent szaporodasi képesség - rendelkeznek
(Hashimoto et al. 2001, 2009; Matsuyama et al. 2003; Cummings et al. 2004; Tomimoto
et al. 2008; May és Vizzard 2010; Reglddi et al. 2012).

Az endogén PACAP védo szerepére enged kovetkeztetni az is, hogy azonos mértékii
karositd hatdsra a homo- és heterozigéta PACAP-génhidnyos egerekben joval nagyobb
elvaltozas jon létre kiilonboz6 szerveket érint6 karosodas esetén, mint vad tarsaikban. A
PACAP-génhianyos allatok szignifikansan nagyobb léziot szenvednek agyi ischaemia
esetén €s axonalis karosodas soran (Reglddi et al. 2012). Szintén fokozottabb a retinalis
karosodas a PACAP-génhianyos egerekben kétoldali arteria carotis lekotést kovetden,
valamint excitotoxikus 1ézi6 utadn vad-tipusu allatokhoz viszonyitva. Az idegrendszeri
leziok mellett vizsgaltdk az endogén PACAP szerepét vesekarosodasban,
inflammatorikus és ischaemias intestinalis sérulésekben, valamint toxikus hasnyalmirigy
és szivizomsejt kérosodas esetén is, ahol az endogén PACAP hianya sulyosabb
elvaltozasok kialakulasahoz vezetett (Vaudry et al. 2005; Chen et al. 2006; Ohtaki et al.
2006; Tan et al. 2009; Nakamachi et al. 2010; Ferencz et al. 2010a; Endo et al. 2011,
Szakaly et al. 2011; Reglddi et al. 2012; Szabadfi et al. 2012; Tsuchikawa et al. 2012).
A homo- és heterozigdta PACAP-génhianyos egerek karositd hatasokra fellép6 fokozott
sérulékenységének hatterében a megnovekedett apoptdzis, gyulladasos reakcid és
oxidativ stressz feltételezhet6 (Reglédi et al. 2012).



1.4. A belsé ful felepitése emberben és emlésokben

A Dbelsé fiilet a csontos és a hartyas labyrinthus, valamint a VIII. agyideg (nervus
vestibulocochlearis) végelagazodasai és ducai alkotjadk. A belsé fiilben egymashoz
kapcsolodoan talaljuk az egyensulyrendszer és a hallorendszer érzékszerveit. A
halantékcsont sziklacsonti részében talalhatd bonyolult (regrendszer a csontos
labyrinthus, melyben taldlhat6 a hartyas labyrinthus, amely szerkezete hasonlo, de joval
bonyolultabb a csontos labyrinthushoz képest. A hartyas labyrinthusban elhelyezkedd
folyadékteret endolymphanak, az ezt koriilvevé folyadékteret pedig perilymphanak
nevezzik.

A csontos labyrinthus kdzponti részébdl (vestibulum) indul ki a harom félkords
ivjarat (canales semicirculares ossei) és a cochlea (2. abra). A hartyas labyrinthus részei
a vestibulumban elhelyezkedd utriculus és sacculus, valamint a 3 ductus semicirculares
és a cochledban talalhat6 hartyas csiga (ductus cochlearis) (2. abra). A cochlea tengelye
kap alaku, tireges képzddmény, a modiolus, ebben hosszanti jaratok talalhatéak a
hall6ideg és a csiga ereinek tovavezetésére (3. abra). A modiolus kortl tekeredik a csiga
jérata, amely kdzepének megfelelden halad egy csontos lemez, a lamina spiralis ossea,
mely a hartyas csigaval kiegészllve a csigajaratot két tovabbi részre, a cstcs felé esd
scala vestibulira, valamint a bazis felé esd scala tympanira osztja. A csucsi részben az
elébb emlitett két scala kozlekedik egymassal, ezt a részt helicotremanak nevezik (3.
abra). A lamina spiralis ossea tovénél, a modiolusban egy haromszog atmetszetii
csatorna halad, melyben a hall6ideg spiralis dica, a ganglion spirale helyezkedik el (4.
abra).

A lamina spiralis ossea szélérél (limbus) kett6 hartyas lemez feszil ki a csiga
oldaldhoz, amelyek a ductus cochlearis falat alkotjak. A limbus fels6 ajkahoz a paries
vestibularis (Reissner membran) rogzil, az alsé ajkardl pedig a lamina basilaris ered,
melyen a tulajdonképpeni halldszerv helyezkedik el (4. abra). A hallé érzékszervet
(organum spirale, Corti-féle szerv) kiilonboz6 tipusu tamasztd sejtek és szekunder
érzéksejttipust neuroepitheliumsejtek alkotjak. A Corti-féle szerv harantmetszetén egy
spiralis jarat, a Corti-féle alagut helyezkedik el, amelyet két, egymassal homoru ivet

keépezd sejt hatarol, ezek a pillérsejtek. A modiolushoz kozelebb elhelyezkeddt belsd
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pillérsejtnek, a tavolabbit kiilsé pillérsejtnek nevezziik. A belsd pillérsejttdl medialisan
egy sorban a belso szorsejtek, a kiilso pillérsejttdl lateralisan pedig harom sorban a kiils
szOrsejtek, alattuk pedig a tdmasztosejtek helyezkednek el. Az egész spiralis érzékszerv
felett egy vaskos hartya, a membrana tectoria lebeg, illetve a szdrsejtek csiicsan
tdmaszkodik. A ductus cochlearis oldalso falat dus, érfonatot tartalmazo kébham boritja,
a stria vascularis, amely az endolympha termelésében jatszik szerepet (4. abra)
(Szentagothai és Réthelyi 2002).

canalis
semicircularis
vestibulum n. VIII.

cochlea

ductus utriculus
semicircularis sacculus

ductus cochlearis

2. dbra: A csontos és hartyas labyrinthus (Thieme 2007)
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4. dbra: A ductus cochlearis felépitése (Thieme 2007)

A csigaban harom folyadéktér kiilonithet6 el: perilympha, endolympha és Corti-
lympha. Perilympha t6lti ki a scala tympanit és a scala vestibulit, a két scala folyadéktere
a helicotrémanél kozlekedik egymassal. A Corti-alagutat Corti-lympha tolti ki (3., 4.
abra). A perilympha és a Corti-lympha 6sszetétele az extracellularis folyadék, illetve a
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liquor 6sszetételéhez hasonlit: magas a Na* tartalma és alacsony a K* szintje. A ductus
cochlearis endolymphat tartalmaz, amit a stria vascularis és a tamasztdosejtek termelnek.
A stria vascularis alatti megvastagodott periosteum, melyet ligamentum spirale-nak is
neveznek, a perilympha fehérjék endolymphéaba valé bejutasaban és a K* transzportban
jatszik szerepet (Thalmann et al. 1992; Spicer eés Schulte 1996). Az endolympha az
intracellulris térhez hasonléan gazdag K*-ban és szegény Na*-ban. Az endolympha és
a perilympha fehérje Osszetétele nagyon hasonlo. A perilympha féleg prealbumint,
albumint, ar-antitripszint, as-antikimotripszint, transzferrint, Bo-transzferrint tartalmaz
(Arrer et al. 1988). Az endolymphaban identifikalt fehérjék: albumin, a-Kimotripszin, a-
antitripszin, o-HS-glikoprotein, transzferrin, ApoD, ApoJ, fetuin (Thalmann et al.
2006).

A szorsejtek két folyadékteret valasztanak el egymastol, bazisuk a perilymphaval
érintkezik, a stereociliumok pedig az endolympha térbe nyulnak bele. Az endo- és a
perilympha kodzott elektromos potencial kiilénbség van. Hang hataséara a perilympha
rezgései a membrana basilaris alakvaltozadsdhoz vezetnek. A belsd szdrsejtek ciliumai
nincsenek bedgyazva a membrana tectoridba, ugy tinik, hogy ezeket a membrana
tectoria és az alatta 1év6 szorsejtek kozotti folyadék mozgasa hajlitja, a kiilsé szérsejtek
stereociliumai viszont a membrana tectoria dllomanyaba agyazottan helyezkednek el.
Hang hatasara a szorsejteken 1év6 stereociliumok a limbustol elfelé, sugariranyba
mozdulnak el, ekkor a mechano-szenzitiv kation csatornak megnyilnak, ellenkezd
iranyba torténd mozgas esetén pedig zarddnak. Depolarizacié hatasara a fesziltseg-
fligg6 Ca?*-csatorndk megnyilnak, és Ca?* aramlik be az endolymphabdl a belsd
szOrsejtekbe transzmitter leadast okozva (glutamat), a kiilsd szOrsejtekben pedig
aktivalja a citoszkeletont (Fonyo 2011). A kiils6 szOrsejtek aktin rostokat tartalmaznak,
és aktiv 6sszehUzodasra képesek a prestin motor molekula révén. Ezek alapjan gy
gondoljak, hogy a kiils6 szérsejtek modifikalni képesek a bels6 szorsejtek mitkodését
mechanikai, indirekt modon (Pytel 1996).



1.5. A madarak és az emldsok belsé fuilének dsszehasonlitasa

A madarak bels6 fiilében a hartyds és a csontos labyrinthus egyaréant fejlett. Az
emldsokéhez hasonléan harom félkords ivjarat van, ezeknek megtalalhatjuk tagult
szakaszait, az ampullakat is, valamint fellelheté az utriculus és a sacculus is. Ezen
utébbihoz csatlakozik a ductus reuniensen keresztul a ductus cochlearis, azonban az
emlésok feltekeredett ductus cochlearisdval szemben ez nem csiga alakd, hanem egy
gyengén hajlott c¢s6 (5. abra). Benne a Corti-szervnek megfeleld, de azzal nem
megegyezO felépitésti ugynevezett érzékdomb helyezkedik el (6. dbra). A madarak
ductus cochlearisa rovidebb, mint az eml6soké, azonban érzéksejt stirlisége nagyobb (6.
és 7. abra). Lényegében az emberhez hasonl6 tartomanyban hallanak, legjobban az 1000-
6000 Hz kozotti hangokat érzékelik. Lényeges kiilonbség a madarak és emldsok
szOrsejtjei kozott, hogy a madarak szorsejtjei regeneraciora képesek, ugyanis a madarak
potolni tudjak a zaj vagy mas toxikus artalom hatasara elpusztult szOrsejtjeiket. A
karosodas kovetkeztében a madarak tdmasztdsejtjei differencidlédasra képesek,
megvaltoztatjak gén expressziojukat, és szorsejtekké alakulnak at (Cotanche és Kaiser
2010).

5. dbra: A madarak (bal) és az eml6sok (jobb) hartyas labyrinthusa
(Forras:www.bio.purdue.edu; www.med.unc.edu)
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6. abra: Madarak cochledjanak atmetszete bal oldalon: BM-membrana basilaris,
TM-membrana tectoria, S-rovid szorsejtek, T-hosszi szorsejtek
(Forrés: http.//people.eku.edu/ritchisong/birdbrain2.html)
Jobb oldalon a szdrsejtek scanning elektronmikroszkopos képe
(Forras: Read.uconn.edu)

7. abra: Bal oldal: Emlésok cochledjanak atmetszete, a ductus
cochlearishan lathat6 a Corti-fele szerv
(Forrés: www.hearnet.com)
Jobb oldal: a scanning elektronmikroszkopos képen a kiilsé szdérsejtek
harom, a bels6 szérsejtek egy sorban helyezkednek el
(Forras: www.scripps.edu)
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1.6. A PACAP eléfordulasa a hallérendszerben

A PACAP-ot kimutattdk a hallé szervrendszer kiilonb6z6 részeiben. Korabban
PACAP immunpozitiv sejteket talaltak immunhisztokémiai vizsgalatokkal és in situ
hibridizacioval az agytorzsi cochlearis magvakban és az oliva superiorban, ahol a
PACAP a sejtek megkozelitéleg egyharmadaban jelen van és neurotransmitterként
funkcional (Kausz et al. 1999; Hannibal 2002; Reuss et al. 2009) (8. abra). Kimutattak
tovabba a ganglion spirale és a stria vascularis marginalis sejtjeiben (Kawano et al.
2001). Mas kisérletekben a PACAP prekurzor fehérjéjének mRNS-ét, valamint a PAC1
receptor mRNS-ét mutattak ki a kovetkezd képletekben: stria vascularis, ganglion
spirale, belso és kiils6 szorsejtek, pillérsejtek, tamasztosejtek (Abu-Hamdan et al. 2006),
ahol mennyiségiik a basalis kanyarulattol a csticsig nd (Drescher et al. 2006). A PACAP
és a PACL1 receptor hallé szervrendszerben bet6ltott szerepérol keveset tudunk, azonban
ismert, hogy fontos szerepet jatszik a hallas afferentacidjanak modulalasaban (Drescher
et al. 2006). Az a tény, hogy a PACAP és a PACL jelen van a stria vascularisban, kozel
az endolymphatikus térhez, azt sugallja, hogy a PACAP-nak szerepe lehet az
endolympha termelésében, pontencialjanak és/vagy osszetételének szabalyozasaban is
(Abu-Hamdan et al. 2006).
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8. dbra: A hallopalya felépitése és a PACAP el6fordulasa a hallopalya kiilonbozo
részein (Thieme 2007)

1.7. Apoptozis a belsé fiilben, aminoglikozid antibiotikumok altal okozott bels6

ful karosodas

Az apoptdzisnak fontos szerepe van a belsé fiil normal érése és az oxidativ stressz
altal kéarosodott sejtek cochleabodl torténd eltavolitasa soran is (Huang et al. 2000). A
megnovekedett apoptozis belsé fiil karosodashoz, halldsvesztéshez vezet. Fokozott
sejthalalt okozhat a belsé fiilben a talzott zajterhelés, fertézések, illetve Oroklott
betegségek, autoimmun és 6regedéssel jardé folyamatok (Yehoash 2002). Apoptozist
okozhat még az esszencialis novekedési faktorok hidnya és kiilonb6z6 exogén toxinok,

mint példaul a cisplatin és az aminoglikozid antibiotikumok.
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Az aminoglikozid antibiotikumokat a klinikai gyakorlatban multirezisztens Gram-
negativ bakterialis fertzésekben alkalmazzdk, bar hasznélatat mellékhatésai
korlatozzék: toxikus hatdsu a belsé fiilre, vesere, idegrendszerre (Rybak és Withworth
2005). Mig a vesekarosodas altalaban reverzibilis (Hock és Anderson 1995), a belsé fiil
karosodas maradandd (Greenwood 1959). Altalaban az aminoglikozidok irreverzibilis
karosodast okoznak mind a vestibularis, mind a cochleéris részén a belsé fiilnek, azonban
mig egyesek elsdsorban vestibulo-toxikusak: gentamycin, tobramycin, masok féleg
cochleo-toxikus hatassal rendelkeznek: neomycin, amikacin, kanamycin (Matz 1993;
Rizzi és Hirose 2007). Az ototoxicitas klinikai tinetei: bilateralis, magas frekvencidkon
kezdddo irreverzibilis idegi hallascsokkenés, fiilzugas, szédiilés, nystagmus, hanyinger,
hanyéas. Kihasznélva a gentamycin vestibulo-toxicitasat, a klinikai gyakorlatban széles
kérben hasznalatos a Meéniere betegség terapidjaban, intratympanalis injekcio
forméajaban (Kaplan et al. 2000).

Szisztémas alkalmazés soran az aminoglikozid antibiotikum bejut a sejtekbe, majd
ki is trdl. Mivel ezek pozitiv toltést, vizoldékony molekuldk, melyek nehezen jutnak at
a lipid membranokon, endocitézis atjan vagy a nem szelektiv kation csatorndkon
keresztiil jutnak be a sejtekbe. Azonban vannak olyan sejtek, mint példdul a belsd fiil
szbrsejtjei és a vese proximalis tubulusainak sejtjei, melyek hajlamosak visszatartani az
aminoglikozid antibiotikumokat. A feltételezett hallaskarositd folyamat valoszintileg a
kovetkezd 1épéseken keresztiil jon létre: 1. az antibiotikum bejut az endolymphaba, 2.
endocitozissal vagy a nem specifikus kation csatornakon keresztiil bejut a szorsejtekbe
az apikalis résziikon, 3. reaktiv oxigéngyokoket generalnak, megemelik a sejt Ca?*
szintjét, és befolydsolnak mas sejten bellli jelatviteli Utvonalakat (Halliwell és
Gutteridge 1990; Kopke et al. 1997; Hirose et al. 1999; Dehne et al. 2000; Li es Steyger
2009) (9. abra).

Szorsejtkarosodast okozO apoptdzisnak két formaja ismert: a halal-receptorok
altal medialt extrinsic Utvonal, beleértve a tumor nekrézis faktor csaladot (Huth et al.
2011), és a mitokondrium altal medialt intrinsic Gtvonal (Rybak és Withworth 2005),
amelyek végul kaszpaz aktivacion keresztil a sejtek pusztulasahoz vezetnek (Cheng et
al. 2005).
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A belso fiil kutatas egyik 6 iranya az emlitett karosodasok vizsgalata, valamint
az olyan anyagok keresese, melyekkel ezek a karosodasok kivédhetok. Szdmos biztatd
terapias agenst tanulmanyoztak mar ototoxikus karosodas ellen, példaul antioxidans
gybgyszereket, antiapoptotikus stratégidkat, de ezek hatékonysagat eddig csak
allatkisérletekben sikertlt igazolni (Seidman és Vivek 2004; Rybak és Whitworth 2005;
Poirrier et al. 2010).
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9. dbra: Az abra a gentamycin szOrsejtbe valo lehetséges bejutasat mutatja, annak az
endolymphaval hatéaros részén. Az aminoglikozidok bejuthatnak az endolymphaba a lateralis

fal kapillarisain keresztll vagy kdzvetlenil a perilymphabdl (Li és Steyger 2009).

1.8. A Ca?*-kité fehérjék

A szbrsejtek normalis miikodéséhez az endolympha megfelelé Ca®* koncentracioja
szlikséges, melyet a szdrsejtekben talalhato Ca?*-koté fehérjék szabalyoznak. Szamos
kisérletben vizsgaltdk a Ca?*-koté fehérjéket (példaul: parvalbumin, calbindin,
calretinin, calmodulin, calsequestin) kiilonbozé fajok szorsejtjeiben, példaul béka,

teknds €s eml6sok belsé fiilében (Dechesne et al. 1991, 1994; Kerschbaum és Hermann
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1993; Slepecky és Ulfendahl 1993; Pack és Slepecky 1995; Soto-Prior et al. 1995; Baird
et al. 1997; Heller 2002; Hackney et al. 2003; Yang et al. 2004).

Azt is megéllapitottak, hogy a labyrinthus vestibularis részének sériilése esetén az
endolympha Ca?* koncentracidja megnd, ami zavart okoz a cochlea mitkodésében (Ikeda
et al. 2010). A zajkarosodasnak kitett allatokban, a kiilsé szdrsejtekben a Ca?*
koncentracié megemelkedik, és magas szinten is marad, ami szintén karos a sejtek
szdméra (Fridberger et al. 1998). Hackney és munkatarsai (2005) kisérleteik alapjan azt
feltételezték, hogy a Ca?* emelkedés altal okozott artalmak kivédésére a szervezetben
védémechanizmusok 1épnek fel. Vizsgaltdk a Ca?*-kotd fehérjék koncentraciojat
patk&ny cochlea sejtekben, és azt feltételezték, hogy ezen fehérjék magas koncentracioja
megvédi a sejteket a zajartalom hatdsara 1étrejové intracellularis Ca®*-szint
novekedésétol, ezért fontos szerepiikk lehet a kiillonbozd ototoxikus 4gensek

szOrsejtkarositd hatasanak kivédésében.
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Il. CELKITUZESEK

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Anatomiai

Intézetében miikodé MTA-PTE ,,Lendiilet” PACAP kutatdcsoport egyik f6 kutatasi
terilete a PACAP neuroprotektiv hatasanak vizsgalata. A munkacsoport mellett mas
kutaték is szamos eredményt publikdltak a PACAP védé hatdsarol kiilonb6zo
érzékszervekkel kapcsolatban, de a hallorendszerbeli hatasarol kevés adat all
rendelkezésiinkre.
Ful-orr-gégész és audiologus szakorvosként a munkacsoporthoz csatlakozva célul tiiztiik
ki a PACAP belso fulre kifejtett hatasanak vizsgalatat, illetve a klinikai gyakorlat
szempontjabol annak kutatdsat, hogy mds szervrendszerekben leirt védd szerepéhez
hasonléan képes-e a PACAP csokkenteni vagy kivédeni az ototoxikus karosodasokat.

1. Kutatomunkam els6é szakaszaban Kkisérleti allatként egynapos csirkéket
hasznaltunk. In vitro koérilmények kdzott vizsgaltuk a PACAP antiapoptotikus hatasat
csirkébdl késziilt belso fiil sejttenyészetben H.O.-indukalta oxidativ stressz karosodas
esetén.

2. Az a tény, hogy a PACAP és a PACL jelen van a stria vascularisban, kozel az
endolymphatikus térhez, azt sugallja, hogy a PACAP-nak szerepe lehet az endolympha
termelésében, potencialjanak és/vagy 6sszetételének szabalyozasaban is (Abu-Hamdan
et al. 2006). Ezért munkam masodik részében célul tiiztik ki a szisztémas PACAP
kezelés hatasanak vizsgalatat az endolympha fehérje dsszetételére csirkében in vivo.

3. A heterozigéta és homozigéta PACAP-génhianyos egerek segitségével
munkacsoportunknak lehet6sége nyilt az endogén PACAP hatésainak vizsgélatara in
vivo. Kutatdmunkam harmadik szakaszaban immunhisztoldgiai vizsgélatok segitségével
hasonlitottuk 6ssze a PACI1 receptor lokalizaciojat, valamint a belsé fiil kdrosodasara
utalé Ca?*-kotd fehérjék lokalizacidjat és expresszidjat homo- és heterozigéta PACAP-
génhianyos és vad egerek cochlediban fiziologias kortlmények kozott, valamint

kanamycin-kezelést kdvetoen.
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11l. KISERLETEK

3.1. PACAP protektiv hatasadnak vizsgalata oxidativ stressz-indukalta

apoptdzis modellben csirke cochleéris sejtkultdraban in vitro

3.1.1. Anyagok és mddszerek

A cochlearis sejtkultdra elkészitéséhez frissen keltetett hazi csirkék ductus
cochlearisat izolaltuk az os temporale kipreparalasaval (6 széridban, 40 csirke/széria).
Kutatasunk sordn azért valasztottuk a csirke modellt, mert ductus cochlearisuk
konnyebben kiprepardlhatd, és a szOrsejtek siirlisége nagyobb, mint az emldsok
cochlejaban. Az allatokat halothan anesztézia utan 1 napos korukban dekapitaltuk. A
csirkék ductus cochlearisat eltavolitottuk, majd a preparatumbdl steril kortilmények
kozott sejteket izolaltunk. A sejteket 24 6rén at inkubaltuk parasitott 95% levegd és 5%
széndioxid keverékben 37 °C fokon, 10% h¢ altal inaktivalt foetalis bovin szérumot
tartalmazé médiumban (FBS, Gibco, Magyarorszag). A Kisérletben vizsgalt csirke
cochlearis sejtkultura szorsejteket és tamasztosejteket tartalmazott. Az (GSSzes
beavatkozast a Pécsi Tudomanyegyetem etikai utmutatisanak megfeleléen végeztiik
(engedély szam: No: BA02/2000-20/2006). A kisérletekben felhasznalt PACAP1-38-at
Prof. Toth Gabor szintetizalta (Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Kémiai Intézet).

A cochlearis sejteket 4 kiilonb6zd csoportba osztottuk:

1. kontroll csoport

2. PACAP-pal kezelt sejtek, melyeket 100 nM PACAP1-38-at tartalmazd
médiumban inkubaltunk 120 percig,

3. H20.-dal kezelt sejtek, melyeket 1mM H202-0s médiumban inkubaltunk 120
percig,

4. a 4. csoport sejtjeit ImM H20.-ot és 100 nM PACAP1-38-at tartalmazé
médiumban inkubaltuk 120 percig.

A vizsgalt sejtkulturdkban 1évo sejtek életképességét ezutan kolorimetrikus MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) teszttel vizsgaltuk. A teszt
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az MTT redukcidjan alapul, amely a redukcio soran kék formazan vegyiletté valtozik,
megfestve az €16 sejtek funkcionald mitokondriumait. A sejteket egy 96-0s plate-re
helyeztiik, 10° sejtstirliséggel, és egy éjszakan 4t tenyésztettiik. A kezelés utan a
médiumot eltavolitottuk és friss, 0,5%-0s vizoldékony sarga mitokondrialis MTT-t
tartalmaz6 DMEM/FCS-t (Dulbecco altal modifikalt Eagle médium, mely 10%
embrionalis borju szérumot tartalmaz) adtunk a sejtekhez. A tenyészetet ezutan 0,5
mg/ml MTT-t tartalmazé PBS-ben (NaCl tartalm( foszfatpuffer) inkubaltuk 3 dran
keresztiil, 37 °C-on és 5% CO»-ot tartalmazé Iégkdrben. Harom orés inkubacio utan a
médiumot eltavolitottuk, és az MTT-bdl atalakult vizoldékony, kék formazan festéket
isopropanol savval (Sigma, Magyarorszag) oldottuk. Az ¢€l6 sejtek funkciondlo
mitokondriumai altal Iétrehozott formazan vegyilet mennyiségét 550 nm-en, ELISA
reader-en (Anthos Labtech 2010; Vienna, Austria) mértik. A kiértékelés soran az
eredményeket a kontroll értékekhez viszonyitottuk (100%). A harom egymastol
fuggetlenil végzett kisérlet eredményeit atlag + S.E.M. értékként adtuk meg, amelyeken
egyutas ANOVA, majd post hoc Neuman-Keul analizist végeztiink.

3.1.2. Eredmények

A sejtek életképességének vizsgalata soran MTT teszttel azt talaltuk, hogy a PACAP
kezelés Gnmagéban nem okozott szignifikans eltérést, mig a H.0> kezelés szignifikansan
csokkentette a sejtek életkepességét a kontroll csoporthoz képest. A 4. csoportban az
1mM H20: kezelésben részesitett sejteket PACAP-pal egyitt inkubalva szignifikansan
tobb sejt maradt életben a csak H202-dal kezelt csoporthoz viszonyitva (10. abra).
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10. abra: A sejtek életképességének vizsgalata MTT teszttel (kontroll csoport=100%)
*P<0,05, **p<0,01 a kontroll csoporthoz viszonyitva; #P<0,05 az ImM H:0--dal és a
100 nM PACAP-pal kezelt csoporthoz viszonyitva.

A fentiek alapjan tehat megallapithatd, hogy a PACAP kezelés szignifikansan
csokkentette az oxidativ stressz-indukalta életképesség csokkenést csirke belsé fiil
sejtkulturdban. Munkacsoportunk tovabbi molekularis bioldgiai modszereket is
alkalmazott a PACAP antiapoptotikus es antinekrotikus hatsanak vizsgalata céljabol
ezeken a sejteken, ezen eredményeket a megbeszélés fejezetben fogom részletesen

ismertetni.
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3.2. Endolympha 06sszetételenek vizsgalata csirkékben szisztémas
PACAP kezelést kovetoen

Mint az a bevezet6ben részletezésre Kkerilt, kordbban mar kimutattdk a PACAP
jelenlétét a belsd fiilben, arrél azonban még nincs informacionk, hogy az exogén PACAP
kezelés hatassal van-e az endolympha 6sszetételére. Tobb neuropeptidrél - mint példaul
a P anyag, vazopresszin, szomatosztatin - mar ismert, hogy hatassal vannak az
endolympha szekréciojara és dsszetételére (Ferrary et al. 1996; Kitano et al. 1999). A
hartyas labyrinthusban a stria vascularis és a tamaszto sejtek termelik az endolymphat,
és mivel a PACAP és specifikus receptora, a PAC1 receptor, is bizonyitottan jelen van
a stria vascularisban, ezért feltételezheten szerepe lehet az endolympha termelésének
és Osszetételének szabalyozasdban. Munkdm masodik felében azt vizsgéltuk, hogy a
szisztémasan adott PACAP hatasara csirkékben valtozik-e az endolympha fehérje

Osszetétele.

3.2.1. Anyagok és mddszerek

1 napos csirkéket — 20 ug intraperitonealis PACAP1-38 adagolasat kovetéen — 1, 6
és 24 oOra mualva dekapitaltunk. A ductus cochlearisokat eltavolitottuk, majd steril
csipesszel steril sziirdpapircsikra préseltiik ki az endolymphat (n=5/csoport). A kontroll
allatok fiziologias sooldatot kaptak. Az endolymphaval atitatott sziirépapircsikokat
feldolgozaésig steril Eppendorf csévekben jégen taroltuk. A papircsikok altal megkotott
fehérjéket 30 ul mintapufferben oldottuk ki (0,125 M Tris/HCI, pH:6,8, 4% néatrium
dodecil szulfat-SDS, és 10% béta-merkaptoetanol). Erés vortexelés utan a
szlirdpapirokat eltavolitottuk a csovekbdl. Az igy kapott oldatbol microchip
elektroforézist végeztiink (Kustos et al. 2005) az Agilent 2100 Bioanalyzer rendszer
alkalmazésaval (Agilent, Darmstadt, Németorszag). A vizsgalat soran a Protein 230-as
fehérje chipeket hasznaltuk. A protein chipek mikrokapillarisait a kithez tartozd gél-
festék keverékkel toltottik fel. A gél egy linearis polimert tartalmaz sziiré agensként, ez
biztositja a 14-230 kDa tartomanyban a fehérjék molekulatomeg alapjan torténd
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szétvalasztasat. A festék lehet6vé teszi a fehérje-SDS komplexek chipen belili jel6lését.
Az el6készitett oldatokbdl 4-4 pl-t 2 pl denatural6 oldattal kevertlink dssze, amely a
pontos méret meghatarozashoz sziikséges kis és nagy molekulatomegii (16 és 210 kDa)
belsé standardokat is tartalmazta. A mintédkat 5 percig 100 °C foztiik, centrifugalassal
koncentraltuk, majd 14 ul desztillalt vizzel higitottuk. Minden mintabol 6-6 pl-t vittlink
fel a chip megfeleld helyeire. Egy chip 10 fehérjeminta elemzésére alkalmas. A
méréseket haromszor ismételtik meg a reprodukalhatdsdg bizonyitadsara. A mintakon
lézer-indukalta fluoreszcencia vizsgalatot végeztiink, és az eredmények kiértékelését a

Protein 230 assay software segitsegével végeztik.

3.2.2. Eredmények

A sziir6papirokrol nyert fehérjék mennyisége elegendd volt a microchip
technologiaval torténd fehérje meghatarozashoz. A csirke endolympha protein
Osszetétele komplex mintazatot mutatott, szamos protein csucs volt detektalhatd a 14 és
81 kDa molekulatomeg régioban. Tekintettel arra, hogy a proteinek tébbsége a fent
emlitett molekulatdtmeg tartomanyban jelent meg, a fehérjecsiucsok alapvetd
szeparacidjat nem lehetett elérni. Vizsgalataink soran nem talaltunk jelentds kiillénbséget
a fehérje Osszetétel tekintetében a kontroll és a kiilonbozé id6épontokban vizsgalt

PACAP-pal kezelt csirkék endolympha mintai kdzott (11. abra).
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11. &bra: A csirke endolympha fehérje 0sszetételének vizsgalata microchip
elektroforézissel. A reprezentativ kontroll csoport fehérjemintazata fekete vonallal, a PACAP-

pal kezelt csoporté sziirke vonallal jel6lve.
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3.3. PACL1 receptor és Ca?*-kitd fehérjék vizsgalata vad tipusu és
PACAP-génhianyos egerek belsd fiilében fiziologias korilmények kozott

és kanamycin-indukdlta ototoxicitdst kovetien

3.3.1. Bevezetés

Az ,,A” kisérletben vizsgaltuk a PACI1 receptor lokalizéciojat, valamint 3 kiilonb6zd
Ca?*-kot6 fehérje (parvalbumin, calretinin, calbindin) lokalizaciojat és expresszidjat 5
napos vad és homozigota PACAP-génhianyos egerekben fizioldgias kortilmények
kozott.

A ,B” kisérletben kétféle Ca?*-kotd fehérje expresszidjat vizsgaltuk (calretinin,
parvalbumin) 7 napos vad, hetero- és homozigéta PACAP-génhianyos egerekben

fiziologias korilmények kozott és kanamycin kezelést kovetden.

3.3.2. Kisérleti allatok

A Kisérletben vizsgalt PACAP-génhianyos egereket japan kollaborécios
partnereinktdl szarmaznak (Hashimoto et al. 2001, 2009). Ezek az egerek a PACAP
mutalt génjével rendelkeznek: az 5. exonban talalhatd egy mutécid, melynek
kovetkeztében a PACAP nem fejezodik ki. Az allatok szaporitasa és gondozasa a Pécsi
Tudomanyegyetem ellen6rzott protokollja (BA02/2000-15024/2011) szerint, az intézeti
ajanlasok figyelembevételével tortént. Az allatokat 12 6ras vilagos-sotét ciklusban
tartottuk, taplalékot és folyadékot biztositottunk szdmukra (ad libitum).

Az °A’ Kkisérleteket 5 napos vad tipusi (PACAP** n=9) és homozigota PACAP-
génhianyos (PACAP, n=9) egereken végeztik.

"B’ kisérlet soran 7 napos, homozigéta (PACAP”-, n=6), heterozigéta (PACAP*", n=6)
PACAP-génhianyos és vad-tipusi (PACAP**, n=6) egerek mintait dolgoztuk fel.
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3.3.3. Kezelési protokoll

Az ’A’ Kkisérletben részt vevé allatok kezelésben nem részesiltek. A °B’ kisérlet
soran 5 napos korukban a vad tipusi (PACAP**), hetero- (PACAP”*) és homozigota
(PACAP7) PACAP-génhianyos egereknek 1mg/ttg kanamycin egyszeri dozisat adtuk
be subcutan (50 mg/ml, Sigma, Magyarorszag). A kontroll allatok 50 pl fiziologias
sooldatot kaptak subcutan. Ezt kdvetden az allatokat 7 napos korukban dolgoztuk fel.

3.3.4. Szovettani feldolgozas

Az egereket 5 (CA’ kisérlet), illetve 7 napos (’B’ kisérlet) korukban szisztémas
analgetikummal tulaltattuk (Pentobarbital, Nembutal, Sanofi-Phykaxia, Magyarorszag),
majd az egerek fejét azonnal 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk egy éjszakan at.
Ezutan a fejeket 0,1 M-os foszfat-pufferben (PBS; Sigma) mostuk, majd emelkedd
koncentracidju szachar6z-PBS-oldatokba helyeztiik. El6szor 10%-0s oldatban
inkubaltuk 1 o6ran keresztil, majd 20%-o0s szachar6z oldatba tettlk metszésig.
Fagyasztasos technikaval (Leica kriosztat, Németorszag) a koponyabdl 10 pm-es
szagittalis metszeteket készitettink. Ezutan megfeleléen pozicionalva a lemetszett
szOvetet zselatinozott targylemezre vittik fel, és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk. Egy cochledbdl 10-12 metszetet készitettlink, majd kivalasztottuk azokat,
melyeken lathatd volt a modiolus, és csak a cochlea k6zépsé kanyarulatait vizsgaltuk.

A kriosztatos metszeteken immunhisztoldgiai vizsgalatokat végeztink. A
morfologiai 0sszehasonlitashoz egyes metszeteket hematoxilin-eozin festéssel is
megfestettiik. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a metszeteket nedves kamraban,
a permeabilitds novelésének erdekében 6x5 percig PBS-ben oldott 0,1%-0s Triton X-
100 oldattal inkubaltuk. Ezt kovetéen normal kecske szérummal (NGS) inkubaltuk 1
oran keresztiil, hogy a nem specifikus jel6lddés mértékét a lehetd legkisebbre
csOkkentsiik. Ezutdn a metszeteket a megfeleld primer antitestekkel inkubaltuk
szobahOmeérsékleten, egy ¢éjszakdn at, nedves kamrédban. Az alkalmazott primer

antitestek: PACL1 receptor antitest (anti-nyul, 1:100; Sigma, Magyarorszag), valamint a
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kiilonboz6 Ca?*-kotd fehérjék elleni antitestek; calretinin (anti-egér, 1:1000, Swant,
Svéjc), calbindin (anti-egér, 1:500, Sigma, Magyarorszag), és parvalbumin (anti-egeér,
1:500, Sigma, Magyarorszag). A kisérletben olyan parvalbumin elleni antitestet
hasznaltunk, mely a parvalbuminnak minden izoformajat jel6li.

Masnap a metszeteket 6x5 percig PBS-ben mostuk, majd 2 6ran keresztiil nedves
sotétkamraban Alexa Fluor ,,568” ¢és ,,488” masodlagos antitestekkel inkubaltuk
(1:1000, Southern Biotech, Magyarorszag). Ezt kovetdéen 3x5 percig mostuk a
metszeteket PBS-el, majd Fluoromount-G-vel (Southern Biotech, Magyarorszag)
fedtlk, és kiertékelésig 4 °C-on lefedve taroltuk. A negativ kontrollként szolgalo
metszeteket csak a maéasodlagos antitestekkel inkubaltuk. Ebben az esetben, a
metszetekben fluoreszcens jelol6dést nem tapasztaltunk, ezzel bizonyitva a szekunder

antitestek specifikus kotodését.

3.3.5. Immunhisztokémiai metszetek kiértékelése

A metszetekrodl digitalis felvételeket készitettiink CCD kameraval felszerelt Nikon
Eclipse 80i tipusi mikroszkoppal (Nikon, Japan). A képeket a Spot Basic Programmal
készitettlk, és a tovabbiakban Adobe Photoshop 7.0-val dolgoztuk fel. Ezutan a készitett
képeken 06sszehasonlitottuk a vad és a PACAP-génhianyos egerek cochleajanak
szbrsejtjeiben lathaté immunfluoreszcens festddés lokalizacidjat és intenzitdsat. Az
immunfluoreszcencia mértékét az ImageJ 1.440 program segitsegével allapitottuk meg,
amely a jelintenzitas er6sségét egy viszonyszam segitségével adta meg 0-85-ig terjed6
skala segitségével. Az értékeket minden esetben a metszetek héattérintenzitasaval
korrigaltuk, majd ebbdl a GraphPadPrism 5.01-es programmal végeztiink statisztikai
elemzést. Az eredmények az aladbbi formaban jelennek meg: atlag intenzitas £ S.E.M., a
statisztikai 6sszehasonlitast pedig nem parositott Welch-korrekcids teszttel, valamint a

nonparametrikus Mann-Whitney teszttel végeztik.

26



3.3.6. Eredmények

A hematoxilin-eozin festéssel késziilt metszeteken a vad tipust és homozigota
Mindkettében megtalalhatok a kordbban mar ismertetett struktdrak: a ganglion spirale,
a stria vascularis, a Corti-szerv. A bazilaris membranon lathatoak a pillérsejtek, kozottuk
a Corti-alagut, korllvéve egy sorban a belsé és harom sorban a kiilsé szérsejtekkel

valamint a Deiters-fele timasztosejtekkel (12. abra).

12. &bra: Reprezentativ szdvettani képek homozigéta PACAP-génhianyos egér Corti-
szervét mutatjdk, a felsé abran hematoxilin-eozin festéssel (A), az als6 bran calretinin
immunhisztokémiaval (B). A képek jobb felsé sarkaban a Corti-szerv Kinagyitott képe lathato.
A képek az "A’ kisérletbdl szarmaznak. Jol lathatéak a belsé (IHC) és a kiilsd szorsejtek
(OHCs), a Deiters-féle tamasztdsejtek (DCs), a belsd pillérsejt (IPC) és kiilsd pillérsejt (OPC),

valamint a bazilaris membran (BM). Aranymérték 20um.
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’A’ kisérlet

A PAC1 receptor expresszidjanak vizsgalata soran a vad-tipust egerekben szamos
képlet mutatott PACL receptor pozitivitast (13. abra). A Corti-féle szerven kivil a
ganglion spirale valamint a stria vascularis is expresszalt PAC1 receptort. A Corti-féle
szervben mind a bels6, mind a kiilsé szOrsejtek, a kiilsé tAmasztdsejtek (Deiters-sejtek)
valamint a pillérsejtek mutattak erés PAC1 receptor pozitivitast. A kisérletinkben talalt
PACL receptor expresszié egyezik a korabban leirt receptor eloszlasokkal (Kawano et
al. 2001; Abu-Hamdan et al. 2006). A PACL1 receptor lokalizaciojat tekintve a két csoport
kozott nem taldltunk kilonbséget: a kiilsé és a belsé szérsejtek, valamint a
tamasztosejtek is expresszaltadk a PACI1 receptort. Azonban a vizsgalt csoportok kiilsé
¢s belso szbrsejtjei esetében szignifikans kiilonbség volt az immunjel616dés erdsségeben
(13. &bra). A vad-tipusu egerckben a kiilsé és belsé szérsejtek valamint a kiilsé

tamasztosejtek intenzivebben jelolédtek a PACAP-génhidnyos egerekhez képest.
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13. Abra: Reprezentativ immunhisztologiai képek a PAC1 receptor expresszidjat mutatjak vad
tipusu (A) és homozigota PACAP-génhianyos egerek (B) Corti-féle szervében.
Aranymérték: 20 um.

A kinagyitott képek a kiilso és belsd szorsejteket, valamint a tamasztosejteket mutatjak, amelyek
PAC1 receptort expresszalnak. A vad-tipusl egerekben (4) a kiilsé szdrsejtek és a kiilsd
tamaszto sejtek intenzivebben jelolédtek a PACAP-génhianyos egerekhez képest (B).

C abra: PACL receptor immunfluoreszcencia intenzitdsanak 6sszehasonlitasa vad tipusud
és homozig6ta PACAP-génhianyos (PACAP KO) egerek szdrsejtjeiben. **p <0,001 vs. vad-

tipusy egerek
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A Ca?*-kot6 fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) vizsgéalatakor azt talaltuk,
hogy a vad-tipusi egerekben a szdrsejtek csak nagyon gyengén expresszaltak
mindharom vizsgalt fehérjét (14., 15. és 16. &bra). Ezzel ellentétben a homozigéta
PACAP-génhianyos egerek bels6 és kiilsé szorsejtjeiben mindharom Ca?*-kotd fehérje
szignifikdnsan intenzivebb jeldlddést mutatott.

A homozigéta PACAP-genhianyos egerekben parvalbumin esetében az egész
sejttest szignifikdnsan erGsebben jelolédott, és ez a kiilonbség féleg a sejtek
stereociliumaiban volt megfigyelhetd, 6sszehasonlitva a vad-tipust egerekkel (14. abra
A, B). A szorsejtek calretinin tekintetében is jelent6sen erésebb immunpozitivitast
mutattak, mint a vad-tipusu egerek, amely Kkil6nbség statisztikai analizissel is
szignifikans volt (15. C &bra). A calretinin f6leg a szorsejtek stereociliumaiban
akkumulalédott, kevésbé intenzivebb festddést mutatott a sejttestekben (15. abra A, B).
Calbindin vizsgalata kapcsan gyengébb jelolédést kaptunk a vad-tipust egerekben, mint
a parvalbumin vagy a calretinin esetén, azonban a PACAP-genhianyos egerekben
ersebb jeldlddést lattunk a mésik kettd Ca®*-kotd fehérjéhez viszonyitva (16. bra).
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14. 4bra: Reprezentativ immunhisztologiai képek a parvalbumin expressziét mutatjak vad
tipusu (A) és homozigota PACAP-génhianyos (B) egerek Corti-féle szervében.
Aranymérték: 20pum
C abra: Parvalbumin immunfluoreszcencia intenzitdsanak dsszehasonlitasa vad tipusu és
homozigota PACAP-génhianyos (PACAP KO) egerek szdrsejtjeiben.

*** p <0,0001 vs. vad-tipusu egerek
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15. abra: Reprezentativ immunhisztoldgiai képek a calretinin expresszidjat mutatjak vad tipusd
(A) és homozigota PACAP-génhianyos (B) egerek Corti-féle szervében.
Aranymérték: 20pum
C abra: A calretinin immunfluoreszcencia intenzitasanak dsszehasonlitasa vad tipusu és
homozigéta PACAP-génhianyos (PACAP KO) egerek szérsejtjeiben.

*** n<(,0001 vs. vad-tipust egerek
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16. Abra: Reprezentativ immunhisztoldgiai képek a calbindin expresszidjat mutatjak vad tipusu
(A), és homozigota PACAP-génhianyos (B) egerek Corti-féle szervében.
Aranymérték: 20pum
C abra: Calbindin immunfluoreszcencia intenzitasanak ésszehasonlitasa vad tipusu és
homozigéta PACAP-génhianyos (PACAP KO) egerek szorsejtjeiben.

*** n<0,0001 vs. vad-tipusu egerek
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’B’ kisérlet

Jelen kisérleti felallasban tobbféle genotipusu egérrel dolgoztunk, a vad-tipusu és a
homozigdta PACAP-genhianyos egerek mellett heterozigota PACAP-génhianyos
egereket is vizsgaltunk. A Ca?*-koté fehérjék koziil a parvalbumin és calretinin
expressziot vizsgaltuk a kontroll csoportban és kanamycin kezelést kdveteden.

A vad és homozigota PACAP-génhianyos egerek esetében kontroll korilmények
kozott az *A’ kisérlettel megegyez6 eredményeket kaptunk. A kontroll csoportban
jelent6s kiilonbséget észleltiink a kiilsé és a belsé szbrsejtek parvalbumin és a calretinin
expresszidjaban a vad tipust és a homo- és heterozigbta PACAP-génhianyos egerek
kozott (17. A,CE abra; 18. A,C,E abra). A kontroll homozigéta PACAP-génhianyos
egereknek mind a kiils6, mind a belsé szérsejtjeiben nagyobb volt a parvalbumin
expresszid, mint kontroll vad tipusu tarsaikban (17. A, E abra). A heterozigdta PACAP-
génhianyos egerek kiilsd szdrsejtjeiben szintén emelkedett parvalbumin expressziot
lattunk, 6sszehasonlitva a vad tipusu egerekkel. Ezzel szemben a bels6 szérsejtekben
nem volt kiillénbség parvalbumin expresszié tekintetében a kontroll vad és heterozigéta
PACAP-génhianyos egerek kozott (17. A, C abra). A kontroll csoportban magasabb
calretinin expressziot talaltunk mind a hetero- mind a homozigéta PACAP-génhianyos
egerek esetén a vad-tipust egerekhez képest (18. abra A,C,E abra).

Kanamycin kezelés utan szignifikansan megemelkedett a vad és a heterozigota
PACAP-génhianyos egerekben a parvalbumin expresszidja, mig a kontroll allatokban
talalt magas parvalbumin expresszid6 nem emelkedett tovabb a homozigéta PACAP-
génhianyos egerekben (17. abra; 19. abra). Szignifikdnsan magasabb parvalbumin
expressziot talaltunk kanamycin kezelést kovetéen a heterozigota PACAP-génhianyos
egerekben, mint a kanamycinnel kezelt vad tarsaikban (17. abra B, D; 19. abra).
Kanamycin kezelést kdvetéen a calretinin expresszié csak a vad tipusi egerek
szorsejtjeiben novekedett szignifikansan (18. A, B abra; 20. bra), homo- és heterozigota
PACAP-génhianyos egerek esetén a kontroll csoportban detektalhaté magas calretinin
expresszié nem mutatott tovabbi szignifikans emelkedést (18.4bra C, D, E, F; 20. &bra).

Ugyanakkor a heterozigbta PACAP-genhidnyos egerek belsé szoOrsejtjeiben
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szignifikdnsan nagyobb volt a calretinin expresszié kanamycin kezelés utan, mint a vad-

tipust egerekben (20. &bra).

17. &bra: Reprezentativ immunhisztoldgiai képek a parvalbumin expressziot mutatjak vad
tipust (A, B), heterozigoéta (C, D) és homozigéta PACAP-génhidnyos egerek (E,F) belsé és
kiilsé szorsejtjeiben fizioldgids sooldat (kontroll csoport A, C, E) és kanamycin kezelés utan (B,

D, F). Aranymérték: 20um
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18. abra: Reprezentativ immunhisztoldgiai képek a calretinin expressziot mutatjak vad tipusu
(A, B), heterozigéta (C, D) és homozigéta PACAP-génhianyos (E,F) egerek bels és kiilsd
szdrsejtjeiben fizioldgiés sooldat (kontroll csoport A, C, E) és kanamycin kezelés utan (B, D,

F). Aranymérték: 20um
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19. abra: Parvalbumin immunfluoreszencia intenzitasanak statisztikai analizise a kiilsd (A) és
belsé (B) szérsejtekben vad tipusii (PACAP™™), heterozigota (PACAP™) és homozigota PACAP-
génhianyos egerekben (PACAP™) fiziologias sooldat (PACAP**; PACAP*"; PACAP™) és
kanamycin kezelés utan (PACAP** KM; PACAP*"KM; PACAP"KM), *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 vs. vad tipust egerek (PACAP™™).
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20. abra: Calretinin immunfluoreszcens intenzitdsanak statisztikai analizise a kiilsé (4) és belsé
(B) szérsejtek kozott, vad tipusii (PACAP™™), heterozigota (PACAP™) és homozig6ta PACAP-
génhianyos egerekben (PACAP™) fizioldgias sooldat (PACAP**; PACAP*"; PACAP™) és
kanamycin kezelést kovetéen (PACAP™™ KM; PACAP*"KM; PACAP"KM). *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 vs. vad tipusu egerek (PACAP™™)
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IV. MEGBESZELES

Kisérleteink soran az exogén és endogén PACAP hatasait vizsgaltuk a belsd fiilben
in vitro és in vivo koriilmények kozott kiilonbozo allatfajokban. Az exogén PACAP
antiapoptotikus hatasat csirke cochleabdl késziilt sejttenyészeteken vizsgaltuk in vitro.
Csirkében in vivo kortlmények kozott az exogen PACAP endolympha dsszetételére
gyakorolt hatasait is kutattuk. PACAP-génhianyos egerekben az endogén PACAP
hidnydnak kovetkezményeit vizsgaltuk a belsé fiilben kontroll koriilmények kozott és

kanamycin-indukalta ototoxicitas soran Ca®*-kotd fehérjék segitségével.

4.1. A PACAP antiapoptotikus hatdsa a belsé fiilben

Kutatomunkam elsé részében MTT teszttel igazoltuk a PACAP protektiv hatdsat
H20.-indukalta oxidativ karosodassal szemben csirke belsd fiil sejttenyészetben. A
hidrogén-peroxid egy mindeniitt jelenlévo, reaktiv szabadgyokoket (ROS) generald
molekula, mely fiziologias kortlmények kozott is képzodik (Halliwell és Gutteridge
1990; Dehne et al. 2000). Kiilonb6z6 ototoxikus hatdsok kovetkeztében (példaul
gentamycin €s cisplatin kezelés) képzddése fokozodik a belsd fiilben, ami a sejtek
apoptozisahoz vezet (Kopke et al. 1997; Hirose et al. 1999).

Miutén igazoltuk a PACAP védo hatasat a belsd fiilben, munkacsoportunk tovabbi
molekularis bioldgiai modszereket is alkalmazott a PACAP antiapoptotikus és
antinekrotikus hatasanak vizsgalata céljabol H:O:-indukalta oxidativ karosodéassal
szemben csirke belsé fiil sejttenyészetben. Annexin V és propidium-jodid festéssel azt
mutattuk ki, hogy a H>O»-dal és PACAP-pal kezelt csoportban szignifikdnsan nagyobb
volt az €16 sejtek aranya, és szignifikdnsan kevesebb volt az apoptotikus sejtek szama a
csak H20,-dal kezelt csoporthoz képest. Bar a PACAP kezeles csokkentette a H,O»-dal
kezelt sejtek nekrézisat is, ez a kiloénbség nem volt szignifikans. Szintén ezen a
sejtvonalon alkalmazta munkacsoportunk a JC-1 assayt, amely apoptotikus
sejtkarosodas detektalasara alkalmas a mitokondridlis depolarizacio kimutatasanak

segitségével. JC-1 assay-t kdvetden aramlasi citometriaval vizsgaltuk az apoptotikus és
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€16 sejtek szamat, és kimutattuk, hogy a H202-dal és PACAP-pal kezelt csoportban
szignifikdnsan emelkedett az €16 sejtek, és csokkent az apoptotikus sejtek szdzalékos
ardnya a H»O>-dal kezelt csoporthoz viszonyitva. Az apoptotikus Gtvonalak kozil a
kaszpaz-3 aktivitasanak vizsgalata is megtortént aramlasi citometria segitségével, ahol a
PACAP kezelés énmagaban nem okozott szignifikans valtozast az apoptotikus marker
aktivaciojaban, de a H202-dal és PACAP-pal kezelt csoportban jelentdsen csokkent a
kaszpaz-3 aktivacidja a csak H20-dal kezelt csoporthoz viszonyitva. Ezen kisérletek
egyértelmiien igazoltak az exogén PACAP kezelés protektiv hatasat H2Oz-indukélta
oxidativ karosodassal szemben csirke belsd fiil sejttenyészetben.

A PACAP protektiv szerepét oxidativ stressz-indukélta karosodassal szemben
eldszor kisagyi szemcsesejt kultdraban mutattak ki (Vaudry et al. 2002), de az6ta szamos
mas, nem csak neuronalis sejtvonalon is kimutattak a PACAP antiapoptotikus hatasat
kiilonboz6 karosité hatdsokkal szemben (Somogyvari-Vigh és Reglddi 2004; Vaudry et
al. 2009). A PACAP antiapoptotikus hatdsanak molekularis bioldgiai hatterét vizsgaltak
mar a kisagyi szemcsesejteken kivul tobbek kozott retindban, PC12, mikroglia,
szivizom, endothel és vesesejteken is. A PACAP védo hatasanak hatterében szamos,
részben egymassal konvergalo jelatviteli atvonal all, és a hatas kdzvetitéseért csaknem
minden esetben a PAC1 receptor felelés. A PACAP a PAC1 receptorokon keresztil
aktivalja az adenilat ciklazt, és a foszfolipaz C-t, melynek hatasara cCAMP-fiigg6 és attol
fliggetlen utvonalak aktivalodnak. A PKA Gtvonal aktivacioja soran az antiapoptotikus
hatdsi ERK foszforilaci6 megemelkedik, a proapoptotikus JNK és p38MAPK
foszforilacié pedig gatlodik, valamint aktivalodik a CREB foszforilacidja is. Az
apoptdzis mitokondrialis Utvonalat is befolyasolni képes a PACAP, ugyanis a Bcl csalad
antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2, Bcl-xL), mig proapoptotikus tagjait inaktivalja
(Bad, Bax), részben a 14-3-3 fehérje segitségével. A 14-3-3 fehérje foszforilalja a Bad-
ot, ami ennek hatasara nem tudja megk®tni és inaktivalni a Bcl-2 és a Bel-xL fehérjéket.
A Bcl csalad antiapoptotikus hatadsanak kovetkeztében csokken a mitokondriumbdl
kiszabadul6 citokrém c szint a citoplazmaban, ami tovabbi apoptdzist gatlo hatassal
rendelkezik. A PACAP nemcsak a cCAMP Utvonalon keresztil, hanem a foszfolipaz C
(PLC), inozitol trifoszfat (1P3) és diacilglicerin (DAG) utvonalon keresztil is hat, és

végul ezen utvonalak egymassal konvergalva a kaszpaz aktivitast csokkentik. A kaszpaz-
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3 aktivitasanak gatlasat mas kutatocsoportokhoz hasonléan mi is igazoltuk, de a PACAP
més kaszpazok hatésat is gatolni képes. A PACAP képes gatolni a mikroglia sejtek
citokin aktivaciojat is, valamint mas kaszpaz fuggetlen utvonalon keresztil is gatolni
képes az apoptozist, példaul az AIF kidramlasat is gatolja. Mindezen utvonalak egyuttes
hatdsa allhat a PACAP neuroprotektiv és altalanos citoprotektiv hatasanak hatterében
(Somogyvari-Vigh, Reglédi 2004; Vaudry et al. 2009) (1. abra). Osszefoglaldoan
megallapithatjuk, hogy munkénkkal szélesitttik azon leirt sejttipusok korét, ahol a

PACAP védo hatast fejt ki oxidativ stressz indukalta sejtpusztulassal szemben.

4.2. Exogén PACAP kezelés hatdsa az endolympha fehérje dsszetételére

Munkam soran vizsgaltuk csirkék endolympha fehérjéinek Osszetételét exogén
PACAP kezelés hatasara, de szignifikans valtozast nem tudtunk detektalni.

Az endolympha és perilympha fehérje Osszetételének vizsgalata normal és
patologias korllmények kozott segitséget nydjthat a belsé fiill mitkédésének pontosabb
megismeréséhez. Emberi perilympha vizsgalata nehézkes, mivel a mitét soran vett
mintdk vérrel szennyezddhetnek, igy altaldban nem alkalmasak pontos analizisre. Post
mortem vizsgalatokkal prealbumint, albumint, az-antitripszint, al-antikimotripszint,
transzferrint, B2-transzferrint identifikaltak human perilympha mintakban (Arrer et al.
1988).

Tekintettel arra, hogy endolympha nyerése technikailag még nehezebb, mint a
perilymphaé, igy foleg allatkisérletekbol ismert a fehérje dsszetétele. Az endolympha
protein Osszetétele hasonld a perilymphaéhoz, de fehérje tartalma &tszor-nyolcszor
alacsonyabb, ez arra enged kdvetkeztetni, hogy az endolympha fehérjéi a perilymphabdl
szarmaznak. Valoszin{i, hogy a perilympha fehérjéi atjutnak a ligamentum spiralén a
bazalis és a marginalis sejtekbe, igy transzportalodnak az endolymphaba. Néhany, a
plazmabdl szarmazo proteinben relative gazdag az endolympha, mint peldaul
apolipoprotein J és D-ben, melyek feladata valdszintileg az endolymphatikus térben 1év6
sejtmembranok védelme. A kis szamban jelenlévd gliikozilalt fehérjék folyamatosan
szekretalédnak az endolymphaba specialis epithelialis sejtek altal, és feladatuk, hogy
fenntartsak a  strukturdlis és  funkciondlis integritasat az  extracellularis
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szuperstrukturaknak, mint példaul a membrana tectorianak, vagy a félkoros ivjatatokban
talalhat6 cupulaknak. Ezek a makromolekuldk a saccus endolympaticusba szallitddnak
el, majd eliminalédnak onnan (Thalmann and Thalmann 1999).

A fll-orr-gégészek altal sokat kutatott Meéniére betegseg hatterében
endolymphaticus hydrops valdsziniisithetd. Ezen betegség patogenezisének kutatisa
kapcsan merult fel a saccus endolympaticus fehérjetartalménak vizsgalata is, tekintettel
arra, hogy jelen ismereteink szerint fontos szerepe van az endolympha szekréciojaban,
felszivodasaban, térfogatanak szabalyozasaban, valamint a mar nem szlkséges
molekuldk elimindlasdban. A saccus endolymphaticus teljes fehérjetartalma
megkozelitéleg 40%-ban egyezik a plazmaéval és hasonld a fehérje mintazata is. A
cochleaban 1évé endolymphanak 40-szer kisebb a fehérjetartalma, benne szdmos
prominens fehérjét azonositottak: albumin, o-Kimotripszin, a-antitripszin, o-HS-
gliikoprotein, transzferrin, ApoD, ApoJ, fetuin. A legfeltiinébb kiilonbség, hogy mig a
saccus endolymphaticusban nincs, addig a cochleéris endolymphéanak szignifikansan
magas az ApoD fehérje tartalma, mely relative nagy koncentraciéban megtalalhat6 még
a liquorban valamint a perilymphaban, a plazmaban viszont nagyon alacsony a
koncentracidja. A belsdfiilben a sacculusban és az utriculusban 1évd biodsvanyok, az
otoconiumok fehérje Osszetételét is vizsgaltak, és foként osteopontint és fetuint
azonositottak. Az osteopontinnak fizioldgiés kortlmények kozott a sejtek adhézidjaban
és az extracellularis matrix fehérjéinek megkotésében van szerepe, valosziniileg az
otoconiak szintézését segiti. Fetuin megtalalhatdé az endolymphaban is, ismert
kalcifikéacidt gatlo hatasa. Feltételezik, hogy szabalyoz6 szerepe van az otoconiumok
szintézisében, gatolja azok tulsagos Kkalcifikacidjat. A Corti-féle szerv fehérje
tartalmanak vizsgalata soran elektroforézissel tobb prominens fehérjét talaltak: OCP1,
OCP2, calmodulin, calbindin. Immunhisztokémiai és in situ hibridizaciés technikak
segitségével a kiils6 szérsejtekben oncomodulint, a belsé szorsejtekben a-parvalbumint
mutattak ki (Thalman et al. 2006).

A perilympha €s endolympha Osszetételét tehat emberben és foleg tengerimalacban
mar sok kutatdcsoport vizsgalta, de a csirke endolympha 0sszetételével kapcsolatban
kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre. Madarak belsd fiilének vizsgalata soran foként
az endolympha és perilympha iondsszetételét (Na*, K*, Ca?*, CI") vizsgaltak, ugyanis
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ezeknek fontos szerepiik van a szdrsejtek aktivacidjanak szabalyozasadban (Runhaar et
al. 1991; Sauer et al. 1999), de a fehérjedsszetételre vonatkozéan nem talaltunk pontos
irodalmi adatot. Vizsgalataink soran a csirke endolympha protein dsszetétele komplex
mintazatot mutatott, szamos protein csucs volt detektdlhatdé a 14 és 81 kDa
moddszeriinkkel nem volt lehetdség.

Szémos kutatds iranyul tehat a peri- és endolypmha dsszetételének vizsgalatara
(Thalmann et al. 1992, Swan et al. 2009), és kimutattak, hogy a perilympha fehérje
tartalma bizonyos koéros allapotok soran megné. Ezt tapasztaltak acusticus
neurindmaban (Lysaght et al. 2011), Hakuba és munkatarsai pedig 2000-ben kimutattak,
hogy a megfeleld glutamat transzporter hianyaban (GLAST) a perilympha
glutamattartalma zajkarosodas esetén megemelkedik.

A PACAP kezelés hatasara 1étrejove esetleges valtozasok a fizioldgiastol eltérd
cochleéris vagy vesztibularis funkciokra is utalhatnak. Vizsgélataink soran szignifikans
eltérést nem tudunk kimutatni az exogén PACAP kezelés hatdsara, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az altalunk alkalmazott kezelés jelentdsen nem befolyésolta a
fiziologias funkcidkat.

Béar munkéank sorén nem talaltunk szignifikans eltérést az exogén PACAP kezelés
utan az endolympha fehérje dsszetételében, az a tény, hogy a PACAP és a PACL jelen
van a stria vascularisban, kozel az endolymphatikus térhez, azt sugallja, hogy a PACAP-
nak szerepe lehet az endolympha termelésében, potencialjanak és/vagy 0sszetételének
szabalyozéasaban (Abu-Hamdan et al. 2006). A PACAP endolympha termelésre kifejtett
hatasénak feltérképezése tovabbi vizsgélatokat igényel. Tekintettel arra, hogy az
endolympha fehérjéi a perilymphabdl szarmaznak (Thalman és Thalman 1999), jelenleg
mar folynak azon kisérleteink, ahol human perilympha mintakban - melyeket cochlearis
implantaci6 mitéte soran nyeriink - vizsgaljuk a PACAP jelenlétét eés fehérje
Osszetételének valtozasat kiillonb6zo pathologias elvaltozasok soran. Az elmult években
tobb kutatocsoport is foglalkozott a human perilympha vizsgélataval, nemrégiben
Lysaght és munkatarsai (2011) 271 féle kiilonboz6 fehérjét mutattak ki a perilymphabdl
tomegspektrometria segitségével. Ebben a vizsgalatban 2 betegcsoporttdl gytljtottek

perilymphat, az egyik csoportban vestibularis schwannoma mtét, a masik csoportban
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pedig cochlearis implantacio kapcsan. Minden betegnél sulyosfokd idegi
hallascsokkenés volt mérhetd. Perilympha vizsgélatat azért tartottdk fontosnak, mert
elhelyezkedése alapjan feltételezhetd, hogy belsé ful karosodas esetén a perilymphéban
nagyobb koncentracioban jelennek meg a karosodott sejtek altal kibocsatott feherjék,
mint a vérben vagy a liquorban. Osszehasonlitva a mintakat, 71 fehérjét azonositottak,
melyek jelen voltak mindegyik mintdban. Ezeket a fehérjéket dsszevetve a korabbi
vizsgalatban taldltakkal (Thalmann et al. 1994) 91%-ban talaltak egyezést, tovabba
Ujonnan 46 fehérjét azonositottak. Tovabb vizsgalva a perilympha mintakat, 15 fehérjét
javasolnak a jovOben biomarkerként hasznalni vestibularis schwannomas betegekben
annak vizsgalatéra, hogy okoz-e a tumor idegi hallascsokkenést vagy nem. Hasonl6nak
talaltak a perilympha fehérje dsszetételét a plazma és a liquor fehérjéivel, azonban
szamszerli Osszehasonlitas ebben a vizsgalatban nem volt lehetséges. Szintén
hasonlosagot fedeztek fel az emberi és az egér perilympha fehérjéi kozott, igy felmertl
egér modell hasznalata a belsd fiil betegségek biomarkereinek kutatasdban (Lysaght et
al. 2011).

Célunk a késébbiekben human endolympha minta gyiijtése is, ami miitét soran két
esetben lehetséges: labyrinthectomia és a saccus endolymphaticus drenalasa -
saccotomia kapcsan. Ezen nagyon ritka miitéteket olyan Ménicre betegeken végezzik,

akiknél konzervativ terapiaval nem érhet6 el a tiinetek jelentds javulasa.

4.3. Vad tipusu és PACAP-génhidnyos egerek belsé fiilének 0sszehasonlitd

vizsgalata

Munkank soran eldszor 5 napos vad tipusi és homozigota PACAP-génhianyos
egerek belsd fiilében vizsgaltuk a PAC1 receptor és a Ca*-kotd fehérjék expresszidjat
szovettani modszerekkel. Haematoxilin-eozin festéssel nem talaltunk eltérést a belsé fll
felépitésében a két allatcsoport kdzott, azonban immunhisztokémiai vizsgalatokkal
szignifikans kilonbséget talaltunk a PACL1 receptor és a Ca*-kotd fehérjék tekintetében
a homozigota PACAP-génhianyos egerek belsé és kiils6 szOrsejtjeiben a vad-tipusu

egerekhez képest.

44



A bevezetesben mar emlitesre kertlt, hogy az endogén PACAP hianya szdmos szerv
mikodésében okoz eltéréseket a génhianyos egerekben a vad tipust egerekhez
hasonlitva, ezért érzékenyebben reagalnak kiilonbozé karositd hatasokra. Elettani
funkcioik normalistol eltérdek, alacsonyabb a szaporodasi képességiik, magasabb a
haladlozasi aranyuk, eltérést mutatnak egyes szervek pl. a fogak fejlddésében, memoria-
és magatartds zavaraik is vannak, példaul depressziohoz hasonl6 tiinetekkel
rendelkeznek. Fajdalomra és stresszre adott valaszaik is sokszor a normalistol eltéréek
(Reglddi et al. 2012; Gaszner et al. 2012a,b; Sandor et al. 2010; Sandor et al. 2014).
Néhany tanulmanyban morfologiai eltéréseket is talaltak: a kisagy fejlédése sulyosan
érintett PACAP-génhianyos egerekben (Allias et al. 2007); bar sulyra és nagységra nincs
kilénbség (Vaudry et al. 2005), azonban szOvettani vizsgalattal kimutattak, hogy 4.
posztnatalis napon a kiilsé, a 7. posztnatalis napon pedig a belsé szemcsés réteg
vekonyabb szignifikdnsan. A szemcsesejtek differencialédasa késik, mig a
természetesen el6forduld sejthaldl emelkedett az egyedfejlodés soran PACAP-
génhianyos egerekben (Allais et al. 2007). Mas kisérletben a normalistdl eltéré axonalis
arborizaciot talaltak a gyrus dentatusban ezekben az egerekben (Yamada et al. 2010).
Kisérletesen el6idézett encephalomyelitisben a PACAP-génhianyos egerekben
sulyosabb klinikai és patoldgiai elvaltozasokat talaltak (Tan et al. 2009). Motoros ideg
sérulés esetén csokkent regenerécidt és fokozott gyulladasos valaszt (Armstrong et al.
2008), gerincveld sériilésekor nagyobb karosodott teriiletet és az idegi funkcidk csokkent
javulasat tapasztaltak ezekben az egerekben (Tsuchikawa et al. 2011). Endotoxin
indukalta szubakut léguti gyulladasban a PACAP-génhianyos egerekben fokozott 1éguti
hyperreaktivitast, sulyosabb gyulladas éltal okozott szdvettani elvaltozésokat valamint a
myeloperoxidaz aktivitas jelentdsen emelkedését mutattdk ki vad egerekhez képest
(Elekes et al. 2011). Doxorubicin altal indukalt cardiomyopathiaban a PACAP-
génhidnyos egerek mortalitdsa jelentdsen emelkedett -megkozelitdleg 20% volt tulélo -
és a reaktiv oxigén metabolitok szintje 30%-al volt magasabb, mint vad tarsaikban (Mori
et al. 2010). Ischaemias vesekarosodas esetén PACAP-génhianyos egerekben nagyobb
szoveti karosodas volt detektalhatd, példaul tubularis és Bowmann tok tagulat, fokozott
fehérvérsejt infiltracio (Szakaly et al. 2011). Ischaemias vékonybél karosodas esetén

mind a kvalitativ, mind a kvantitativ szovettani karosodasokat nagyobbaknak talaltak
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PACAP-génhianyos egerekben (Ferencz et al. 2010a). Vastagbélgyulladast modellez6
kisérletben a klinikai tiineteket, a gyulladas szdveti jeleit valamint ezzel 6sszefliggésben
a colorectalis tumor kialakulasanak lehet0ségét fokozottnak talaltak PACAP-génhianyos
egerekben (Azuma et al. 2008; Nemetz et al. 2008). Kisérletesen el6idézett allergias
kontakt dermatitisben fokozott gyulladasos reakciot és nagyobb 6déma képzodést
figyeltek meg (Kemény et al. 2010), és a szemet ér6 ischaemias vagy toxikus karosodas
esetén is nagyobb retinalis kdrosodast és az apoptotikus markerek emelkedését talaltadk
ezekben az egerekben (Endo et al. 2011, Szabadfi et al. 2012).

Osszegezve megallapithatd, hogy az idegrendszer és a periférias szervek kiilonbdzo
karosodasai esetén a PACAP hianya fokozott sériilékenységet okoz. Altalanosan
elfogadott, hogy a PACAP protektiv hatdsa komplex reakciok sorozataként jon létre,
mint példaul antioxidans, antiapoptotikus és gyulladascsokkentd hatasok révén. Ezeket
a mechanizmusokat tdmasztjdk ald az el6zdekben emlitett vizsgédlatok eredményei,
miszerint a PACAP hianya fokozott apoptézist, gyulladasos folyamatokat és oxidativ
stresszt okoz, sériilékenyebbé téve az idegrendszert és a periférias szerveket (Reglédi et
al. 2012). Egy 2014-ben megjelent kdzleményben munkacsoportunk elséként vizsgalta
és hasonlitotta 0ssze vad és PACAP-génhianyos egerek kiilonbozé agyteriileteinek
fehérjéit MALDI TOF tomegspektrometrids modszerrel (Maéasz et al. 2014). A vizsgéalat
allapitottak meg PACAP-génhianyos egerekben, 4 fehérje esetén nem talaltak
kilonbséget a vad egerekkel Osszehasonlitva. Azon fehérjék, melyek tekintetében
downregulaciot talaltak, az oxidativ stressz elleni és antioxidans védelemmel hozhat6ak
osszefliggésbe, valamint glikolizal6 enzimek egy csoportja. Az ATP szintdz esetén
upreguléciét taladltak a PACAP-génhianyos egerekben. Az eredmények arra utalnak,
hogy az endogén PACAP sziikséges a kedvezd energia egyensuly biztositdsdhoz és
hidnyaban a szervezet sériilékenyebb a karositdé hatasokkal szemben. Az is
feltételezhetd, hogy a PACAP-génhianyos egerek a serllt energia egyensulyt az ATP
szintaz emelésével kompenzaljak normal kortilmények kozott. Ez lehet a magyarazata
annak is, amit mas vizsgalatban talaltak Ohtaki és munkatarsai (2010), hogy a fiatal
PACAP-génhianyos egerekben miért nem emelkedett az oxidativ stressz szint

ellentétben az idésebb allatokkal. Tobb mas fehérje esetén is volt kiilonbség, példaul
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szerkezeti fehérjék tekintetetében, azonban ezek funkcionalis jelentdsége még vizsgalat
alatt all. Osszegezve megallapithatd, hogy az endogén PACAP hatéassal van az energia
homeosztazisra, mely annak hianyaban séril. Megvaltozott, koros kérulmények kozott
a PACAP-génhianyos egerek ezt a megbillent energia egyensulyt nem tudjak
kompenzalni, ezért sokkal sériilékenyebbek kiilsé karosodasokkal szemben (Madasz et al

2014).

4.3.1. PACL receptor expressziojanak dsszehasonlito vizsgalata

Az immunhisztologiai 6sszehasonlito vizsgalataink soran a vad-tipusu egerek kiilsé
és bels6 szorsejtjeiben, valamint a Deiters-féle tAmasztdsejtekben is talaltunk PAC1
receptor expressziot. Eredményeink a PAC1 receptor lokalizacidjat tekintve a bels6
fulben megfelelnek a korabbi irodalmi adatoknak. Abu-Hamdan és munkatérsai 2006-
ban kimutattak patkany cochledban a PAC1 receptornak két variansat. Drescher és
munkatarsai (2006), hasonléan a mi vizsgalatainkhoz, PAC1 receptor pozitivitast
talaltak szérsejtekben és Deiters-féle tdmasztosejtekben is. Munkacsoportunk elséként
végzett immunhisztologiai vizsgalatokat PACAP-génhianyos egerek belsé fiilében.
Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a homozigdta PACAP-génhianyos egerek belso és
a kiils6 szérsejtjeiben, valamint a Deiters-féle timasztosejtekben talalt PACL receptor
expresszié szignifikdnsan alacsonyabb volt a vad-tipust tarsaikhoz képest. A PAC1
receptorok idegrendszeri expresszidjanak pontos szabalyozasa még nem teljesen ismert,
de Girard és munkatarsai (2006) is fejlédésbeli késést mutattak ki mind a harom receptor
altipus agyi expressziojaban PACAP- és VIP-génhianyos egerekben vad-tipusu
tarsaikhoz képest. A PACAP-rdl ismert, hogy indukalja sajat receptoranak, a PAC1
receptornak is az epressziojat. Eredményeink ezzel is 6sszefiiggésben lehetnek, mivel

endogén PACAP hianyaban a PAC1-medialta folyamatok is valdsziniileg csokkennek.
4.3.2. Ca?*-koto fehérjék expresszidjanak osszehasonlito vizsgalata

A Ca?*-kotd fehérjék detektalasa soran parvalbumin, calretinin és calbindin
immunpozitivitast vizsgaltuk 5 napos vad tipust és homozigéta PACAP-génhianyos
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egerek kiilsé és a bels6 szorsejtjeiben. Osszehasonlito vizsgalatainkhoz az 5 napos kort
olyan vizsgélatok alapjan valasztottuk, melyek bizonyitottak, hogy ezek a fehérjék ebben
az idOpontban mar expresszalddnak a szdrsejtekben.

Calretinin immunreaktivitas a belsé szérsejtekben az 19. embrionalis nap és a
szlletes kozott jelenik meg, mig a kiils6 szorsejtek a posztnatalis 1. naptol expresszaljak.
Mind a bels6, mind a kiils6 szoérsejtek pozitivak a 4. posztnatalis napon, de a 10. naptdl
a kiilsd szdrsejtekben az immunpozitivitds kezd eltlinni (Dechesne et al. 1994).
Tengerimalacok, feln6tt patkanyok, mongoliai futdegerek cochledinak vizsgalata soran
az egerekéhez hasonld calretinin eloszlast talaltak (Dechesne et al. 1991; Pack és
Slepecky 1995).

A parvalbuminnak két izoforméja van, az alfa- és béta-parvalbumin (Pauls et al.
1996). Patkany cochleaban a béta-parvalbumin expresszidja posztnatalis 2.-4. nap kozott
kezdddik, mig az alfa-parvalbumin expresszidja a sziiletés el6tt kezdddik és magas
marad a feln6tt kor sordn is (Hackney et al. 2005; Yang et al. 2004). Sakaguchi és
munkatarsai (1998) hasonl6 eredményeket talaltak egerek és futdegerek belsé fiilében.

Calbindint talaltak patkdnyokndl mind a bels6, mind a kilsé szorsejtek
citoplazmajaban a posztnatalis 7. napon, majd utana expressziojuk csokken mind a két
fajta szérsejtben az érés soran, majd a 26. posztnatalis napra a bels6 szOrsejtekbdl
teljesen eltlinik (Hackney et al. 2005).

A Ca?*-kotd fehérjék (calretinin, calbindin, parvalbumin) fontos szerepet jatszanak
a citoplazmalis Ca?* ionok pufferolasaban, befolyasoljak a Ca?*-hoz kotott jelatviteli
utakat és a Ca?* homeosztazist is (Schwaller 2010). Régota ismert, hogy az emelkedett
sejten beltli Ca* koncentracid minden sejtre, igy a szérsejtekre is karos hatassal van
(Orrenius et al. 1992; Trump és Berezesky 1996), mert olyan Ca?*-fiiggd folyamatokat
indukal, melyek végeredményben a sejt apoptotikus vagy nekrotikus pusztulasat
okozzak. A kiilonboz6 ototoxikus agensek és a tulzott zajterhelés - mint vezetd okai a
stketségnek - oly médon érik el hatasukat, hogy fenntartjak az ilyenkor megnévekedett
Ca?* koncentraciot a szorsejtekben (Ikeda et al. 1988; Li és Steyger 2009). Ez gy jon
létre, hogy a megemelkedett extracellularis Ca?* koncentracié hatasara a sejthartyan is
nagyobb mennyiségli Ca?* ion jut be a sejtbe, ami a szdrsejtek tartdsan megndvekedett

Ca?* koncentracidjahoz vezet (lkeda et al. 1988; Fridberger et al. 1998; Lendvai et al.
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2011). Mas esetekben is megfigyelték az endolympha Ca?* koncentracidjanak
emelkedését, amely karos lehet a szOrsejtekre, példaul sebészileg -eldidézett
endolymphaticus hydropsban (Salt és DeMott 1994). A Ca?*-indukalta sejtkarosodas
kivédhetd, ha a sejten beliili Ca?* emelkedést gatoljuk, amiben a Ca?*-koté fehérjéknek
fontos szerepe van (Gilbert et al. 1995).

Vizsgélataink soran azt taldltuk, hogy a homozigéta PACAP-génhianyos egerek
szorsejtjeiben a Ca?*-kotd fehérjék expresszidja szignifikansan magasabb a vad-tipust
egerekhez képest. Szamos irodalmi adat szamol be arro6l, hogy kiilonb6z6 hallaskarosito
hatasok (zaj, oregedés) kdvetkeztében megemelkedik a Ca?*-kot6 fehérjék expresszidja
a belsé fiilben. Korabban kimutattak, hogy hang stimulécié hatasara a Ca?*-kotd fehérjék
expresszidja megné a colliculus inferiorban (Idrizbegovic et al. 1999) és a nucleus
cochlearisban (Idrzbegovic et al. 1998). A presbyacusist modellez6 C57-es egértorzs
vizsgalata soran bebizonyitottak, hogy a bels6 fiilet érintd degenerativ elvaltozasok
modositjdk az idegrendszer homeosztazisat Ugy, hogy az oOregedés folyaman a
posteroventralis és dorsalis cochlearis magok neuronjaiban megndvelik a Ca?*-kotd
fehérjék aranyat, ugyanis a parvalbumin és calretinin immunpozitivitasanak emelkedését
figyeltétk meg mindkét mag esetében 1-30 hdnapos egereket vizsgalata soran
(Idrizbegovic et al. 2003). Hasonld eredményeket taldltak az idegi hallasvesztés
modelljeként szolgalé 24 honapos BALB/c egerekben is (ldrizbegovic et al 2006).
Ebben a kisérletben kimutattak a Ca?*-kotd fehérjék expresszio novekedését a nucleus
cochlearisban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a korral jaré Ca?*-indukalta toxicitas
kivédésében fontos szerepiik lehet a Ca?* -kotd fehérjéknek.

Tekintettel arra, hogy a sejtdegeneracié hatterében gyakran a Ca®** homeosztazis
karosodasa 4ll, ezért feltételezhetd hogy a Ca®*-kotd fehérjéknek védd szerepiik lehet
egyes neuronalis karosodasokban (Heizmann 1992). lacopino és mtsai (1992) vizsgaltak
a Ca?*-kotd fehérjék szintjét (calbindin) idegsejtekben kiilonbézé neurodegenerativ
modellekben, koztiik Parkinson-kor modellben is, ahol a substantia nigra karosodott
sejtjeinek tobbsége nem, azonban a joval kisebb szamu talélé sejtek tartalmaztak
calbindint. Egy masik kutatocsoport status epileptikust kdvetéen vizsgalta a
hippocampalis sejtek Ca?*-kotd fehérje expresszidjat, és arra a feltételezésre jutottak,

hogy a calretinin és parvalbumint expresszalé sejtek szdménak csokkenése fontos

49



szerepet jatszhat az epilepszia progressziojaban (van Vliet et al. 2004). Hippocampus
idegsejtkultiraban a glutamat kezelés kéros intracellularis Ca?* koncentraciénévekedést
hoz létre. Ebben a modellben vizsgaltdk exogén PACAP kezelés hatdsat, ami PAC1
receptoron keresztill gatolta az intracellularis Ca?* koncentracionévekedést, igy
megvédte a sejteket a glutaméat-indukalta karosodassal szemben (Dong et al. 2000).

A PACAP-génhianyos egerekben talalt emelkedett Ca?*-kotd fehérje expresszid
hatterében allo folyamatok még nem teljesen ismertek. Az irodalmi adatokkal 6sszevetve
eredményeinket feltételezhetd, hogy a belsd fiilet érint6 kiilonb6z6 karosodasok hatasara
az endolympha Ca?* koncentracidja megnd, mely a szOrsejtekben az intracellularis Ca?*
koncentracié megemelkedését okozza, amely hatassal szemben a szorsejtek fokozott
Ca%*-kotod fehérjék expresszidval védekeznek. Kisérletlinkben a PACAP-génhianyos
egerekben a vad tipushoz képest a Ca?*-kotd fehérjék joval nagyobb expresszidjat
talaltuk, ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP hidnya megndvekedett endolympha
Ca®* koncentraciot okoz, mely kozvetetten a Ca?*-koté fehérjék emelkedett
expressziojdhoz vezet. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a PACAP-nak fontos
szerepe van a szorsejtek Ca?" homeosztazisaban, és hianya esetén a szdrsejtek joval
sériilékenyebbek toxikus hatdsokkal szemben hasonl6an méas kdrosodasokhoz. Méasrészt
lehetséges, hogy endogén PACAP hidnyaban a megbillent védekezbérendszer
egyensllyanak fenntartdsa érdekében novekszik a Ca?*-kotd fehérjéknek az

expresszioja.

4.3.3. Kanamycin-indukalta ototoxikus karosodas vizsgalata vad tipusu és

PACAP-génhianyos egerekben

A kanamycin-indukalta ototoxikus karosodas vizsgalata soran az allatokat 5 napos
korban kezeltuk kanamycinnel és fizioldgias sooldattal, majd 7 napos korban vizsgaltuk
a vad tipusi és PACAP-génhidnyos egerek szOrsejteiben a Ca?*-kotd fehérje
expresszidjanak valtozasat. Ebben a kisérletben a homozigdta PACAP-génhianyos
egerek mellett heterozigéta PACAP-génhianyos egereket is vizsgaltunk, ugyanis az
elmult években egyre szélesebb kdrben hasznaljak a heterozigota egereket a homozigota

egerek magas mortalitdsa miatt (Endo et al. 2011; Tsuchikawa et al. 2012). A
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homozigdta egerekhez hasonléan a heterozigbta PACAP-génhianyos egerek is
érzékenyebbek kiilonboz6 idegrendszeri-, vese-, és bélkarositd hatasokkal szemben a
vad egerekhez képest (Vaudry et al. 2005; Chen et al. 2006; Ohtaki et al. 2006;
Armstrong et al. 2008; Ferencz et al. 2010a; Tan et al. 2009; Nakamachi et al. 2010;
Szakéaly et al. 2011, Reglédi et al. 2012). Heterozigota PACAP-génhianyos egerek
vizsgalata soran stroke modellben magasabb mortalitast és 25%-al emelkedett agyi
0démat talaltak (Nakamachi et al. 2010). GerincvelOsériilést kovetéen ezekben az
egerekben nagyobb volt a karosodott teriilet nagysaga, a serllt idegsejtek szama
valamint a funkcionalis veszteseg mertéke 6sszehasonlitva a vad egerekhez képest
(Tsuchikawa et al. 2011). Kisérletesen eldidézett cardiomyopathiaban a heterozigéta
PACAP-génhanyos egerek tulélése 50%, a homozigdta PACAP-génhianyos egereké
20%, a vad tipusu egereké 90% volt. Echocardiografids vizsgalattal enyhe, de
szignifikdns funkcionalis csokkenést mértek a heterozigota PACAP-génhianyos
egerekben, valamint fénymikroszkopos szdvettani vizsgalat sordn 30%-al nagyobb
szivizom fibrdzist és degenerativ elvaltozasokat talaltak ezen egerekben (Mori et al.
2010).

Vizsgalataink soran a homozigdta egerekhez hasonléan a heterozigota egerek
szdérsejtjeiben is emelkedett Ca?*-koté fehérje expressziot detektaltunk a vad-tipusl
egerekhez képest kontroll korilmények kozott, de a parvalbumin expresszio
szignifikdnsan alacsonyabb volt a heterozigéta egerekben a homozigdta egerekhez
viszonyitva. May és Vizzard (2010) hasonl6 eredményeket kaptak a PACAP-génhianyos
egerek hugyhdlyagjanak morfolégiai és funkcionalis vizsgalata sordn, ugyanis a
heterozigota egerek enyhébb patoldgias eltéréseket mutattak homozigéta tarsaikhoz
képest.

Kanamycin-kezelést kovetden is szignifikans eltéréseket talaltunk a 7 napos
PACAP-génhianyos és vad-tipust egerek szorsejtjeinkek vizsgalata soran. A legtobb
ototoxikus allatmodellben felnétt allatokat tanulmanyoznak, azonban az 0jsziiltt allatok
éretlen bels6 fiile fokozottabban érzékeny az aminoglikozid indukéalta ototoxicitasra
(Bernard 1981; Pujol 1986). Egerekben és patkanyokban a hallas érése a posztnatalis
id6szakban fejezddik be, ezért ezek az allatok jo modellként szolgalnak az ototoxicitas

patomechanizmusanak vizsgalatara (Osako et al. 1979; Marot et al. 1980; Lenoir et al.
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1983; Prieve és Yanz 1984; Henley és Rybak 1995). A jelen kisérletben 5 napos egereket
kezeltlink kanamycin egyszeri nagy dézisaval (1mg/g testsuly), mely vezethet gén vagy
fehérje expresszid véaltozashoz (Taylor et al. 2008). Vizsgalatainkban kanamycin
kezelést kdvetden szignifikdnsan megemelkedett parvalbumin expresszidt detektaltunk
a vad tipusu és a heterozigota PACAP-génhianyos egerekben, de az alaphelyzetben is
emelkedett parvalbumin expresszio a homozigéta PACAP-génhianyos egerekben
tovabb nem emelkedett szignifikansan. A calretinin expreszi6 csak a vad-tipusu
egerekben emelkedett szignifikansan a kanamycin kezelés utan, a homo- és heterozigota
PACAP-génhianyos egerekben az eredetileg is fokozott expresszio nem emelkedett
tovabb.

Az elsé 1épést az aminoglikozid altal kivaltott ototoxicitdsban a szabadgyodkok
fokozott termelése jelenti, mely apoptdzist okozva a sejtek halalahoz vezet. A 6
apoptotikus ut, amelyet az aminoglikozid antibiotikumok okoznak, az intrinsic
apoptotikus Gtvonal, melynek aktivacidja soran az intracellularis Ca?* koncentracio
megemelkedik citotoxikus szintet elérve (Orrenius et al. 1992; Trump és Berezesky
1996). A toxicitdas megallithaté a Ca?* koncentracid emelkedésének megel8zésével
(Gilbert et al. 1995), utalva a Ca?*-kotd fehérjék fontos védd szerepére ebben a
folyamatban. Kordbban mér tobb munkacsoport folytatott kutatsokat, hogy olyan
anyagot talaljanak, mely csokkenti, vagy esetleg kivédi az aminoglikozidok &ltal okozott
ototoxicitast. Ennek soran apotdzist gatld, szabadgyokoket semlegesitd, illetve
neurotrofikus faktorokat vizsgaltak, amelyek legtobb esetben csak az allatkisérletes
modellekben bizonyultak hatékonynak és a klinikai gyakorlatban nem. El6szor az
aszpirint tesztelték sikeresen gentamycin indukalta hallascsokkenésben (Sha et al. 2006;
Behnoud et al. 2009). Antioxidans anyagokat vizsgalva, az N-acetilcisztein mérsékelte
a hallascsokkenés el6fordulasat haemodializalt, gentamycinnel kezelt betegekben
(Feldman et al. 2007). Ezzel ellentétben az E vitamin alkalmazasa nem okozott
szignifikans védelmet gentamycin &ltal okozott hallascsokkenésben (Kharkheli et al.
2007). Masik lehetdség az ototoxicitas kivédésére az apoptotikus utvonalak blokkolasa.
A JNK ¢és a kaszpazok gatlasaval lehetdség nyilt a szdérsejtkarosodas mértékének

csOkkentésére aminoglikozid kezelést kdvetden (Pirvola et al. 2000). GDNF (glia sejt
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altal termelt neurotréfikus faktor) és mas neurotrofikus faktorok is védé hatast fejtettek
ki aminoglikozid okozta hallaskarosodast vizsgalo allatkisérletekben (Yagi et al 1999).

A PACAP-nak jol ismert az antiapoptotikus és az antioxidans hatésa (Ohtaki et al.
2010), ezért fontos szerepe lehet az aminoglikozidok altal indukalt ototoxicitas
kivédésében. A vizsgalati eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az emelkedett
Ca?*-kot6 fehérje expresszid talan késleltetni képes az apoptotikus tutvonalak
aktivacidjat. Feltételezziik, hogy az endogén PACAP hidnya patoldgias allapot a
szbrsejtek szamara, amelynek hatdsara a Ca?*-ko6t6 fehérjék expresszidja megemelkedik
mar normal korilmények kdzott is. A homozigota PACAP-génhianyos egerekben ez elér
egy olyan maximalis szintet, ahonnan a Ca?*-kotd fehérjék expresszidja mar nem képes
tovabb novekedni ototoxikus hatdsokra sem. Amint ezeknek a puffereknek az
aktivaciojat nem lehet upregulalni, igy nem képes tovabb kivédeni a sejt a Ca?* ionnal
valo taltoltédést, és ez az apoptotikus Utvonalak aktivalodasahoz vezet (Tombal et al.
2002).

Vizsgéalatainkkal el0szor sikeriilt kimutatni az endogén PACAP otoprotektiv hatasat
kanamycin indukalta bels6 fiil toxicitdsban. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az exogén PACAP-nak védé hatasa lehet kiilonb6z6 ototoxikus
behatasok esetén, bar tovabbi vizsgalatok szikségesek a PACAP pontos
hatasmechanizmusanak leirasara aminoglikozid altal indukalt ototoxicitasban.

A vilagon széles korben hasznaljak az aminoglikozid antibiotikumokat, mind a
fejl6dd, mind a fejlett orszagokban példaul életet veszélyeztetd jsziildttkori szepszis,
endocarditis, komplikalt hugyuti, hasi fertdzések, vagy osteomyelitis esetén (Radigan et
al. 2010). Cisztas fibrozisban, ahol a halalt 85%-ban a tiid6 megbetegedése okozza, a
talélést novelni lehet tobramycin vagy mas aminoglikozid rendszeres belélegzésével,
vagy intravénas alkamazasa altal (Frederiksen et al. 1996). Terhesség alatt bekovetkezett
komplikalt hugyuti fertdzésben is egyre gyakrabban alkalmazzdk a gentamycint az E.
coli megnovekedett ampicillinnel szembeni rezisztenciaja miatt, bar igy veszélyes lehet
a magzatra is, hiszen at tud jutni a placentan. Ezen fenti tulajdonsagot azonban ki lehet
hasznélni chorioamnionitis €s intrauterin fertdzések esetén (Lyell et al. 2010).

Fej-nyaksebészeti tumoros megbetegedések kemoterapids kezelésében korabban

évtizedeken at a cisplatin volt az egyik legtdbbet alkalmazott szer. Irodalmi kozlések
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szerint akar a betegek 93%-ban is okozhat idegi hallascsokkenést a cisplatin és ezidaig
még nem ismert olyan kezelés, mely ezen hatasat kivédené (Waissbluth et al. 2013). Az
aminoglikozid antibiotikumok és a cisplatin kétoldali idegi hallascsdkkenést okozhatnak
elészor a magas frekvencidkon, majd a mélyebb frekvencidkon is hosszabb ideig
alkalmazva. Az aminoglikozid antibiotikumok esetén vestibulotoxikus hatas is
jelentkezhet, kiilonb6z6 mértékben egyensuly zavart és/vagy szédilést is okozhatnak.
Az elézéekben emlitett mindkét gyogyszer hatasa altaldban prolongélt, napokkal,
hetekkel a terapia kezdete utan jelentkezik, illetve a tiinetek sulyosbodhatnak a kezelés
befejezése utan is (Schacht et al. 2012). Az aminoglikozidok altal okozott ototoxicitas
nagymértékben fiigg a vizsgalt betegcsoporttdl, a kezelés paramétereitdl, a beadas
maodjatol és hogy milyen kritérium alapjan hatarozzdk meg a hallascsokkenést. Akut
fertézés 5-7 napos kezelése esetén a betegek megkozelitéleg 20%-aban
halldscsokkenést, 15%-aban pedig egyensUlyzavart tapasztaltak korabbi vizsgalatok
sordn (Xie et al. 2011). Az American Academy of Audiology 2009-ben iranyelveket
hatarozott meg az aminoglikozid okozta hallaskarosodasok monitorozésara: tisztahang
audiometriat javasolnak végezni a hagyomanyosan mért frekvenciakon (125-8000 Hz)
valamint magasabb frekvenciakon is (8000-20000 Hz). A méréseket a kezelés
megkezdése el6tt, majd a kezelés sordn 1x vagy 2x egy héten, aztdn a kezelés
befejezésekor és utdna néhany hdnappal ajanljak elvégezni. Manapsag DPOAE
(distortion product otoacoustic emissions) vizsgalatokat is végeznek az el6zdek
kiegészitére, mely objektiv mddszer 1évén elengedhetelen az aminoglikoziddal kezelt
gyermekek halldsanak meghatarozasaban (Al-Malky et al. 2011). A DPOAE egy olyan
objektiv hallasvizsgalati modszer, mellyel a kiilsd szOrsejtek funkcigja jol
monitorozhatd, ezért hasznéaljak vilagszerte tobbek kozott Gjszildttkori hallasszirésre
valamint a belsé fuil kutatasban.

Audioldgusként tobb, ototoxikus szer altal eldidézett idegi hallascsokkent beteggel
taldlkoztam munkam soran. A cisplatin okozta hallaskarosodasok altalaban jol
rehabilitdlhatoak hagyomanyos hallokésziilékkel. Az aminoglikozid antibiotikumok
azonban tobb esetben oly mértékii, siiketséggel hataros hallascsokkenést okoztak, hogy
cochleéris implantaciot kellett végeznilnk. A jovoben nagy attorést jelentene egy olyan

otoprotektiv szer felfedezése, ami nemcsak az allatkisérletes modellekben, de a klinikai
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gyakorlatban is hatdsos lenne. Ezért a jovOben tervezziik az exogén PACAP kezelés
hatdsanak vizsgélatat ototoxikus modellekben, hogy tovabbi eredmeényekkel
alatdmaszthassuk a PACAP igéretes otoprotektiv hatasat.
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V. OSSZEGZES

1. Munkénk soréan igazoltuk a PACAP antiapoptotikus hat&sat csirke cochledbol
izolalt sejttenyészetben oxidativ stressz-indukalta karosodassal szemben.

2.Vizsgalataink soran nem talaltunk szignifikans eltérést a csirke endolymphajanak
fehérje Osszetételében PACAP kezelés hataséara.

3. Vizsgaltuk tovabba a PAC1 receptor és a Ca?*-kotd fehérje expressziot 5 napos
homozigota PACAP-génhianyos és vad-tipusu egerekben. Bar a fénymikroszkopos
struktdrak tekintetében nem talaltunk eltérést a ket Aallatcsoport kozott, azonban
immunhisztokémiai vizsgalatokkal szignifikans kulénbséget talaltunk a PAC1 receptor
és a Ca’*-kotd fehérjék expresszidjaban. A belso és a kiilsé szdrsejtekben, valamint a
Deiters-sejtekben taldltunk PAC1 receptor expressziot a homozigota PACAP-
génhianyos egerekben, de ez szignifikansan alacsonyabb volt 8sszehasonlitva vad-tipusu
tarsaikkal. Kimutattuk azt is, hogy a Ca?*-kotd fehérjék expresszidja magasabb
homozigota PACAP-génhianyos egerek szdrsejtjeiben vad tarsaikéhoz képest.

4. Az utolso kisérletben 7 napos vad, hetero- és homozigéta PACAP-génhianyos
egerek Ca?*-koté fehérje expresszidjat vizsgaltuk fizioldgias séoldat és kanamycin
kezelést kovetéen. Kimutattuk, hogy a Ca?*-kotd fehérjék expresszidja magasabb a
homozigota- és a heterozigota PACAP-génhianyos egerek szorsejtjeiben vad tarsaikéhoz
képest. Kanamycin kezelést kovetéen szignifikansan megemelkedett parvalbumin
expressziot detektaltunk a vad tipusu és a heterozigéta PACAP-génhianyos egerekben,
de az alaphelyzetben is emelkedett parvalbumin expresszié a homozigota PACAP-
génhianyos egerekben tovabb nem emelkedett szignifikansan. A calretinin expreszid
csak a vad tipust egerekben emelkedett szignifikansan a kanamycin kezelés utan, a
homo- és heterozigota PACAP génhidnyos egerekben az eredetileg is fokozott
expresszio nem emelkedett tovabb. Ez az endogén PACAP fontos védo funkcidjara utal
ebben az ototoxikus modellben.

Eredményeink alapjan valosziniisithetjiik a PACAP otoprotektiv szerepét, de a

hatdsmechanizmus pontosabb feltérképezése céljabdl tovabbi kierletek szlikségesek.
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