A PACAP ANTI-APOPTOTIKUS HATASA OXIDATIV STRESSZ
INDUKALTA SZiVIZOMSEJT, ENDOTHELSEJT
KAROSODASBAN ES GLUTAMAT INDUKALTA RETINALIS
DEGENERACIOBAN.

PhD értekezés tézisei

Racz Boglarka
Klinikai doktori iskola vezetd: Prof. Dr. Nagy Judit
Programvezeté: Prof. Dr. R6th Erzsébet

Témavezetok: Prof. Dr. Roth Erzsébet, Dr. Reglédi Dora

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Sebészeti Oktato és

Kutato Intézet

Pécs

2007



I. BEVEZETES

Az elmult évtizedek fontos kutatdsi teriiletévé valt az apoptozis
mechanizmusanak tanulméanyozéasa. A természetes sejthalal eme folyamatat egy gorog
hasonlattal jellemezték, mint "ahogyan a levelek hullanak le a far6l". Az apoptozis
fontos szerepet jatszik a soksejtii él6lények fejlodésében €s oregedésében, de ezeken
kiviil szdmos élettani miikkddés szabalyozasaban is részt vesz. A soksejtli szervezeteknek
sziikségiik van arra, hogy megszabaduljanak az ¢letmikodésiik szempontjabol
feleslegben 1évd, valamint az életfolyamatokat akadalyozo vagy az azokra veszélyes
sejtektol.

Az emberi szervezetben megkozelitéleg 50-70 billi6 sejt pusztul el naponta, &m
a szervezet igyekszik a sejtek osztodasa és az elhalt sejtek szama kozti egyensulyt
fenntartani. Az egyensily azonban felborulhat, ami sulyos k&vetkezményekhez
vezethet. Abban az esetben, ha a sejtek gyorsabban szaporodnak, mint ahogy
elpusztulnak a koros sejtburjanzéas, daganat és autoimmun betegség kialakuldsat
eredményezheti. Amennyiben a sejtek lassabban osztodnak, mint ahogyan pusztulnak,
sulyos sejtvesztéssel jardo betegségek, mint példaul neurodegenerativ korképek
alakulhatnak ki.

Az apoptdzis sordn szamos jelatviteli ut aktivalédhat, melyek koziil munkdm
soran a mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) csalad tagjait [extracellularis szignal-
regulalta kindz (ERK), p38MAPK (p38), c-Jun N-terminal kindz (JNK)], valamint a
cAMP-reszponziv elemkotd proteint (CREB); a Bel-2-t; a foszfo-Bad-et; az apoptdzis
indukalo faktort (AIF); a citokrom c-t és a kaszpaz-3 jelatvitelét vizsgaltam.

Ezen jelatviteli utak vizsgalata segitséget nyujt abban, hogy jobban
pontos ismerete elengedhetetlen az ujabb terapids lehetdségek kidolgozasahoz.
Kutatécsoportunk célja a hypophysis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP)
vizsgélata, mely neurotrofikus és neuroprotektiv hatdsa mar szamos kisérletben
bizonyitast nyert. Ertekezésem a PACAP antiapoptotukus hatisanak molekuléris
biologiai hatterét foglalja 0ssze oxidativ stressz indukalta szivizomsejt, endothelsejt

valamint glutamat indukalta retinalis sejtkarosodasok esetén.



II. HYPOPHYSIS ADENILAT-CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID (PACAP)

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivald polipeptidet 1989-ben izolaltdk birka
hypothalamusbo6l a hypophysisben kifejtett adenilat-ciklaz aktivalo hatdsa segitségével.
A szervezetben két, biologiailag aktiv formaban fordul eld, a 38 aminosavbol alld
PACAPI1-38, amely a szervezetben talalhato6 PACAP mennyiségnek mintegy 90%-at
teszi ki, valamint a 27 aminosavbol all6 PACAP1-27. A PACAP tagja a
szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) peptidcsaladnak. Szerkezete
67%-ban megegyezik a VIP struktirdjaval, de adenilat-cikldz aktivalé hatasa 1000-
10000-szer nagyobb a VIP hatdsanal.

A peptid szekvencidja azonos birkdban, patkdnyban és emberben. A 38
aminosavbol allo6 primer molekula megtaladlhaté az alacsonyabb rendii gerinces és
elégerinchtros allatokban is, ahol a struktira csak 1-4 aminosavban térnek el az
emberben taldlhato PACAP-t6l. Ez azt bizonyitja, hogy a filogenetikai fejlédés soran
szinte valtozatlanul konzervalodott molekula alapvetd élettani funkcidval rendelkezik.

A PACAP hatasat a szervezetben specifikus receptorok kozvetitik. A receptorok
hét transzmembran kart és egy intracellularisan G-proteint koté domént tartalmaz, mely
a VIP receptor csaladba tartozik. A nyolc altipussal rendelkezd PAC1 receptorok két-
harom nagysagrenddel nagyobb affinitdst mutatnak a PACAP-hoz, mint a VIP-hez, mig
a VPACI és VPAC2 receptorok a PACAP-ot és a VIP-t egyforma erdsséggel kotik. A
PACI1 a Gs-proteinen keresztiil GTP-dependens adenilat-ciklazt aktival, ezen keresztiil
noveli az intracellulalis cAMP-szintet, ami a protein kinaz A (PKA) aktivalasaval képes
beinditani a mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) ttvonalat.

Megjelenését és funkciojat tekintve, az un. ,,brain-gut peptidek” k6zé sorolhato,
ami azt jelenti, hogy megtalalhatok a kdzponti és periférias idegrendszer mellett mas
szovetekben is, tobbek kozott az endokrin mirigyekben €s gastointestinalis tractus teljes
hosszaban.

A PACAP felfedezése oOta széleskorben vizsgaljadk a centrdlis és periférias
idegrendszerre kifejtett hatdsait, ¢s szamos kisérletben bebizonyitottdk mar
neurotrofikus és neuroprotektiv képességét. In vitro, stimulalja a neuronok novekedését,
eldsegiti tulélésiiket, antiapoptotikus hatdssal rendelkezik, védi a neuronokat a

kiilonb6zé neurotoxikus hatdsokkal szemben, segiti a neuronok differencialédasat és

........



In vivo, PACAP védi a hippocampus CA1 sejtjeit globalis ischaemiaban és a cholierg
neuronokat a fornix atmetszése utan. A PACAP patkanyban csokkenti a karosodott
agyteriilet nagysagat, és javitja a neurologiai jeleket fokalis cerebralis ischaemiat
kovetéen. Nemrégiben bebizonyitottak, hogy a PACAP neuroprotektiv egér modellben
létrehozott tranziens fokalis ischaemiaban, és mas neuronalis karosodasok esetén, mint
példaul gerincveld és nervus facidlis sériilése esetén patkany modellben és nervus
opticus axotomiat kovetden is. A kiillonbozd neuropatoldgids elvaltozdsokat kovetd
PACAP upregulaciobol arra kovetkeztethetiink, hogy fontos szerepe lehet a posttraumas
regeneracidos folyamatokban. Munkacsoportunk mutatta ki a PACAP neuroprotektiv
hatdsat Parkinson-kér modellben, Huntington-chorea modellben valamint glutamat

indukalta retinalis degeneracioban.

III. CELKITUZES

A PACAP neuroprotektiv hatdsdnak molekuldris hattere még nem pontosan
ismert, ezért munkdm soran célul tiztem ki a PACAP hatasmechanizmusanak
feltérképezését oxidativ stressz indukalta szivizomsejt és endothelsejt karosodasban in

vitro, valamint glutamat indukalta retinalis degeneracioban in vivo.

1. Az jol ismert, hogy mind a PACAP, mind a PACAP receptorok jelen vannak a
szivizomban, azonban szivizomkarosodas esetén kifejtett esetleges protektiv hatdsat
még nem vizsgaltak. Ezért elso kisérletemben a PACAP lehetséges hatasmechanizmusat

vizsgaltam oxidativ stressz indukalta szivizomsejt karosoddsban.

2. A vazoaktiv intestinalis peptid (VIP), mely nagyfoki homoldgiat mutatt a
PACAP-pal, protektiv hatassal bir human cornea endothelsejtekben. Azonban a PACAP
endothelsejtekre kifejtett protektiv hatdsdval kapcsolatban nem &ll rendelkezésiinkre
irodalmi adat. Ezért kisérletem masodik szakaszdban az oxidativ stressz indukalta

endothelsejt karosodasban vizsgaltam a PACAP hatésat.

3. Munkacsoportunk kordbban kimutatta a PACAP neuroprotektiv hatdsat

glutamat indukalta retina degeneracioban, in vivo, azonban pontos hatdsmechanizmusat



még nem ismerjiik, ezért kisérleteim harmadik szakaszaban ennek feltérképezése volt a

célom.

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

A PACAP hatasanak vizsgalata oxidativ stressz indukalta szivizomsejt és
endothelsejt karosodasban, in vito tanulmanyok

Sejtkulturak

A primér szivizomsejt-kultarat 0jsziilott patkanyok szivébdl nyertem, kollagenédzos
emésztést kovetden. A sejteket DMEM/F12 médiumban tenyésztettem.

Az EOMA CRL-2586 egér hemangioendotheliomabdl nyert sejtvonal (ATCC). Az
EOMA sejtek tenyésztése az ATCC ajanlasok figyelembevételével tortént.

Sejt életképességének vizsgalata

A szivizom ¢és az endothelsejtek életképességének vizsgalatdhoz kolorimetrikus MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) tesztet hasznaltam. A
sejteket egy 96-lyuku tenyészté edényben tartottam. A sejteket hat kiillonb6z6 csoportra
osztottam: 1.) kontroll csoport; 2.) 20nM PACAP-pal kezelt csoport; 3.) 250nM
PACAP receptor antagonistaval kezelt csoport (PACAP6-38); 4.) 1/0,5mM H,0,-dal
kezelt csoport; 5.) 1/0,5mM H,0,-dal és 20nM PACAP-pal kezelt csoport; 6.) 1/0,5mM
H,0,-dal és 20nM PACAP-pal, valamint 250nM PACAP6-38-cal kezelt csoport. A
kezelést kdvetden a médiumokat lecseréltem egy 0,5%-0os MTT tartalmi médiumra,
melyben 3 oraig tartottuk a sejteket. Ezt kdvetéen egy SIRIO ELISA leolvaséval 570
nm hulldmhosszon megmértem a képzddott kék formazan festék mennyiségét, amely

aranyos volt az €16 sejtek szdmaval. Minden kisérletet 3-szor ismételtem.

El6/halott teszt

Az EOMA sejtek életképességét tovabbi eld/halott teszt segitségével hataroztam meg. A
sejteket megfeleld pufferben inkubaltam 45 percen keresztiil. A puffer calcein-AM-t (5
ul/10ml PBS) és ethidium homodimer-1-t (20 nl/10ml PBS) tartalmazott. Az ethidium
homodimer-1 egy nagy affinitasa, piros fluoreszcens nukleinsav festék, amely csak a
halott sejtek sériilt membranjan képes atjutni, és a magban dusul. A calcein-AM egy

membran fluoreszcens festék, amely az €16 sejtek észteraz aktivitasa kovetkeztében a



membranon athatolni nem képes zold-fluoreszcens termékké alakul, ezaltal az épp

membrannal rendelkezd sejtek citoplazmajaban dusul.

Annexin V és propidium jodid festés

Az apoptdzis szamos morfologiai valtozassal jellemezhetd, melyek koziil legkordbban a
plazmamembran valtozas észlelhetd. Az apoptotikus sejtek membranjaban a foszfolipid-
foszfatidilszerin a bels6 felszinrdl a kiilsd felszinre transzlokaldédik. Az Annexin-V igen
magas affinitdst mutat a foszfolipid-foszfatidilszerinhez. A FITC-cel jelzett Annexin-V
felhasznéalhatdé az apoptotikus sejtek flow citometrids kimutatdsara. Az Annexin-V-t
vitalis propidium jodid festéssel egyiitt kombinaltam ¢és igy az Annexin-V pozitiv
apoptotikus sejtek elkiilonithetévé valtak a propidium jodid negativ  nekrotikus
sejtektdl. A mintakat BD FacsCalibur flow citométer segitségével vizsgaltam.

Az eredményeket Cellquest software segitségével analizaltam. A kvadrans dot plot
segitségével meghatdrozhatdé az €16, a nekrotikus (propidium jodid pozitiv) a korai
apoptotikus (Annexin-V pozitiv), valamint a késéi apoptotikus (Annexin-V ¢és

propidium jodid pozitiv) sejtek szazalékos aranya.

A MAP kinazok, foszfo-Bcl-2, foszfo-Bad és aktiv kaszpaz-3 mérése aramlasi flow
citometrias modszerrel
A kezelést kovetden, a sejteket primer 1:1000 (ERK1/2), 1:50 (p38 MAPK), 1:50

(JNK1/2), 1:10 (caspase-3), 1:50 (Bcl-2) és 1:100 (Bad) antitesttel, majd FITC
konjugalt szekunder anti-egér, vagy anti-nyul IgG antitesttel (1:50) jeldltem, majd ezt
kovetéen daramlasi citométerrel mértem. Az eredményeket Cellquest software

segitségével analizaltam.

PACAP hatasanak vizsgalata glutamat indukalta retinalis degeneracioéban, in vivo

vizsgalatok

Allatok elékészitése
Az in Vivo retina degeneraciés modellhez 0jsziilott Wistar patkanyokat hasznaltam. Az

allatok elhelyezése, gondozasa és felhasznalasa a Pécsi Tudomanyegyetem ellenérzott
protokollja (No: BA02/2000-31/2001) szerint az intézeti ajanlasok figyelembevételével
tortént.



Allatok kezelése
Az 0jsziilott patkdnyokat hat csoportra osztottam €s a postnatalis 1, 3 és 5. napon
a kovetkezd kezelésekben részesiiltek:
1. kontoll csoport unilateralis, intravitrealis fiziologids sooldat
2. csoport unilateralis, intravitrealis 100pmol PACAP
3. csoport unilateralis, intravitrealis I1nM PACAP6-38
4. csoport 4mg/ttg szubkutdn MSG, valamint unilateralis, intravitrealis 100pmol
PACAP
5. csoport 4mg/ttg szubkutan MSG, valamint unilateralis, intravitrealis 100pmol
PACAP és 1nM PACAP6-38.
A postnatalis 1., 3. és 5. napon a kezeléseket mintavétel kovette a 12. valamint 24.

oraban. A mintakat Western blot analizissel vizsgaltam.

Western blot analizis

A sejteket jéghideg Tris pufferben (50mM, pH: 8.0) homogenizaltam, amely 0.5mM
sodium-metavanadatot, ImM EDTA-t és proteazgatlot (1:1000) tartalmazott.

Az azonos mennyiségli fehérjéket 12%-os poliakrilamid gélben futattam. A blottolast
kovetden, a nitrocelluloz membrant 3%-os zsirmentes tejben a kdvetkezd antitesteket
tartalmazo oldatban egy €jszakan at 4°C-on inkubaltam: foszfo-Bad (Ser 136) (1:1000),
foszfo-SAPK/JNK (1:2000), foszfo-ERK (1:2000), foszfo-CREB (1:1000), JNK1/2
(1:1000), kaszpdz 3 (1:1000), Bad (Ser 136) (1:1000), aktiv kaszpaz-3 (1:1000),
citokrom c (1:1000) és AIF (1:1000). A masodik antitest peroxidaz-konjugalt anti-nyul,
valamint anti-egér IgG volt, a vizualizalast ECL Western blot meghatarozé rendszer
chemiluminescent substrate hasznélatival végeztem el. Az el6hivott filmeket NIH’s
Image J szoftver segitségével értékeltem. Minden kisérletet legaldbb harom alkalommal

végeztem el.

Statisztika

In vitro eredményeinket atlag + S.E.M. formaban adtam meg és ANOVA teszttel
hasonlitottam 0ssze, melyet Neuman—Keul's post hoc analizis kovetett.

Az in vivo eredményeinket atlag + S.D. formaban adtam meg. A csoportok kozti

kiilonbozoségeket ANOVA teszttel hasonlitottam Ossze, melyet variancia analizis és



Student’s t teszt kovetett. A P<0.05 eredmények esetén az eltérést szignifikdnsnak

tekintettem.

V. A PACAP VEDO HATASA, OXIDATIV STRESSZ INDUKALTA
SZIVIZOMSEJT KAROSODASBAN

Eredmények

1. A sejtek életképességének vizsgalata soran MTT teszttel kimutattam, hogy a
H,0,; kezelés szignifikansan csokkentette a sejtek €letképességét a kontroll csoporthoz
viszonyitva (58.2+11.0%). A PACAP ¢és PACAP6-38 kezelések onmagukban nem
okoztak eltérést a kontroll csoporthoz képest. Azonban, amikor a H,O, kezelésben
részesitett sejteket egylitt inkubaltam PACAP-pal, akkor a sejtek ¢letképessége
szignifikansan novekedett a H»O,-kezelt csoporthoz viszonyitva (85.8+15.8%).
Amennyiben a H,O, kezeléskor egylitt inkubaltam a sejteket PACAP-pal és PACAP6-
38-cal, abban az esetben a PACAP receptor antagonista képes volt elnyomni a PACAP
protektiv hatasat (56.1+11.9%).

2. Az 4ramlasi flow citométerrel kapott eredményeimben, a kontroll csoportban
az ¢l6 sejtek szdzalékos ardnya 90.5+1.3% volt, mig a korai apoptotikus sejtek
5.4+1.6%-ban fordultak el6. A H,O,-kezelt csoportban az apoptotikus sejtek szama nétt
(21.6£3.8%), mig az €106 sejtek szama szignifikansan csokkent (76.7+3.6%). PACAP és
PACAP6-38 kezelés dnmagaban nem okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz képest.
A H,0O, kezeléssel egyidoben tortént PACAP kezelés szignifikdnsan emelte az €16
sejtek (91.1+£0.9%l) és csokkentette az apoptotikus sejtek szamat (6.7+1.7%). A PACAP
védod hatasat a PACAP6-38 megakadalyozta (€16 sejtek: 81.8+1.2%, apoptotikus sejtek:
14.1£1.8%).

3. A lehetséges pro- és antiapoptotikus jelatviteli utvonalakat, aktiv kaszpaz-3,
foszfo-Bcl-2 és foszfo-Bad antitestekkel vizsgaltam, melyhez szintén aramlési flow
citométert hasznaltam. A PACAP és PACAP6-38 kezelés onmagaban nem idézett eld
valtozast a kérdéses jelatviteli itvonalakban. A H,O, kezelés hatdséara az aktiv kaszpaz-
3 szintje szignifikdnsan megemelkedett, mig a Bcl-2 és a Bad fehérjék foszforilacios
szintje lecsokkent. A PACAP képes volt az aktiv kaszpaz értékét a kontrol csoporthoz

hasonl6 szintre visszaszoritani, mig a Bcl-2 és a Bad foszforilacids szintjét a kontrol



értékhez hasonld szintre emelni. A PACAP receptor antagonista minden esetben képes
volt elnyomni a PACAP védo hatasat, és a vizsgalt fehérjék szintje, a H,O,-kezelt

csoporthoz hasonlé értékeket mutatott.

VI. A PACAP VEDO HATASA AZ OXIDATIV STRESSZ INDUKALTA
ENDOTHELSEJT KAROSODASBAN

Eredmények

1. A sejtek ¢letképességének vizsgalata soran MTT teszttel kimutattam, hogy a
H,0; kezelést kovetden szignifikansan lecsokkent az életképes sejtek szama a kontroll
csoporthoz képest (51.8+12.3%). Onmagaban a PACAP és PACAP6-38 kezelés nem
okozott valtozast a sejtek életképességében. Abban a csoportban, ahol H,0,-dal
egyidoben PACAP kezelést is alkalmaztam, szignifikdnsan ndvekedett az é€letképes
sejtek szdma (84.5+£13.6%). A PACAP6-38 kezelésben is részesiilt csoportban a
PACAP antagonista képes volt elnyomni a PACAP védo hatésat.

2. A PACAP protektiv hatasat egy tovabbi kvalitativ élé/halott teszttel is
bizonyitottam. A H,O, kezelés hatasara a halott sejtek szdma novekedett, amit a PACAP
képes volt kivédeni. A PACAP receptor antagonista segitségével a PACAP protektiv
hatasa blokkolhat6 volt.

3. Az aramlasi flow citométerrel kapott eredményeimben, a H,O,-kezelt
csoportban az ¢l0 sejtek szama szignifikansan cskkent, mig a késéi apoptotikus sejtek
szama nott (24.9+4.2%), a kontroll értékekhez viszonyitva. A PACAP és PACAP6-38
kezelés onmagéaban nem okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz képest. A H,O,
kezeléssel egyiddben tortént PACAP kezelés szignifikdnsan emelte az €16 sejtek
(70.6£1.2%) és csokkentette az apoptotikus sejtek szamat (7.4+2.2%). A PACAP védo
hatasat a PACAP6-38 képes volt megakadalyozni.

4. Aramlasi flow citométerrel a MAP kinazok foszforilaciés szintjét is
vizsgéltam oxidativ stresszel szemben. Az EOMA sejteket H,O, tartalmi médiumban
10, 30 és 60 percig inkubaltam. A MAP kinazok -ERK1/2, p38MAPK, JNK1/2-
aktivacioja a 30. percben érte el csticspontjat. Az ERK foszforilacids szintje lecsokkent,

mig a p38MAPK ¢és a JNK szintje megemelkedett oxidativ stressz hatasara. Sem a



PACAP, sem a PACAP6-38 6nmagaban nem okozott szignifikans eltérést a vizsgalt
fehérjék aktivaciojaban. Azonban H,O, kezelés mellett a PACAP szignifikdnsan emelte
az ERK ¢és csokkentette a p38MAPK valamint a JNK foszforilacios szintjét. A PACAP

receptor antagonista csOkkentette a PACAP hatasat a vizsgélt fehérjék esetében.

VI. A PACAP NEUROPROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA
GLUTAMAT INDUKALTA RETINALIS DEGENERACIOBAN

Eredmények

Ebben a kisérletben elséként az ERK1/2 ¢s a CREB foszforilacios szintjének
valtozasat vizsgalatam. Mindkét fehérje foszforilacios szintje szignifikansan
megemelkedett PACAP kezelés hatasara az els6 és masodik kezelés 12. ordjaban,
azonban a harmadik kezelést kovetden nem volt tovabbi emelkedés egyik fehérje
aktivacios szintjében sem. Ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy a PACAP mar az elsé két
kezelést kovetden eléri hosszantartd protektiv hatasat. Ezt hisztologiai vizsgalatok is
alatamasztottak, melybdl kideriilt, hogy mar egyszeres PACAP kezelés is elegendd a
protektiv hatés elérésé¢hez ¢és az ezt kdvetd kezelések tovabbi valtozast nem idéztek eld,
ezért a késobbiekben elhagytam a harmadik kezelést.

Az MSG kezelés megemelte a foszfo-JNK szintjét, amelyet a PACAP kezelés
szignifikdnsan csokkentett az elsd kezelés 24. orajaban. A PACAP6-38, valamennyi
esetben gatolta a PACAP hatasat.

A Bad foszforilacidos szintjében, mely egyben ennek a fehérjének az
inaktivaciojat is jelenti a PACAP kezelés 6nmagaban nem jatszott szerepet. Az MSG
kezelést kovetden a Bad foszforilacidja szignifikdnsan csokkent és ezt a csokkenést a
PACAP képes volt gatolni. A PACAP6-38 kezelés hatdsara a PACAP protektiv hatasa
elmarad és a foszfo-Bad szintje az MSG-kezelt retindhoz hasonl6 értékeket mutatott.

Az ATF kiaramléasa a mitokondriumbdl a citoszolba, kaszpaz fliggetlen jelatviteli
iton megy végbe. Erdekes, hogy amennyiben csak PACAP kezelésben részesitettiik a
sejteket, kevesebb AIF transzlokalodott a citoszélba, mint a kontroll csoportban. A
MSG kezelést kovetden megemelkedett az AIF citoszolban mért mennyisége, azonban a
PACAP kezeléssel ez a mennyiség a kontrollhoz kozeli értéket mutatott. PACAP6-38-

cal a PACAP nem volt képes kifejteni védd hatasat.
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A citokrom c¢ kiaramlasa a mitokondriumbdl, a kaszpaz fiiggd apoptozis egyik
korai eseménye. Amennyiben csak PACAP kezelésben részestiltek a sejtek, a citokrém
¢ mitokondriumban mért szintje kevesebb volt, mig a csak PACAP6-38-cal kezelt
csoportban mért szint magasabb volt, mint a kontroll csoportban. Az MSG kezelés
szignifikdnsan megemelte a kiaramlott citokrém c mennyiségét, a PACAP kezelés
hatasara a citoszolban mért citokrom szintje szignifikdnsan csokkent. Ebben az esetben
is a PACAP6-38 elnyomta a PACAP hatasat.

Az aktiv kaszpaz 3 szintje a kaszpaz aktivacido egyik legjobb indikatora. A
PACAP kezelés onmagaban nem okozott valtozast a szintjében. Az MSG kezelés
szignifikansan megemelte a kaszpaz 3 szintjét az elsé kezelést kovetéen. A PACAP
kezelés képes volt meggatolni az MSG indukalta kaszpdz 3 aktivaciot, amit pedig a

PACAP6-38 kezelés blokkolt.
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VIIL. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A PACAP kezelés szignifikdnsan csokkentette az oxidativ stressz indukalta
apoptézist a szivizomsejtekben. Csokkentette a kaszpaz 3 aktivaciot és emelte a Bel-2
¢s a foszfo-Bad szintjét. Kimutattam, hogy a PACAP mar jolismert antiapoptotikus

hatdsa nem csak neurondlis sejtvonalakban, hanem szivizomsejtekben is megfigyelhetd

(Fig.1).

2. A PACAP antiapoptotikus hatasat az endothelsejtekben is kimutattam, mivel ndvelte
az endothelsejtek életképességét oxidativ stresszel szemben, amely hatasat a MAP kindz

utvonalakon keresztiil érte el (Fig.1).

3. A MSG indukalta retindlis degeneracid csokkentette az antiapoptotikus fehérjéket,
valamint novelte a proapoptotikus fehérék szintjét. A lokalis PACAP kezelés képes volt
elnyomni az MSG kezelés degenerativ hatasait: a PACAP novelte az antiapoptotikus
foszfo-ERK, foszfo-CREB, foszfo-Bad szintjét, és csokkentette a proapoptotikus
jelatviteli molekuldk, a JNK, AIF, citokrom c és kaszpdz 3 aktivacids szintjét a

retinaban (Fig.1).
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Fig.1. Sematikus abra a PACAP jelatviteli atvonalardl. A PACAP hatasa a vizsgalt
jelatviteli utakon keresztill a szivizomsejtekben, endothelsejtekben és a retinaban.

A nyilak a vizsgalt fehérjék csokkent, vagy novekedett szintjét mutatjak.



IX. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném megkoszonni a Sebészeti Oktatd és Kutatd Intézet, az Anatdmia
Intézet, a Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet valamennyi dolgozojanak a kedvességét
¢s segitOkészségét.

Kiilon szeretnék koszonetet mondani a programvezetdmnek, Dr. RoOth Erzsébet
professzorasszonynak és Dr. Borsiczky Baldzsnak, valamint Dr. Gasz Baldzsnak, hogy
tamogattak és segitették tudomanyos munkamat.

Ezlton szeretnék koszonetet mondani konzultdnsomnak, Dr. Reglddi Doranak, hogy
tamogatta a tudomanyos tevékenységemet.

Tovabbi koszonetet szeretnék mondani Ifj. Dr. Gallyas Ferencnek a munkénk sorédn
nyujtott segitségért.

Végiil, de nem utolsé sorban ezuton mondok kdszonetet a csaladdomnak, akik mindvégig

segitettek és tdmogattak, ami nélkiil ez a munka nem sziilethetett volna meg.

14



X. ELOADASOK ES PUBLIKACIOK

A dolgozathoz kapcsolodo publikaciok

1.

Racz B, Tamas A, Kiss P, Téth G, Gasz B, Borsiczky B, Ferencz A, Gallyas F Jr,
Réth E, Reglédi. Involvment of ERK and CREB signalling pathways in the
protective effect of PACAP on monosodium glutamate-induced retinal lesion.

Ann. NY. Acad. Sci. 2006. 1070: 507-511. IF: 1,93.

. Racz B, Gallyas F Jr, Kiss P, Toth G, Hegyi O, Gasz B, Borsiczky B, Ferencz A,

R6th E, Tamas A, Lengvari I, Lubics A, Reglddi D. The neuroprotective effects of
PACAP in monosodium glutamate-induced retinal lesion involves inhibition of
proapoptotic signaling pathways.

Regul. Pept. 2006. 137: 20-26. IF: 2,442.

. Racz B, Reglddi D, Kiss P, Babai N, Atlasz T, Gébriel R, Lubics A, Gallyas F Jr,

Gasz B, Toth G, Réth E, Hegyi O, Lengvari I, Tamas A. In vivo neuroprotection by
PACAP in excitotoxic retinal injury: review of effects on retinal morphology and
apoptotic signal transduction.

Int. J. Neuroprot. Neuroregen. 2006. 2: 80-85.

. Racz B, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr, Tamas A, Jozsa R, Lubics A, Kiss P,

Ré6th E, Ferencz A, Toth G, Hegyi O, Wittmann I, Lengvari I, Somogyvari-Vigh A,
Reglédi D. Protective effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide in
endothelial cells against oxidative stress-induced apoptosis

Gen. Comp. Endocrinol. 2007. 153:115-123 . IF: 2,487.

. Tamas A, Gabriel R, Racz B, Dénes V, Kiss P, Lubics A, Lengvari I, Reglodi D.

Effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide in retinal degeneration
induced by monosodium-glutemate.
Neurosci. Lett. 2004. 372: 110-113. IF: 2,019.

. Gasz B, Racz B, Réth E, Borsiczky B, Ferencz A, Tamas A, Cserepes B, Lubics A,

Gallyas F Jr, Toth G, Lengvari I, Reglédi D. Pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide protects cardiomyocytes against oxidative stress-induced apoptosis.
Peptides 2006. 27: 87-94. IF: 2,701.

. Gasz B, Racz B, Roth E, Borsiczky B, Tamés A, Boronkai A, Téth G, Lengvari I,

Reglédi D. PACAP inhibits oxidative stress-induced activation of MAP kinase
dependent apoptotic pathwy in cultured cardiomyocytes.
Ann. NY. Acad. Sci. 2005. 1070: 293-297. IF: 1,93.

. Kiss P, Tamas A, Lubics A, Lengvari I, Szalai M, Hauser D, Horvath Zs, Racz B,

Gabriel R, Babai N, Toth G, Reglédi D. Effects of systemic PACAP treatment in
monosodium glutamate-induced behavioral changes and retinal degeneration.
Ann. NY. Acad. Sci. 2006. 1070: 365-370. IF: 1,93.

15



Egyéb publikaciok

1

. Racz B, Regldédi D, Fodor B, Gasz B, Lubics A, Gallyas F Jr, , Réth E, Borsiczky B.

Hyperosmotic stress-induced apoptotic signaling pathways in chondrocytes.
BONE 2007. 40: 1536-1543. IF: 3,829.

. Racz B, Gasz B, Gallyas F Jr, Kiss P, Tamas A, Szant6 Z, Lubics A, Lengvari I, Téth

G, Hegyi O, Roth E, Reglédi, D. PKA-Bad-14-3-3 and Akt-Bad-14-3-3 signaling
pathways are involved in the protective effects of PACAP against
ischemia/reperfusion-induced cardiomyocyte apoptosis.

Regul. Pept. 2007; (in press). IF: 2,442

. Raez B, Gasz B, Gallyas F Jr, Kiss P, Tamés A, Lubics A, Lengvari I, Réth E, Toth

G, Hegyi O, Verzar Z, Fabricsek C, Reglddi D. Effects of pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) on the PKA-Bad-14-3-3 signaling pathways in
glutamate-induced retinal injury in neonatal rats.

Neurotox. Res. 2007; (in press). IF: 2

. Ferencz A, Racz B, Gasz B, Benkd L, Jancsé G, Kiirthy M, Réth E. Intestinal

ischemic preconditioning in rats and NF-kappaB activation.
Microsurgery 2006. 26: 54-57. IF: 0,711

. Gasz B, Lénard L, Racz B , Benk6 L, Borsiczky B, Cserepes B, Gal J, Jancso G,

Lantos J, Ghosh S, Szabados S, Papp L, Alotti N, R6th E. Effect of cardiopulmonary
bypass on cytokine network and myocardial cytokine production.
Clin. Cardiol. 2006. 29: 311-315. IF: 0,989.

. Borsiczky B, Fodor B, Racz B, Gasz B, Sara J, R6th E. Rapid leukocyte activation

following intraarticular bleeding.
J. Ortop. Res. 2006. 24: 684-689. IF: 2,784.

. Ferencz A, Racz B, Gasz B, Kalmar-Nagy K, Horvath OP, R6th E. Threshold level

of NF-kB activation in small bowel ischemic preconditioning procedure.
Transplant. Proceed. 2006. 38: 1800-1802. IF: 0,962.

Ferencz A, Racz B, Cserepes B, R6th E. A korai és késdi ischémids
prekondiciondlds hatdsa az oxidativ stresszre vékonybél autotranszplantacids
modellben.

Magy Seb 2005; 58: 245-249.

. Cserepes B, Jancso G, Gasz B, Racz B, Ferencz A, Benkd L, Borsiczky B, Kiirty M,

Ferencz S, Lantos J, Gal J, Araté E, Miseta A, Wéber Gy, Roth E. Cardioprotective
action of urocortin in early pre- and postconditioning.
Ann. NY. Acad. Sci. 2007. 1095: 228-239. IF: 1,93.

16



10.Jancsé G, Cserepes B, Gasz B, Benkd L, Borsiczky B, Ferencz A, Kiirty M, Racz

B, Lantos J, Gal J, Aratd E, Sinayc L, Wéber Gy, Réth E. Expression and protective
role of heme oxygenase-1 in delayed myocardial preconditioning.
Ann. NY. Acad. Sci. 2007. 1095: 251-261. IF: 1,93.

11.Kiss P, Hauser D, Tamas A, Lubics A, Racz B, Horvath Z, Farkas J, Zimmermann

F, Stepien A, Lengvari I, Reglddi D. Changes in open-field activity and novelty-
seeking behavior in periadolescent rats neonatally treated with monosodium
glutamate.

Neurotox. Res. 2007; (in press). IF: 2

Absztraktok

1.

Racz B, Gasz B, Fodor B, Reglédi D, Réth E, Borsiczky B. Osmotic stress induced
signal transduction pathways in chondrocytes during acute haemarthrosis- an in

vitro study.
Eur. Surg. Res. 2005; 37: 61.

. Racz B, Gasz B, Tamas A, Reglodi D, Réth E, Borsiczky B. Activation of signal

transduction pathways in chondrocytes during hyperosmotic conditions.
J. of FEBS. 2005. X: 312.

. Racz B, Tamas A, Kiss P, Toth G, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr, Siimegi B,

R6th E, Reglddi D. Possible signalling pathways involved in the protective effect of
PACAP in monosodium glutamate-induced retinal lesion.
Regul. Pept. 2005. 130: 174.

. Racz B, Tamas A, Kiss P, Toth G, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr, Siimegi B,

Réth E, Reglddi D. Possible signalling pathways involved in the protective effect of
PACAP in monosodium glutamate-induced retinal lesion.
Regul. Pept. 2005. 130: 187.

. Racz B, Gasz B, Cserepes B, Ferencz A, Fodor B, David Sz, Reglédi D, Réth E,

Borsiczky B. Ozmotikus stressz indukalta jelatviteli utvonalak vizsgalata
chondrocytakon.
Magy. Seb. 2005. 58: 270.

. Racz B, Tamas A, Dénes V, Kiss P, Lengvari I, Gabriel R, Reglédi D. PACAP

attenuates the monosodium-glutamate-induced retinal degeneration in the rat.
Clin. Neurosci/Ideggy. Szmle. 2005. 58(S1): 78.

. Racz B, Reglédi D, Benkd L, Ferencz A, Cserepes B, R6th E, Borsiczky B. The

effects of adenylate cyclase activating polypeptide and the possible signalling
pathways involved in chondrocytes during hyperosmotic conditions.
Eur. Surg. Res. 2006. 38: 60.

17



8. Racz B, D Reglddi, B Fodor, Gasz B, L Benkd, A Ferencz, A Tamas, F Jr. Gallyas,
Réth E, Borsiczky B. PACAP increases chondrocyte survival through acting on
apoptosis signalling pathways.

J. of FEBS. 2006. 273:123.

9. Reglédi D, Tamas A, Racz B, Dénes V, Kiss P, Lengvari I, Gabriel R. Pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide protects against monosodium-
glutamate toxicity in the rat retina.

Regul. Pept. 2004. 122: 36.

10.Gasz B, Jancsé G, Lantos J, Racz B, Lénard L, Szabados S, Papp L, Roth E.
Oxidative stress and PARP activation in patients undergone coronary surgery.
Shock. 2005. 23: 52.

11.Gasz B, Racz B, Lénard L, Cserepes B, Jancs6 G, Szabados S, Lantos J, Stimegi B,
Alotti N, Papp L, Réth E. POLY (ADP-RIBOSE) Polymerase enzim aktivacidjanak
Osszehasonlitdsa extrakorpolaris keringéssel, illetve off-pump technikaval végzett
koszorusérmiitétek allatkisérletes modelljében.

Cardiol. Hun. 2005. 35: A 40.

12.Gasz B, Racz B, Lénard L, Cserepes B, Jancsé G, Szabados S, Siimegi B, Alotti N,
Papp L, R6th E. Off-pump technikéaval végzett koszorasérmitétek csokkentik a poly
(ADP-ribose) polymerase enzim aktivaciojat.

Magy. Seb. 2005. 58: 283.

13.Borsiczky B, Racz B, Fodor B, Gasz B, David Sz, Benké L, Ré6th E.
Intraarticularis citokin taltermelddés akut haemarthrosban.
Magy. Seb. 2005. 58: 258.

14.Ferencz A, Racz B, Benkd L, R6th E. Rovid ciklusu ischémias prekondicionalas
hatasa az NF-kB aktivaciora bélsejtekben.
Magy. Seb. 2005. 58: 282.

15.Cserepes B, Jancs6 G, Gasz B, Racz B, Balatonyi B, Gaszner B, R6th E. Az
urocortin a szivizomzat iszkémias prekondicionalasaban.
Magy. Seb. 2005. 58: 281.

16.Ferencz A, Racz B, Gasz B, Benkdé L, Roth E. Effects of brief ischemic
preconditioning protocol to NF-kB activation in bowel cells.
Eur. Surg. Res. 2005. 37: 104.

17.Cserepes B, Jancso G, Gasz B, Ferencz A, Racz B, Gaszner B, Lantos J, R6th E.
Urocortin expression after ischaemic preconditoning in cadic cells.
J. Mol. Cell Cardiol. 2005. 38: 1014.

18.Ferencz A, Racz B, Gasz B, Cserepes B, Tamas A, Reglédi D, Réth E. Effects of
pituitary adenylate cyclase activating polypeptide on the ischemia/reperfusion injury
in rat small bowel.
Eur. Surg. Res. 2006. 38: 140.

18



19.Benkd L, Danis J, Ferencz A, Racz B, Cserepes B, Ldrinczy D, R6th E. Differential
scanning calorimetric examination of the esophagus after 2 different stent
implantations. Early results with a new stent, designed for the management of acute

esophagus variceal bleeding.
Eur. Surg. Res. 2006. 38: 143-144.

20. Reglédi D, Tamas A, Kiss P, Lubics A, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr., Téth G,
Réth E, Racz B. PACAP attenuates excitotoxic retinal injury by influencing

apoptotic pathways in neonatal rats.
J. of FEBS. 2006. 273:123.

21.Gasz B, Jancs6é G, Bertok Sz, Racz B, Alotti N, R6th E. Expression of CD97 and
adhesion molecules on circulating leukocytes in patients undergoing coronary artery
bypass surgery.
Eur. Surg. Res. 2006. 38: 149.

22.Cserepes B, Jancs6 G, Racz B, Gasz B, Ferencz A, Benkd L, Réth E.
Cardioprotective effect of urocortin in the process of postconditioning.
Eur. Surg. Res. 2006. 38: 151-152.

23.Cserepes B, Jancsd G, Racz B, Gasz B, Ferencz A, Benkd L, Borsiczky B, Fiiredi
R, Ferencz S, Kiirthy M, Gaszner B, Lantos J, R6th E. Cell protective role of

urocortin in myocardial pre- and postconditioning.
J. Mol. Cell Cardiol. 2006. 40: 959-960.

24 Ro6th E, Cserepes B, Gasz B, Racz B, Lantos J, Kiirthy M, Gaszner B, Jancsé G.
Ischaemic and pharmacological preconditioning induces heme oxygenase-1

expression in cultured myocardium.
J. Mol. Cell Cardiol. 2006. 40: 959.

25.Ferencz A, Racz B, Gasz B, Kalmar-Nagy K, Tamas A, Reglédi D, Rdth E.
Intracellular signalling and histological examination of PACAP treatment on small
bowel.

J. of FEBS. 2006. 273: 123.

26.Reglodi D, Tamas A, Kiss P, Lubics A, Gasz B, Borsiczky B, Jr. Gallyas F, To6th G,
Réth E, Racz B. PACAP attenuates excitotoxic retinal injury by influencing
apoptotic pathways in neonatal rats.

J. of FEBS. 2006. 273: 123.

19



Eloadasok

1.

Racz B, Reglédi D, Tamas A, Dénes V, Kiss P, Lengvari I, Gabriel R. Pituitary
Adenylate Cyclase Activating Polypeptide Protect Against Monosodium Glutamate
Toxicity In The Rat Retina. (poszter)

A Magyar Idegtudomanyi Tarsasag XI. Kongresszusa (MITT), Pécs, 2005. januar
26-29.

. Raez B, Gasz B, Fodor B, Reglddi D, Réth E, Borsiczky B. Osmotic stress induced

signal transduction pathways in chondrocytes during acute haemarthrosis- an in
vitro study. (eléadas)

XXXX. Congress of the European Society for Surgical Research (ESSR), Konya,
Torokorszag, 2005. méjus 25-28.

. Racz B, Reglddi D, Tamas A, Dénes V, Kiss P, Lengvari I, Gabriel R. PACAP védd

hatasdnak vizsgalata monosodium glutamate kezelés kovetkeztében kialakulod
retinalis kdrosoddsban. (poszter)

A Magyar Anatémus Tarsasag XIII. Kongresszusa (MAT), Pécs, 2005. junius 17-
18.

. Racz B, Gasz B, Tamas A, Reglédi D, Réth E, Borsiczky B. Activation of signal

transduction pathways in chondrocytes under hyperosmotic conditions. (poszter)
30th FEBS Congress and 9th IUBMB Conference, Budapest, Magyarorszag, 2005.
jalius 2-7.

. Racz B, Gasz B, Cserepes B, Ferencz A, Fodor B, David Sz, Reglédi D, Réth E,

Borsiczky B. Ozmotikus stressz indukalta jelatviteli utvonalak vizsgalata
chondrocytakon. (eléadas)

Magyar Sebész Tarsasag Kisérletes Sebészeti Szekcido XX. Jubileumi Kongresszusa,
2005. szeptember 8-10, Hajduszoboszlo.

. Racz B, Tamas A, Kiss P, Téth G, Gasz B, Gallyas F Jr, Stimegi B, R6th E, Reglodi

D. Possible signalling pathways involved in the protective effect of PACAP in
monosodium glutamate-induced retinal lesion. (poszter)

7th International Symposium on VIP, PACAP and Related Peptides, Rouen,
Franciaorszag, 2005. szeptember 11-14.

20



7. Racz B, Tamas A, Kiss P, Toth G, Gasz B, Gallyas F Jr, Stimegi B, Roth E, Reglddi
D. Possible signalling pathways involved in the protective effect of PACAP in
monosodium glutamate-induced retinal lesion. (eldadas)

Signaling Mechanisms of VIP, PACAP and Related Pepdtides: Contribution of
Genomics, Proteomics and Bioinformatics, Mont-Saint-Aignan, Franciaorszag,
2005. szeptember 15.

8. Racz B, Tamas A, Kiss P, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr., Téth G, Réth E,
Reglédi D. Signaling pathways involved in the protective effects of PACAP in
MSG-induced retinal degeneration. (poszter)

International IBRO Workshop, Budapest, Magyarorszag 2006. januér 26-28.

9. Racz B, Reglédi D, Benkd L, Ferencz A, Cserepes B, Roth E, Borsiczky B. The
effects of adenylate cyclase activating polypeptide and the possible signalling
pathways involved in chondrocytes during hyperosmotic conditions. (el6adas)
41st Congress of the Europen Society for Surgical Research (ESSR), Rostock,
Németorszag, 2006. majus 17-20.

10.Récz B, Regldédi D, Fodor B, Gasz B, Benkd L, Ferencz A, Tamas A, Jr. Gallyas F,
Réth E, Borsiczky B. PACAP increases chondrocyte survival through acting on
apoptosis signalling pathways. (poszter)
31th FEBS Congress, Istambul, Torokorszag, 2006. junius 24-29.

11.Réacz B, Gasz B, Gallyas F Jr., Tamas A, Lubics A, Kiss P, R6th E, Toth G, Hegyi
O, Wittmann I, D Reglédi. Effects of PACAP in oxidative stress-induced damage in
endothelial cells. (poszter)
23rd Conference of European Comparative Endocrinologist, Manchester, Anglia,
2006. augusztus 29-szeptember 2.

12.Racz B, Gallyas F Jr., Gasz B, Tamas A, Lubics A, Kiss P, R6th E, Toéth G,
Lengvari I, Hegyi O, Wittmann I, Reglédi D. A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo
polipeptid hatasa az endothel sejtek tulélésében. (poszter)

XI. MITT Konferencia, Szeged, 2007. januar 24-27.

13.Récz B, Gasz B, Gallyas F Jr., Kiss P, A Tamas, Jozsa R, Lubics A, Lengvari I,
Toéth G, Réth E, Reglédi D. Common antiapoptotic mechanism in the neuro- and
cardioprotective effects of PACAP. (poszter)

III. Neurotoxicitx Society Meeting, Pucon, Chile, 2007. marcius 23-29.

Osszes publikacié kumulativ impakt faktora: 61,893
Osszes publikaciok impakt faktora: 35,4016

Témahoz kapcsolodo publikaciok impakt faktora: 15,439
Osszes idézettség: 26

Osszes idegen idézettség: 10

21



