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1. BEVEZETÉS 

  ISCHAEMIA-REPERFUSIÓS VESEKÁROSODÁS 
Az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás komoly problémát jelent a klinikai 

gyakorlatban, az acut veseelégtelenség fontos kiváltója lehet, chronicus vesekárosodás 

kifejlődéséhez vezethet, vagy a már fennálló vesekárosodás végstádiumú 

veseelégtelenséggé történő progresszióját segítheti elő. Különböző pathologiás 

folyamatok vezethetnek ischaemia-reperfusiós vesekárosodáshoz, úgymint hypotensio, 

sepsis, shock, műtét során vagy azt követően fellépő hypoperfusio, vérzés, a veseereket 

érintő kórfolyamatok (Bonventre et Yang 2011, Dare et al. 2015). Elkerülhetetlen 

következménye továbbá a vesetranszplantációnak, kihatással van a rövid-és hosszútávú 

kimenetelre egyaránt, a graft késői beindulását, rejectiót vagy chronicus graftdysfunctiót 

eredményezhet (Salvadori et al. 2015). 

Egy adott szerv/szövet vérellátásának megszűnése anyagcseréjének károsodásához, akár 

irreverzibilis elváltozások kialakulásához vezet. A véráramlás helyreállása pedig paradox 

módon tovább rontja a szerv/szövet állapotát. Tehát mind az ischaemia, mind a reperfusio 

során szenved el károsodást az adott struktúra. Az ischaemia-reperfusio kiváltotta 

vesekárosodás pathofiziológiája rendkívül komplex, melyben egyaránt szerepet kapnak 

apoptoticus, inflammatoricus folyamatok, valamint az oxidatív stressz. A neutrophilek 

aktivációja, reaktív oxigénszabadgyökök, valamint egyéb gyulladásos mediátorok -

úgymint adhéziós molekulák és számos citokin- felszabadulása mind a folyamat részét 

képezik (Maryam et Mehdi 2015). 

A vese ischaemia-reperfusio egy inflammatoricus kaszkád elindulásához vezet, a 

gyulladás fő mediátorai chemokinek (MCP-1, IL-8, RANTES), melyek 

proinflammatoricus citokineket (TNF-α, IL-6, IL-1β, TGF-β), adhéziós molekulákat, 

valamint a leukocyták aktivációját szabályozzák. Az sICAM-1 (soluble intercellular 

adhesion molecule) és a P-selectin adhéziós molekula szerepet játszik a leukocyták 

toborzásában és a postischaemiás szövet neutrophilek által történő infiltratiójában, mely 

endothel-leukocyta interakciókhoz vezet, az endothelsejtek duzzadását és ezáltal a 

véráramlás csökkenését előidézve. Mivel a gyulladás, a leukocyták és adhéziós 

molekulák fontos szerepet töltenek be az ischaemia-reperfusiós károsodás folyamatában, 

bármely ágens, mely képes az inflammatoricus folyamatokat mérsékelni, hasznos lehet 

az ischaemia-reperfusiós károsodás csökkentésében/kivédésében (Devarajan 2006, 
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Maryam et Mehdi 2015). Az inflammatoricus folyamatok szabályozásában a BMP (bone 

morphogenetic protein)-család is szerepet játszik. A BMP-k a TGF-β (transforming 

growth factor beta)-családhoz tartozó, filogenetikailag konzervált jelátviteli molekulák. 

Fontos szerepet töltenek be a vese normális fejlődésének szabályozásában, de a vese 

szerkezetének és funkciójának fenntartásában is szerephez jutnak. Több tanulmány is 

igazolta, hogy a BMP-molekulák farmakológiás dózisban történő adagolása képes állat 

modellben az acut és chronicus vesekárosodás mérséklésére, habár a mechanizmus még 

nem teljesen tisztázott. Az exogén BMP alkalmazása ugyanakkor több mellékhatással is 

bír, hiszen a BMP-receptorok előfordulása a szervezetben szerteágazó. Tanulmányokban 

számos vesekárosodás kapcsán a BMP7 szintjének csökkenését tapasztalták, úgymint 

ischaemia-reperfusio során, kontrasztanyag indukálta nephropathiában, cyclosporin A 

indukálta nephrotoxicitásban, diabeteses nephropathiában, hypertensiv nephro-

sclerosisban és pyelonephritisben (Nakamura et Yanagita 2012). A BMP7 farmakológiás 

dózisban történő alkalmazása az acut és chronicus vesekárosodás esetén egyaránt 

kedvező hatással bír, a vese különböző sejtjein számos hatást fejt ki: gátolja az 

inflammatoricus citokinek expresszióját, mérsékli a gyulladásos sejtes infiltratiót, 

csökkenti a tubularis hámsejtek apoptosisát, valamint a fibrosist (Nakamura et Yanagita 

2012). Ismert, hogy a BMP2 downregulatiója ischaemia-reperfusio során hozzájárulhat 

egy a sejtproliferatio és apoptosis közötti imbalance kialakulásához, ezáltal károsodás 

kialakulásához vezetve (Maryam et Mehdi 2015). A BMP2 lényegében egy fibrosis-

antagonizáló citokinként működhet a vesében a TGF-β downregulatiója révén (Yang et 

al. 2009). A BMP4 a kollagén IV-szintézis szabályozásán keresztül befolyásolja a basalis 

membrán integritását (Parkin et al. 2011). A renalis tubulusokban a kollagén IV szükséges 

a BMP-jelátvitel normális aktiválódásához (Bunt et al. 2010). 

A mitogénaktivált proteinkinázok különböző stimulusok hatására -úgymint ischaemia- 

aktivált jelátviteli útvonalak kulcsfontosságú enzimei. Számos folyamat résztvevői, 

beleértve a gyulladást, proliferatiót, differentiatiót és apoptosist. Ismert, hogy a 

p38MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktivitásának gátlása a renalis ischaemia-

reperfusiós károsodás mérséklődéséhez vezet (Wang et al. 2017, Yeda et al. 2017).  

A vese ischaemia-reperfusiós károsodása során az ERK (extracellular signal-regulated 

kinase) jelátviteli útvonal is aktiválódik, az ERK megnövekedett phosphorilatiójához 

vezetve. Habár az ERK-útvonal bizonyítottan szerepet játszik a sejtnövekedésben és a 

differentiatióban, egyre több bizonyíték támasztja alá, hogy az ERK aktivációja 

hozzájárul a károsodáshoz és az apoptoticus sejthalálhoz (Alderliesten et al. 2007).  
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Az Akt/PKB (protein kinase B) jelátviteli útvonal számos sejtfunkciót – többek között a 

proliferatiót és a sejttúlélést – befolyásol, továbbá szerepet játszik a hypoxia-ischaemia 

elleni védelmi válaszban (Zhang et al. 2018). Bizonyított, hogy az Akt-útvonal 

aktivációján keresztül az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás enyhíthető (Hosszu et al. 

2017, Hu et al. 2018). 

A komplementrendszer aktivációját is igazolták már ischaemia-reperfusiós 

folyamatokban, ami számos biológiailag aktív terméket (pl. C3a, C4a, C5a) eredményez, 

melyek proinflammatoricus hatással bírnak, valamint az adhéziós molekulák aktivitását 

is upregulálják. A C5a egy erős chemoattractans, mely gyulladásos sejtek – neutrophilek, 

monocyták, T-sejtek – toborzását segíti el. A vese azon szervek egyike, ahol a  

C5a-receptor normális körülmények között expresszálódik a tubularis epithelialis 

sejteken, valamint az interstitialis macrophagokon. Ischaemia-reperfusio hatására a  

C5a-receptor erős upregulatiója figyelhető meg. A komplementrendszer szerepének 

felismerése új, az ischaemia-reperfusiós károsodást kedvezően befolyásoló stratégiák 

megszületéséhez vezetett, a specifikus C5a-receptorantagonista például  

protektívnek bizonyult renalis ischaemia-reperfusio során (Devarajan 2006, Maryam et 

Mehdi 2015). 

A reaktív oxigénszabadgyökök szerepe az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás 

pathogenezisében jól ismert. A reperfusio során a hypoxanthin xanthin-oxidáz által 

xanthinná történő konverziója hidrogén-peroxidot és szuperoxidot generál.  

Vas jelenlétében a hidrogén-peroxid a rendkívül reaktív hidroxilgyök képződéséhez 

vezet. Az ischaemia ugyanakkor a NO (nitrogén-monoxid)-szintázt is indukálja a 

tubulussejtekben, a keletkező NO a szuperoxiddal reagálva peroxinitrát-képződést idéz 

elő, ami a proteinek nitrozilációján keresztül sejtkárosodást indukál. Tehát az ischaemia-

reperfusio során a károsodott szövetből reaktív oxigénszabadgyökök nagy mennyisége 

szabadul fel, megváltozik a mitochondrialis oxidatív phosphorilatio, ATP (adenosine 

triphosphate) depletio alakul ki, az intracellularis calciumszint emelkedik, és 

aktiválódnak a membránphospholipid-proteázok. Mindez oxidatív stresszhez vezet, mely 

a membránlipidek peroxidatióján, valamint a proteinek és a DNS oxidatív károsodásán 

keresztül apoptosist indukál. Az antioxidáns enzimrendszer (szuperoxid-dizmutáz, 

kataláz, glutathion-peroxidáz) downregulatiója szintén szerepet kap az ischaemia-

reperfusiós károsodás pathomechanizmusában. Így ezen útvonal gátlása, valamint a 

szabadgyökök mennyiségének csökkentése az ischaemia-reperfusio által előidézett 
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eltérések mérséklésének egyik fontos alappillérét képezheti (Devarajan 2006, Maryam et 

Mehdi 2015). 

Bizonyított, hogy az apoptosis a tubulussejtek pusztulása révén szignifikáns mértékben 

hozzájárul az ischaemia következtében kialakuló renalis dysfunctióhoz. A proximalis 

tubulussejtek kifejezetten érzékenyek az acut ischaemiára, károsodásuk, elpusztulásuk, 

leválásuk (az inflammatio mellett) primeren felelős az ischaemia-reperfusiós károsodás 

pathofiziológájáért, a klinikai aspektusokért. A tubulussejtek elvesztése számos anyag 

(víz, ionok, makromolekulák) kontrollálatlan paracelluláris diffúziójához vezet. A leváló 

tubulussejtek más sejttörmelékkel együtt a tubuluslumenbe kerülve aggregálódhatnak, 

öntvényeket formázva, melyek a tubulusok obstructióját okozhatják. A peritubularis 

kapillárisok eltömeszelődhetnek az infiltráló leukocyták miatt, mely a lokális vérellátás 

romlásához, az ischaemia fokozódásához vezethet (Havasi et Borkan et 2011).  

A humán ischaemiás acut vesekárosodás morphológiai jellegzetességei közé sorolható a 

proximalis tubulusok kefeszegélyének károsodása, eltűnése, a tubulussejtek foltos 

elvesztése, focalisan proximalis tubularis dilatatio kialakulása, valamint a distalis 

tubulusban öntvények megjelenése. A peritubularis kapillárisok vascularis congestiója is 

előforduló morphológiai eltérés. Az ischaemia kezdetben a tubulussejtek sublethalis 

károsodását idézi elő, mely a kefeszegély, valamint a sejt és citoszkeleton polaritásának 

elvesztéséhez vezet. Ha a károsodás nem enyhül, a folyamat progrediál, a sejtek 

elpusztulnak, desquamálódnak, luminalis obstructio alakulhat ki, az inflammatoricus 

folyamatok fontos szerephez jutnak. Az apoptosis és gyulladás csökkentése ezen a szinten 

még terápiás lehetőség lehet (Devarajan 2006).  

Számos leukocyta-szubtípus aggregatiója kimutatható a peritubularis kapillárisokban, az 

interstitiumban és a tubulusokban. Elsőként a neutrophilek aktivációja következik be, 

melyet a macrophagok követnek, az MCP-1 (monocyte chemoattractant protein) 

tubulussejtekben történő upregulatiójára adott válaszként (Devarajan 2006). A tubularis 

epithelium azonban nem csupán passzív elszenvedője a károsodásnak, hanem az 

ischaemia-reperfusióra adott inflammatoricus válasz aktív résztvevője a vesében. A sérült 

tubularis epithelium proinflammatoricus citokineket és chemokineket bocsát ki, melyek 

elősegítik az immunsejtek toborzását. A hámsejtek adhéziós molekulákat, toll-like 

receptorokat, T-sejt kostimulátor molekulákat expresszálnak, melyek az immunsejtek 

aktivációján keresztül a gyulladásos folyamat fokozódásához vezetnek. A neutrophilek, 

macrophagok és NKT (natural killer T)-sejtek a tubulushám direkt károsodását idézik elő 

(Bonventre et Yang 2011).   
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 GENTAMICIN INDUKÁLTA NEPHROTOXICITÁS 
Az aminoglikozidok csoportjába tartozó gentamicint – mely a Gram- infekciók esetében 

széleskörben alkalmazott antibiotikum – a gyógyszer indukálta nephrotoxicitás egyik 

vezető okaként tartják számon, az acut vesebetegség mintegy 20%-áért tehető felelőssé. 

Mivel a gentamicin a mai napig gyakran használt, effektív antibiotikum, és a 

nephrotoxikus hatás kb. 10-20%-ban előfordul, fontos olyan módszerek feltérképezése, 

melyek segítségével a káros hatás mérsékelhető. Nincs egyértelmű módszer a 

gentamicinszint monitorozására, de a napi egyszeri adagolás tanulmányok szerint 

csökkenteni képes a nephrotoxicitás előfordulását (Chen et Kaye 2009, Lopez-Novoa et 

al. 2011, Randjelovic et al. 2017, Vicente-Vicente et al. 2017). 

A gentamicin glomeruláris filtratio révén aktívan eliminálódik a vesében, majd 

kb. 3-5%-a reabsorbeálódik a proximalis tubulusban. A kialakult toxicitás – mely 

elsősorban inflammatoricus és oxidatív folyamatokon keresztül valósul meg – azon 

sejtekhez köthető, melyekben a gentamicin akkumulálódik, így a vesében elsősorban a 

proximalis tubulus sejtjeiben, mely epithelsejtek apoptosisa/necrosisa révén tubularis 

károsodást okoz. Az expozíciótól függően előfordulhat, hogy a sejtek csak funkcionálisan 

érintettek, azonban a sejtek pusztulásához vezető intoxicatio is létrejöhet. Az acut 

tubularis necrosis súlyossága a tubularis dysfunctiótól egészen a masszív tubularis 

degeneratióig terjed (Lopez-Novoa et al. 2011, Randjelovic et al. 2017, Vicente-Vicente 

et al. 2017). 

Ismert továbbá, hogy a gentamicin számos membránkötött enzim és transzportrendszer 

aktivitását is befolyásolni képes. Bizonyítást nyert, hogy a gentamicin a dipeptidil-

peptidáz IV (DPPIV) suppressióját idézi elő nyúl proximalis tubulussejteken (Blais et al. 

1993).  

 VESEKÁROSODÁS – NEMI KÜLÖNBSÉGEK 
A klinikai gyakorlatban a különböző etiológiájú vesekárosodások progressziójában nemi 

különbségek lelhetők fel, általában kedvezőbb kimenetellel a nők esetében. Több 

tanulmányban is igazolódott mindez, többek között leírásra került, hogy az acut 

vesekárosodás a hospitalizált férfiak körében magasabb arányban fordul elő, mint a 

nőknél (Neugarten et al. 2018), a chronicus vesebetegség előfordulása ritkább a nők 

esetében, továbbá a végstádiumú veseelégtelenséggé történő progresszió is lassabb 

(Lima-Posada et al. 2017, Mehier et al. 2017). Mindezen előny azonban a menopausával 



12 

eltűnni látszik (Carrero 2010, Mehier et al. 2017). Bizonyított, hogy a legtöbb élettani és 

pathofiziológiai folyamat a két nemben eltérő módon zajlik. A nők esetében tapasztalható 

kedvezőbb prognózis hátterében azonban különböző okokat feltételeznek. 

Az állatkísérleteket többnyire hím állatokon végzik, így nőstényekkel kapcsolatban 

viszonylag kevés adat áll rendelkezésre a témában. Bizonyításra került, hogy ischaemiás 

károsodás kiváltotta acut veseelégtelenségben különbség áll fenn az állatok túlélésében, 

a vese érzékenysége a két nemben eltérő, a hím állatok veséje szenzitívebb az 

ischaemiára. Az észlelt nemi különbségért a tanulmányban elsősorban az androgén 

hormonokat tették felelőssé, mivel az ivaréretlen állapot, valamint az előzetes castratio 

csökkentette a károsodást. A nőstényeknek adagolt tesztoszteron azonban nem 

csökkentette érdemben a túlélést, ami arra engedett következtetni, hogy a háttérben nem 

a tesztoszteron, hanem más androgén hormon szerepe állhat. Ugyanakkor az ösztrogén is 

jelentőséggel bír. Ivarérett hím patkányoknál alkalmazott ösztradiolkezelés jótékony 

hatásúnak bizonyult, az ivaréretlen, valamint ovariectomizált nőstényeknél pedig a túlélés 

mérsékelt csökkenése volt megfigyelhető. A hím állatok túlélésére a castratio, valamint 

az ivaréretlen állapot kedvezőbb hatással bírt, mint az ösztrogénkezelés. Mindezek 

alapján a tanulmányban arra a következtetésre jutottak, hogy az androgén hormonok 

mennyiségének csökkenése a túlélés szempontjából még az ösztrogén nagyobb 

mennyiségénél is kedvezőbb hatású (Muller et al. 2002). 

Egy másik tanulmányban igazolták, hogy az ischaemia-reperfusio hím patkányokban a 

tesztoszteronszint csökkenésével jár együtt, a tesztoszteroninfúzió (az ösztradiollá történő 

konverziótól függetlenül) képes a károsodás mérséklésére, a pontos mechanizmus 

azonban nem tisztázott. Ezen tanulmányban tehát elsősorban a csökkent 

tesztoszteronszinttel magyarázták a hímekben kialakuló súlyosabb elváltozásokat 

(Soljancic et al. 2013). 

Egy további tanulmányban bizonyítást nyert, hogy a tesztoszteron jelenléte az ösztrogén 

hiányánál fontosabb szereppel bír a nemi különbségek kialakulásában renalis ischaemia-

reperfusio során. Tesztoszteron adagolása növelte a nőstény patkányok érzékenységét, a 

castratio a károsodás csökkenéséhez vezetett, azonban az ovariectomia nem befolyásolta 

érdemben a kialakuló károsodás mértékét (Park et al. 2004). 

Egy egereken végzett tanulmányban arra a következtetésre jutottak, hogy a hím nem 

ischaemia-reperfusiós vesekárosodásra nagyobb fogékonyságot jelent, egy felfokozott 

inflammatoricus válaszon keresztül. A kísérlet során a nőstények ellenállóbbak voltak 

ischaemia-reperfusio során. A hím állatok castratiója csökkentette az ischaemia-
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reperfusio indukálta tubularis károsodást és a macrophag-infiltratiót castratión át nem 

esett társaikhoz képest. A tesztoszteron supplementatiója azonban visszafordította ezt a 

jótékony hatást. Az ösztrogéndepletio a nőstény állatokban fokozott tubularis 

károsodáshoz és kifejezettebb macrophag-infiltratióhoz vezetett. Ovariectomizált 

nőstényeknél alkalmazott ösztrogénpótlás képes volt a károsodás mérséklésére (Kang et 

al. 2014) 

A női kedvezőbb kimenetel hátterében tehát különböző okokat feltételeznek, egy azonban 

közös a témában született vizsgálatokban: valamennyi a nemi hormonok eltéréseivel, 

változásaival magyarázza a vesekárosodásban tapasztalt nemi különbségeket. 

 

 PACAP 

1.4.1. Általános ismertetés 

A PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) egy 1989-ben Arimura 

professzor és munkacsoportja által felfedezett neuropeptid, mely neuroprotektív és 

általános cytoprotektív hatásokkal rendelkezik. A secretin/glucagon/VIP (vasoactive 

intestinal peptide) peptidcsalád tagja, két biológiailag aktív formában van jelen a 

szervezetben: az emlős szervezetben közel 90%-ban előforduló 38 aminosavas 

PACAP38 és a 27 aminosavas PACAP27 formájában. A PACAP mindkét formáját az 

ADCYAP1 gén kódolja. A két forma N-terminálisa megegyezik, azonban a PACAP38 

C-terminálisán 11 további aminosav található. A filogenezis során a PACAP biológiailag 

aktív régiójának szekvenciája rendkívüli mértékben konzervált maradt, mely 

bizonyíthatja, hogy ezen fehérje létfontosságú élettani funkciókért felelhet. Ismertek 

azonban (N-terminálisan) rövidebb fragmensek is, melyek közül a leggyakrabban 

alkalmazott a PACAP6-38, mely a PAC1- és VPAC2-receptor jelátvitelét gátolja (Vaudry 

et al. 2009). Meglepő módon azonban bizonyos sejteken (chondrocyta, retinoblastoma, 

cytotrophoblast) agonistaként viselkedik (Juhász et al. 2014, Liu et al. 2000, Reglodi et 

al. 2008, Wojcieszak et Zawilska 2014). 

A PACAP lebontásáért a dipeptidil-peptidáz IV (DPPIV) enzim felelős, felezési ideje a 

szisztémás keringésben mindösszesen néhány perc. A phospholipidmembránokhoz 

történő kötődése azonban a peptid nagyfokú stabilitásához vezet, meggátolva ezzel 

további degradatióját (Vaudry et al. 2009, Zhu et al. 2003). 
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A PACAP és G-protein-kötött receptorainak (PAC1 (pituitary adenylate cyclase-

activating polypeptide type I receptor), VPAC (vasoactive intestinal peptide receptor)  

1 és 2) jelenlétét a központi idegrendszerben és a perifériás szervekben egyaránt 

kimutatták. A VPAC1 és VPAC2 a PACAP-ot és VIP-et egyforma erősséggel kötik, 

azonban a PAC1 2-3 nagyságrenddel nagyobb affinitást mutat a PACAP-hoz.  

A VPAC1 és 2 aktivációja a cAMP (cyclic adenosine monophosphate) vagy cGMP 

(cyclic guanosine monophosphate) szintjének emelkedéséhez vezet, míg a PAC1-

receptor aktivációja AC (adenylyl cyclase), PLC (phospholipase C) és PKC (protein 

kinase C) által közvetített útvonalakat aktivál. A PACAP specifikus PAC1-receptorának 

8 splice variánsa ismert, mely különböző secunder messengerek aktivációját idézheti elő 

(Vaudry et al. 2009). 

A PACAP rendkívül széleskörű élettani hatással rendelkezik, szinte valamennyi 

szervrendszer működését befolyásolja (Toth et al. 2020a). Fontos szerepet tölt be az 

endocrin és exocrin mirigyek szabályozásában (Bardosi et al. 2016, Kanasaki et al. 2016, 

Sasaki et al. 2017), de jelentősége nem elhanyagolható a cardiovascularis és a 

gastrointestinalis rendszerben sem (Ivic et al. 2017, Parsons et May 2019, Vu et al. 2016). 

Leginkább neuroprotektív hatásairól ismert (Reglodi et al. 2011, 2017, 2018d), de 

igazolták retinoprotektív hatását is (Werling et al. 2017), valamint bizonyítást nyert 

általános sejtvédő hatása többek között oxidatív stressz és doxorubicin indukálta 

szívkárosodásban (Gasz et al. 2006, Mori et al. 2010), ischaemiás és gyulladásos eredetű 

bélfolyamatokban (Horvath et al. 2016, Heimesaat et al. 2017), endotoxin indukálta légúti 

gyulladásban (Elekes et al. 2011) és dermatitisben (Kemeny et al. 2010). Protektív hatása 

kapcsolatban van a növekedési faktorként betöltött funkciójával az idegrendszerben és a 

perifériás szervekben, bizonyított, hogy különböző szervek fejlődésében fontos szereppel 

bír (Farkas et al. 2017b, Fulop et al. 2019, Juhasz et al. 2015, Watanabe et al. 2016).  

A PACAP esetleges diagnosztikus/prognosztikus biomarkerként történő alkalmazásával 

kapcsolatban is született már tanulmány (Toth et al. 2020b). 

1.4.2. A PACAP szerepe az urogenitalis rendszerben 

Több tanulmány is foglalkozott már a PACAP és receptorai előfordulásának, valamint a 

PACAP hatásának vizsgálatával az urogenitalis rendszerben. Munkacsoportunk 

immunhisztokémiai módszer alkalmazásával igazolta a PAC1-receptor jelenlétét a 

vesében, mely expressziója a corticalis tubularis epithelsejteken bizonyult a 
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legkifejezettebbnek (Brubel et al. 2011). Egy későbbi tanulmányban a VPAC1-receptor 

bizonyult dominánsnak a humán vesében, jelenléte a proximalis tubularis epithelsejteken 

és a glomerularis podocytákon volt kimutatható (Eneman et al. 2016). A PACAP38 

jelenlétét patkány vesében tömegspektrometriás módszerrel mutattuk ki, a PACAP 

szintjének változása ischaemia-reperfusio során is igazolást nyert munkacsoportunk 

vizsgálatai által (Brubel et. 2011, Szakaly et al. 2010). PACAP38- és PACAP27-

immunreaktivitás egyaránt kimutatásra került patkány ureter-, húgyhólyag- és 

urethrasejtekben (Fahrenkrug et Hannibal 1998). A PACAP receptorainak (PAC1, 

VPAC1, VPAC2) jelenlétét is igazolták az alsó urogenitalis tractusban  

(Girard et al. 2010).  

Bizonyított, hogy a PACAP hatást gyakorol a vizeletürítésre és az érző beidegzésre 

egyaránt (Arms és Vizzard 2011, Heppner et al. 2019, Ojala et al. 2019). Ismert, hogy a 

PACAP a PAC1-receptoron keresztül képes stimulálni a renin secretióját, a PACAP27 

intravénás alkalmazása pedig vasodilatatióhoz és a véráramlás fokozódásához vezet a 

vesében (Gardiner et al. 1994, Hautmann et al. 2007). 

Különböző vesekárosodások kapcsán (in vivo és in vitro egyaránt) igazolták már a 

PACAP védő szerepét (Horvath et al. 2019, Reglodi et al. 2012a). A PACAP protektívnek 

bizonyult diabeteses nephropathiában (Banki et al. 2014), egy tanulmány (Sakamoto  

et al. 2015) a PACAP-ot diabeteses nephropathia esetén lehetséges terápiás lehetőségként 

is említi, a glomerularis podocytákra kifejtett antiinflammatoricus hatása révén. 

Kontrasztanyag indukálta nephropathia esetén is hatásosnak mutatkozott a PACAP  

in vitro, HK (human kidney)-2 sejteken és in vivo, egér vesén egyaránt (Khan et al. 2013). 

Patkány modellen in vivo a többször iv. (intravénásan) alkalmazott PACAP-injectio a 

TNF-α (tumor necrosis factor alpha)-szint gentamicin által előidézett emelkedését 

mérsékelni tudta (Li et al. 2008b). Az immunmodulátor hatással bíró cyclosporin klinikai 

alkalmazásának nephrotoxikus hatása gyakran gátat szab. Több tanulmány (in vitro és in 

vivo) is bizonyította, hogy a PACAP a cyclosporin A által előidézett vesekárosodást 

csökkenteni képes (Khan et al. 2011). A PACAP renoprotektív hatása a kemoterápiás 

szerként széleskörben használt cisplatin indukálta vesekárosodás során is igazolást nyert 

in vivo és in vitro (Li et al. 2010a, 2011). Myeloma nephropathia kapcsán számos 

tanulmány bizonyította a PACAP protektív hatását (Arimura et al. 2006 a,b, Li et al. 2006, 

2007, 2008 a,b).  A PACAP humán kipróbálása is megtörtént egy myelomában szenvedő 

önkéntes betegen. A PACAP-infúziót követően az élettani és a vesefunkciós 

paraméterekben nem következett be változás, azonban a vizeletben ürített lambda 
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könnyűlánc mennyiségének csökkenése volt megfigyelhető a PACAP hatására (Li et al. 

2007). 

A PACAP ischaemia-reperfusiós vesekárosodásban betöltött szerepével kapcsolatban 

néhány tanulmány már született (Laszlo et al. 2014), többek között munkacsoportunk hím 

patkányokban különböző időtartamú ischaemia esetén igazolta a protektív hatást, 

azonban nőstényekkel kapcsolatban nem állt rendelkezésre irodalmi adat. Egyszeri iv. 

PACAP-kezelés hatására csökkent mortalitást, valamint kisebb mértékű szövettani 

károsodást tapasztaltunk a hím patkányokban (Szakaly et al. 2008). A Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) szintjének ischaemia-reperfusio hatására bekövetkező csökkenését is 

mérsékelni tudta a PACAP (Horvath et al. 2010b). In vitro is igazolódótt a PACAP védő 

hatása. Patkányok veséjéből készített sejtkultúrán hidrogén-peroxiddal kiváltott oxidatív 

stressz esetén csökkent sejttúlélés volt megfigyelhető, melyet a PACAP-kezelés képes 

volt javítani (Horvath et al. 2011). Egér ischaemia-reperfusiós vesekárosodásban is 

bizonyították a PACAP protektív hatását, az intraperitonealis PACAP-kezelés hatására 

mérséklődött a szövettani károsodás (Li et al. 2010b). A tanulmány az ischaemia-

reperfusiós károsodásban szerepet játszó toll-like receptorok jelentőségére is rávilágított. 

1.4.3. PACAP-génhiányos egerek 

A PACAP-génhiányos egerekben (homozigóta: PACAP -/- és heterozigóta: PACAP +/-) 

az endogén PACAP hiánya/csökkent szintje különböző in vivo/in vitro behatásokkal 

szemben fokozott érzékenységhez vezet az idegrendszerben és a perifériás szervekben 

egyaránt, azonban néhány különbség alapesetben is megfigyelhető PACAP +/+ (vad) 

társaikhoz képest. A PACAP-génhiányos egerek fertilitási rátája alacsonyabb, továbbá 

magasabb mortalitási ráta is megfigyelhető esetükben (Lajko et al. 2018, Reglodi et al. 

2012b, 2018a, Shintani et al. 2002).  

Hőmérsékleti érzékenység, anyagcsere-változások, megnövekedett inzulinérzékenység, 

légzőszervi abnormalitások, húgyhólyag-dysfunctio jellemzi őket (Gray et al. 2001, 

Hamelink et al. 2002, May et Vizzard 2010, Tanaka et al. 2004, Tomimoto et al. 2008, 

Wilson et Cummings 2008). A korai öregedés jelensége is megfigyelhető a génhiányos 

egerek esetében (Reglodi et al 2018b), a szisztémás senilis amyloidosis megjelenése 

gyorsított (Reglodi et al. 2018c). Depressziószerű viselkedést mutatnak, különböző 

stressz-szituációkra abnormális válasszal reagálnak, továbbá hyperaktivitás is jellemzi 

őket (Farkas et al. 2017a, Hashimoto el al. 2001, 2011, Reglodi et al. 2012b). A fejlődés 
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során is szereppel bír az endogén PACAP, a génhiányos egerek fogaiban talált eltérések 

jól bizonyítják a PACAP fogfejlődésben betöltött szerepét (Fulop et al. 2019, Sandor  

et al. 2016). A PACAP-génhiányos egerekben a femur nagyobb fragilitása a PACAP 

csontfejlődésben játszott szerepére világított rá (Jozsa et al. 2018).  

Bizonyítást nyert, hogy különböző ischaemia-reperfusiós sérülésre is fokozott 

szenzitivitással reagálnak a PACAP-génhiányos egerek. Cerebralis ischaemia esetén a 

homo- és heterozigóta génhiányos egerekben egyaránt nagyobb volt az infarctusos terület 

kiterjedése, valamint súlyosabb volt a neurológiai deficit. A károsodás súlyossága exogén 

PACAP alkalmazásával csökkenthetőnek bizonyult (Ohtaki et al. 2006). A bilateralis 

carotisocclusio következtében kialakuló retinalis ischaemia esetén a génhiányos 

egerekben szignifikánsan rosszabbnak mutatkozott a szövettani kimenetel, az exogén 

PACAP viszont képes volt a károsodás mérséklésére (Szabadfi et al. 2012). Vékonybél-

ischaemia kapcsán is súlyosabb eltérések figyelhetők meg a génhiányos egerekben 

(Ferencz et al. 2010 a,b). Az endogén PACAP képes az oxidatív stressz és hypoxia 

hatására létrejövő renalis károsodás mérséklésére, melyet jól bizonyít, hogy hiányában  

in vitro a sejtek túlélése csökken, melyre az exogén PACAP alkalmazása jótékony 

hatással bír (Horvath et al. 2010 a,c).  

Colitis modellben (Azuma et al. 2008, Nemetz et al. 2008), doxorubicin indukálta 

cardiomyopathiában (Mori et al. 2010), endotoxin kiváltotta légúti gyulladásos 

modellben (Elekes et al. 2011), valamint allergiás kontakt dermatitisben (Kemeny et al. 

2010) egyaránt érzékenyebben reagálnak a PACAP-génhiányos egerek, továbbá 

megnövekedett érzékenységgel bírnak glüko- és lipotoxicitás esetén (Nakata et al. 2010, 

Sakurai et al. 2011). Ismert továbbá, hogy a PACAP-génhiányos egerekben 

szignifikánsan magasabb a reaktív oxigénmetabolitok mennyisége, ugyanakkor az 

antioxidáns hatás a plazmában alacsonyabb (Ohtaki et al. 2010). Ezen tény is 

alátámasztja, hogy az endogén PACAP hiányában fokozódik a szövetek/szervek 

érzékenysége különböző káros behatásokkal szemben. 

1.4.4. PACAP és nemi különbségek 

A PACAP hatásával kapcsolatban nemi különbségeket illetően viszonylag kevés irodalmi 

adat áll rendelkezésre. Parkinson-kór állatkísérletes modelljében alkalmazott 

PACAP-kezelés hatására igazolást nyertek nemi különbségek (Reglodi et al 2006 a,b). 

A kasztrált hím patkányokban a 6-OHDA által előidézett sejtpusztulást a PACAP - a 
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kasztráláson át nem esett állatokhoz képest - számottevően nem befolyásolta (Reglodi et 

al 2006a). Ugyanezen kísérletes Parkinson-kór modellben a nőstény patkányokban a 

PACAP nem befolyásolta a dopaminergsejt-veszteséget, azonban ovariectomizált 

állatokban képes volt a sejtpusztulást mérsékelni (Reglodi et al 2006b). 

Továbbá a PACAP LH (luteinizing hormone)-release-re kifejtett hatásában is igazoltak 

különbségeket hím és nőstény patkányok között (Szabo et al. 2004). Rövidtávú étel- és 

vízmegvonást követően az agyban a PACAP szintjének emelkedése tekintetében találtak 

nemi különbségeket (Kiss et al. 2007). Koplalást követően a PAC1-receptor 

hypothalamicus mRNS-expressziójában is bizonyítást nyertek eltérések (Iwasa et al. 

2016). A hímek és nőstények stresszre adott eltérő válaszára a PACAP-expressziót 

illetően talált nemi különbségek részben magyarázattal szolgálhatnak (Mosca 

et al. 2015). A stresszválasszal kapcsolatban bizonyították a PACAP-rendszer 

ösztrogénfüggő szabályozását, mely a PTSD (posttraumatic stress disorder) tünettanát, 

diagnózisát illetően nemi különbségek magyarázatául szolgálhat (Ressler et al. 2011). 

A PACAP-PAC1R útvonalban fellépő, ösztrogén modulálta zavar a PTSD hátterében 

fennálló abnormális félelmi reakciók kialakulásában szerepet játszik (Ramikie et Ressler 

2016). A stressz szintje és a keringő nemi hormonok a két nemben eltérő módon 

regulálják a PACAP-rendszert, mely a humán pszichiátriai betegségekben jelen levő 

diszkrepanciákra részben magyarázattal szolgálhat (King et al. 2017). A PAC1R-

jelátvitel nemspecifikus szerepét igazolták a fenyegetéssel társult jelek tanulásában (Kirry 

et al. 2018).  
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2. CÉLKITŰZÉSEK 
Számos tényező vezethet vesekárosodás kialakulásához, melyek közül igen gyakori, és 

komoly klinikai problémát jelent az ischaemia-reperfusio által kiváltott, valamint a 

széleskörben használt gentamicin antibiotikum által előidézett vesekárosodás.  

PhD-munkám során így a cél e két vesekárosodás tanulmányozása, és esetleges terápiás 

lehetőségként a széleskörben bizonyított cytoprotektív hatással bíró, az emberi 

szervezetben is megtalálható, antiapoptoticus, antiinflammatoricus, valamint az 

antioxidáns rendszert kedvezően befolyásoló funkcióval rendelkező PACAP vizsgálata 

volt. 

 Az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás tanulmányozása in vivo hím és nőstény 

patkányokban, továbbá az exogén PACAP szerepének vizsgálata mindkét nemben, az 

esetleges protektív hatás, valamint a nemi különbségek feltérképezése céljából. 

 

 PACAP-génhiányos egerek (PACAP -/- és PACAP +/-) felhasználásával a 

szervezetben jelen levő, endogén PACAP funkciójának tanulmányozása 

ischaemia-reperfusiós vesekárosodás modellben in vivo. 

 

 Gentamicin indukálta nephrotoxicitásban a PACAP szerepének vizsgálata HK-2 

sejtvonalon in vitro. 
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3. AZ EXOGÉN PACAP HATÁSÁNAK VIZSGÁLATA 
HÍM ÉS NŐSTÉNY PATKÁNYOK ISCHAEMIA-
REPERFUSIO OKOZTA VESEKÁROSODÁSA SORÁN 

 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1.1. Kísérleti állatok 

Felnőtt hím és nőstény Wistar patkányok (n=112, 250–300 g) szolgáltak kísérletünkben 

alanyként, állatházi tartásuk 12 órás sötét/világos ciklusban történt, szabad hozzáférést 

engedve a vízhez és táplálékhoz. 

Összesen 12 kísérleti csoportot állítottunk fel: 

 kontroll (kezeletlen) hím patkányok (100 µl fiz. só iv.) - 
24 óra/48 óra/14 nap reperfusio 

 kontroll (kezeletlen) nőstény patkányok (100 µl fiz. só iv.) - 
24 óra/48 óra/14 nap reperfusio 

 PACAP-kezelt hím patkányok (100 µg PACAP/300 ttg 100 µl fiz. sóban oldva 
iv.) - 24 óra/48 óra/14 nap reperfusio 

 PACAP-kezelt nőstény patkányok (100 µg PACAP/300 ttg 100 µl fiz. sóban 
oldva iv.) - 24 óra/48 óra/14 nap reperfusio 

A kísérlet a BA02/2000-24/2011 számú engedély előírásainak betartásával történt. 

A nőstény patkányok esetében az ösztrusz ciklus fázisának meghatározása céljából 

hüvelyi kenetezést végeztünk, hogy a műtétre minden állat esetében ugyanazon 

periódusban (ösztrusz fázisban) kerüljön sor. 

3.1.2. Műtét 

A kísérleti állatokat a műtét előtt intraperitonealis ketamin-xylazin anaesthesiában 

részesítettük, majd a patkányok fele intravénásan (jugularis véna) PACAP-ot kapott. 

Total median laparotomiát követően a bal vesét 60 percre kirekesztettük a keringésből. 

A műtét teljes időtartama alatt az állatok hőmérsékletét egy melegítő lap segítségével 

konstansan tartottuk. A kirekesztés felengedését követően zártuk a hasfalat, majd 

24 óra/48 óra/14 nap elteltével az állatok terminálásra kerültek, veséjüket további 

feldolgozás céljából eltávolítottuk. 
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3.1.3. Morphometriai analízis 

A patkányokat anaesthesiát követően PBS (phosphate-buffered saline)-, majd 4%-os PFA 

(paraformaldehyde)-oldattal perfundáltuk, a veséket eltávolítottuk, és 4%-os PFA-

oldatban utófixálást végeztünk. A veséket paraffinba ágyaztuk, és rutin szövettani 

eljárással 5 μm vastagságú PAS/H (periodic acid Schiff/haematoxylin) és HE 

(haematoxylin-eosin) festett metszeteket készítettünk, melyeket digitális Nikon FXA 

fotomikroszkóppal elemeztük, a képeket digitális kamerával (Spot RT color kamera) 

rögzítettük. A kiértékelés során Adobe Photoshop version 10.0 és Scion Image 1.47 

programot használtunk. Minden metszeten 10 – gyakorlatilag csak tubulusokat  

tartalmazó – látóteret vizsgáltunk. A tubularis lumen területarányát határoztuk meg, mely 

alapján a tubularis epithelium károsodására következtethetünk. A tubularis lument és a 

peritubularis kapillárisokat manuálisan jelöltük, fekete színbe konvertáltuk, míg a 

megmaradó – tubularis epitheliumnak megfelelő – területet fehérbe (1. ábra). Méréseink 

során a tubularis lumen területarányát fejeztük ki a teljes tubulusterülethez képest.  

A teljes tubulusterületet megkaphatjuk, ha a látótér teljes területéből kivonjuk a 

peritubularis kapillárisok területét (1. ábra). 

 

1. ábra  Morphometriai analízis - a tubularis lumen területarány-mérésének menete. 

A: PAS/H festett szövettani metszet fotója.  B és C: a fekete szín a tubularis lument és a 

peritubularis kapillárisokat jelöli, C: a tubularis epithelium fehér. D és E: a fekete szín a 

tubularis lument reprezentálja, E: a tubularis epithelium és a peritubularis kapillárisok 

fehér színnel jelöltek.  

Tubularis lumen területaránya = E/(összterület - C + E), ahol az összterület: a teljes 

látótérnek megfelelő terület. 
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3.1.4. Citokinexpresszió tanulmányozása 

24 órával az ischaemia-reperfusiót követően a hím és nőstény patkányok eltávolított 

veséiből citokin array-t végeztünk (Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit, Panel A, 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Az array a nitrocellulóz membránra kötött 

antitestek és a mintában levő fehérjék közti kötésen alapul. Az array-t a gyártó utasításai 

szerint végeztük. A veséket proteázgátlókat tartalmazó PBS-ben homogenizáltuk.  

Triton X-100-at adtunk hozzá, 1%-os végső koncentrációt elérve. A mintákat -80°C-on 

lefagyasztottuk, és az újbóli felolvadást követően 5 percig centrifugáltuk (10000 rpm).  

A minták fehérjetartalmának meghatározását követően a citokinek/chemokinek elleni 

antitesteket kötött formában tartalmazó nitrocellulóz membránokat blokkoló pufferben 

1 órán keresztül inkubáltuk. A pufferben oldott homogenizált mintákhoz 15 μl biotinilált 

antitestet pipettáztunk, majd szobahőmérsékleten 1 órát inkubáltuk. A nitrocellulóz 

membránok blokkolását követően a biotinilált antitest-homogenizált minta keveréket a 

membránokra helyeztük, és 4°C-on egy éjszakán keresztül inkubáltuk. Az inkubációs idő 

letelte után a membránokat pufferben 3x10 percig mostuk. A mosás után pufferben oldott 

tormaperoxidáz-konjugált streptavidint adtunk minden membránhoz, fél órán át 

inkubáltuk, majd háromszori mosást követően chemilumineszcens detektáló reagenst 

(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) alkalmaztunk, és a filmeket előhívtuk. A 

kiértékelés során az immunpozitivitás pixeldenzitását ImageJ 1.40 szoftver segítségével 

határoztuk meg. 

3.1.5. Antioxidáns és oxidatívstressz-markerek vizsgálata 

24 órával az ischaemia-reperfusiót követően a hím és nőstény patkányok eltávolított 

veséiből antioxidáns és oxidatívstressz-markerek meghatározását végeztük. 

A malondialdehid (MDA) szintjének mérését a Placer által leírt módon végeztük (Placer 

et al. 1966). A vesehomogenizátumokhoz telített tiobarbiturát 10% perklórsavban 

(TBA)–20% triklóracetát (TCA) reagenst adtunk, majd 20 perces 100C-on történő 

inkubációt követően a mintákat jéghideg vízbe helyeztük, és 4000 rpm fordulatszámon 

15 percig centrifugáltuk. Az MDA koncentrációját spektrofotométerrel határoztuk meg 

532 nm-en, az értékeket μmol/g szövetre adtuk meg.  

A glutathion (GSH) szintjének meghatározását a Sedlak és Lindsay által leírtak szerint 

végeztük (Sedlak et Lindsay 1968). A mintákhoz 10%-os triklórecetsavat adtunk, majd a 

vesehomogenizátumokat 15 percig 4000 rpm-en centrifugáltuk. A felülúszó 2 ml-éhez 
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4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) trisz-(hidroximetil)-amino-metán (TRIS) puffert adtunk, és az így 

kapott elegyet 100 μl 5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzáadását követően 

412 nm-en fotometráltuk (Milton Roy Spectronic 6001). A renalis GSH-koncentrációt 

standard görbe alapján μmol/g-ban határoztuk meg. 

A szuperoxid-dizmutáz (SOD) meghatározása során a vesehomogenizátumokat 20 percig 

16000 rpm fordulatszámon centrifugáltuk, majd a felülúszóból a Misra és Firdovich által 

(Misra et Firdovich 1972) leírt módszerrel mértük a SOD aktivitását. A SOD gátolja az 

adrenalin-adrenochrom átalakulást, melynek absorptiós maximuma 480 nm-en van. 

A kapott értékeket IU (international unit)/g szövettömegre adtuk meg. 

3.1.6. Jelátviteli útvonalak tanulmányozása 
24 és 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően a hím és nőstény patkányok eltávolított 

veséiből a jelátviteli útvonalak tanulmányozása céljából RT-PCR (real-time polymerase 

chain reaction), Western blot és immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztünk. 

3.1.6.1. RT-PCR 
A jelátviteli elemek RNS-expressziós profiljának vizsgálatához első lépésként az 

összegyűjtött sejtekből RNS-t izoláltunk. TRIzol reagensben (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) való feloldás után 20 %-os RNáz-mentes kloroformot adtunk a 

mintákhoz, amelyet centrifugálás követett 4°C-on, 10000 g-n, 15 percig. Az ekkor 

megjelenő felső vizes fázist 500 µl RNáz-mentes izopropranolra rétegeztük rá, majd 

1 óráig −20°C-on tároltuk, amelyet ismételt centrifugálás követett. Az így nyert totál 

RNS-t RNáz-mentes vízben oldottuk fel, és a felhasználásig −20°C-on tároltuk. 

A mintáink tisztaságát az RNS koncentrációjának mérésével ellenőriztük Nanodrop 

készülék (Nanodrop1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) segítségével, és 

azonos koncentrációt állítottunk be. Az RNS cDNS-sé írásához 2 µg/20 µl RNS-t, 

0,112 µM oligo(dT)-t, 0,5 mM dNTP-t (deoxyribonucleotide triphosphate), 200 egység 

High Capacity RT-t (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) és 1x RT-puffert 

tartalmazó premixet használtunk. Az így kapott cDNS-t polimeráz-láncreakció elvén 

programozható termosztát (Labnet MultiGeneTM 96-well Gradient Thermal Cycler; 

Labnet International, Edison, NJ, USA) segítségével ciklikusan felsokszoroztuk.  

A mastermixet 1 µl sense és antisense primerből (0,4 µM), 0,5 µl dNTP (200 µM), 

5 egység ProMega GoTaq® DNS-polimerázból és 1x reakciópufferből állítottuk  

össze, majd 1 µl minta hozzáadása után 11 µl végtérfogattal dolgoztunk. (2. ábra)  
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A PCR-termékek futtatását 1,2%-os ethidium-bromidot tartalmazó agarózgélen végeztük. 

Az eredményeinket géldokumentációs (FluorChemTM E system, Proteinsimple, 

California, USA) rendszerrel elemeztük és dokumentáltuk, a kiértékelést pedig az ImageJ 

1.40 programmal végeztük. Az eredményeinket optikai denzitás (OD) formájában kaptuk 

meg, és a kezeletlen minták eredményeivel hasonlítottuk össze. Belső kontrollként aktint 

használtunk.  

2. ábra Nukleotidszekvenciák, amplifikációs helyek, GenBank azonosítási számok (ID), 

amplimerméretek és a PCR reakció körülményei minden egyes primerpár esetén. 

Gén Primer Nukleotidszekvencia (5’→3’) GenBank ID 
Annealing 

hőmér-
séklet 

Amplimer 
méret 
(bp) 

BMP2 
(Bmp2) 

sense AAG CCA GGT GTC TCC AAG 
(697–714) NM_017178.1 53°C 209 

antisense 
AAG TCC ACA TAC AAA GGG 
TG  
(886–905) 

   

BMP4 
(Bmp4) 

sense TAG TCC CAA GCA TCA CCC  
(876–893) NM_012827.2 53°C 294 

antisense 
TCG TAC TCG TCC AGA TAC 
AAC  
(1149–1169) 

   

BMPR1 
(Bmpr1a) 

sense CCA TTG CTT TGC CAT TAT  
(240–257) NM_009758.4 47°C 487 

antisense TTT ACC AAC CTG CCG AAC  
(709–726)    

Kollagén 
IV. típus 
(Col4a1) 

sense TCG GCT ATT CCT TCG TGA TG 
 (4963–4982) NM_007735.2  56°C 209 

antisense GGA TGG CGT GGG CTT CTT  
(5154–5171) 

   

Aktin 
(Actb) sense GCC AAC CGT GAA AAG ATG A 

 (419–437) NM_007393.5 54°C 462 

 antisense 
CAA GAA GGA AGG CTG GAA 
AA 
 (861-880) 

   

PKA 
(Prkaca) 

sense GCA AAG GCT ACA ACA AGG C 
(847–865) NM_008854 53°C 280 

antisense ATG GCA ATC CAG TCA ATC G  
(1109–1126) 

   

Smad1 
(Smad1) 

sense AGC ACC TAC CCT CAC TCC C 
(935–953) NM_013130.2 56°C 306 

antisense GAA ACC ATC CAC CAA CAC G 
(1222–1240) 
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3.1.6.2. Western blot  
Proteázgátlókat (aprotinin (10 ug/ml), 5 mM benzamidin, leupeptin (10 ug/ml), 

tripszininhibitor (10 ug/ml), 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), 5 mM EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid), 1 mM EGTA (ethylene glycol-bis(2-aminoethyl 

ether)-tetraacetic acid), 8 mM Na-fluorid, 1 mM Na-orthovanadát) is tartalmazó 

homogenizáló RIPA (radioimmunoprecipitation assay) pufferben (150 mM NaCl, 

1,0% NP40, 0,5% nátrium-deoxykolát, 50 mM Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), 

pH 8,0) vettük fel a mintákat. Az előkészített szövetmintát −70°C-on tároltuk a 

felhasználásig. A kísérlet kezdetén 30 másodperces szonikálással teljes sejtlizátumot 

készítettünk. A feltárást követően a mintákat Laemmli elektroforézis mintapuffer 

(20 mM Tris-HCl pH 7,4, 10% SDS, 100 mM ß-merkaptoetanol, 0,01% brómfenolkék) 

hozzáadásával és 10 percig történő forralással készítettük elő. Fehérjemeghatározás 

segítségével a mintákat azonos koncentrációra állítottuk be. A fehérjéket 7,5%-os  

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) használatával 

120 V feszültség mellett választottuk el egymástól izoelektromos pontjuk és moláris 

tömegük alapján. Ezt követően nitrocellulóz membránra transzferáltuk az elválasztott 

fehérjéket Turbo blot (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) segítségével 7 perc 300 mA 

áramerősséggel. Az aspecifikus kötőhelyeket 5%-os tejporral (5 g tejpor, 100 ml PBS) 

blokkoltuk 3×10 percig történő rázatás közben. Ezt PBST-vel (phosphate-buffered 

saline/Tween) történő lemosás követte. A PKA (protein kinase A), P-PKA (phospho-

protein kinase A), BMPR1 (bone morphogenetic protein receptor 1), BMP2 (bone 

morphogenetic protein 2), BMP4 (bone morphogenetic protein 4), Smad1 ("small" worm 

phenotype, "mothers against decapentaplegic"), ColIV (collagen IV) fehérjéket 

vizsgáltuk. A primer antitesteket (3. ábra) egy éjszakára 4°C-on tartottuk a membránokon. 

Másnap újabb PBST-vel történő lemosás következett 3×10 percig, majd az anti-nyúl 

tormaperoxidáz-konjugált (1:1500) és anti-egér tormaperoxidáz-konjugált (1:1500) 

secunder antitestek (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) bekötődésének biztosítására 

2 óráig szobahőmérsékleten hagytuk a membránokat. Az előhíváshoz chemilumineszcens 

folyadékot (Advansta Inc., Menlo Park, CA, USA) használtunk, a jeleket a FluorChem E 

(Fluorchem E, ProteinSimple, CA, USA) géldokumentációs rendszerrel rögzítettük.  

A hím állatok mintáiból származó jelek ezzel a módszerrel nem voltak vizualizálhatók, 

így SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Rockford, IL, 

USA)-ot alkalmaztunk a gyártó leírásának megfelelően. A megjelenő jelek OD értékét az 
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ImageJ 1.40 programmal értékeltük, belső kontrollként pedig aktint használtunk. A kapott 

eredményeket a kezeletlen minták eredményeivel hasonlítottuk össze. 

3.1.6.3. Immunhisztokémia 
A szöveteket Saint-Marie oldatban (99% etanol, 1% vízmentes ecetsav) történő  

fixálás és 70%-os etil-alkoholos, majd 3×10 percig tartó PBST-s mosást követően 

beágyaztuk és lemetszettük (5 μm-es metszetek). Egyenként 100 µl PBST-ben oldott  

1%-os BSA (bovine serum albumin)-val blokkoltuk az aspecifikus kötőhelyeket nedves 

kamrában, 30 percre 37°C-ra helyezve őket. 3×10 perces mosás után tettük rá a primer 

antitestet (anti-BMP4, anti-BMPR1, anti-Smad1 és anti-ColIV) (3. ábra), majd egy 

éjszakára 4°C-on hagytuk. Ezen ellenanyagokat Alexa 555-tel jelölt anti-nyúl/ 

Alexa 488-cal jelölt anti-egér (1:1000) (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, 

USA) antitestek hozzáadásával tettük láthatóvá. Magfestőt (DAPI-4',6-diamidino- 

2-phenylindole) tartalmazó Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough, Anglia) 

fedőanyaggal fedtük le mintáinkat. Negatív kontrollként primer antitestet nem tartalmazó 

összeállításban ismételtük meg a kísérletünket a secunder antitest fals bekötődésének 

kizárása céljából. A különböző felvételek készítése során ugyanazokat az expozíciós 

időket használtuk, hogy a felvételek összehasonlíthatóak legyenek. A BMPR1 és ColIV 

vizsgálata során Nikon Eclipse E800 mikroszkópot használtunk Olympus DP72 

kamerával (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). A Smad1 és BMP4 subcelluláris 

lokalizációjának megjelenítéséhez Olympus FV1000S konfokális mikroszkópot 

(Olympus Corporation, Tokyo, Japán) alkalmaztunk. 

3. ábra A kísérletekben használt antitestek listája  

Antitest Gazdaállat Hígítás Forgalmazó 

Anti-Col IV. egér,  monoklonális 1:500 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-PKA nyúl,  poliklonális 1:800 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-P-PKA nyúl, poliklonális 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-BMP2 egér,  monoklonális 1:500 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-BMP4 nyúl,  poliklonális 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-BMPR1 egér,  monoklonális 1:600 Abcam, Cambridge, UK 

Anti-Smad1 nyúl,  poliklonális 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-Aktin egér,  monoklonális 1:10000 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 



27 

3.1.7. Statisztikai analízis  

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segítségével történt. 

A szövettani értékelés, a citokinexpresszió, valamint az antioxidáns és oxidatívstressz-

markerek vizsgálata során kapott eredmények kiértékeléséhez varianciaanalízist 

(ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel kiegészítve, a normális 

eloszlást Kolmogorov-Smirnov- és Shapiro-Wilk-teszt segítségével, a homogenitást 

Levene-próbával vizsgáltuk. A Western blot és a RT-PCR vizsgálat eredményei 

kétmintás t-próbával kerültek kiértékelésre. A p<0,05 értéket tekintettük statisztikailag 

szignifikánsnak. 

 

 EREDMÉNYEK 

3.2.1. Morphometriai analízis 

Ischaemia-reperfusio hatására elsősorban a proximalis tubulusokban a tubularis 

epithelium károsodása figyelhető meg, a hámsejtek veszítenek magasságukból, mely által 

a tubularis lumen részben látszólagos tágulata jön létre. Ezen eltérés a kontroll, PACAP-

kezelésben nem részesült csoportokban kifejezettebbnek bizonyult a PACAP-kezelt 

csoportokhoz képest (4. és 5. ábra) 

A hím kontroll patkányokban már 24 órás reperfusiót követően súlyos szövettani 

károsodás volt megfigyelhető, a tubularis epithelium ellapult, a tubuluslumen tágult, a 

48 órás és 14 napos csoportok esetén nem tapasztaltunk érdemi rosszabbodást a 24 órás 

csoporthoz képest, az idő előrehaladtával számottevő progresszió nem volt észlelhető  

(4. és 5. ábra). 

A nőstény kontroll patkányok szövettani eredményei 24 óra elteltével szignifikánsan 

jobbnak bizonyultak a hímekéhez képest, ugyan megfigyelhető volt súlyosbodás a 

szövettani eltérések tekintetében az idő elteltével (48 óra és 14 nap esetén szignifikánsan 

rosszabb szövettani eredmény a 24 óráshoz képest),  de csak 14 nap után volt 

tapasztalható a hím patkányokban már 24 órás reperfusiót követően kialakuló komolyabb 

szövettani károsodás (4. és 5. ábra). 

A PACAP-kezelt csoportokban mindkét nem esetében szignifikánsan enyhébb 

eltéréseket találtunk a kontrollhoz képest, a PACAP-kezelés mindhárom 
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időintervallumban képes volt jelentősen mérsékelni a szövettani eltérések súlyosságát  

(4. és 5. ábra). 

A hím patkányokban a PACAP-kezelés szignifikáns mértékben csökkentette a szövettani 

károsodást mindhárom csoport (24 óra/48 óra/14 nap reperfusio) esetében. Az idő 

múltával – a 24 órás csoporthoz képest szignifikáns mértékű – progresszió volt 

megfigyelhető (4. és 5. ábra).  

A PACAP-kezelésben részesült nőstény patkányok eredményei a 48 órás és a 14 napos 

csoportban szignifikánsan jobbnak bizonyultak a kezeletlen nőstényekhez, valamint a 

PACAP-kezelt hímekhez képest is. Az idő előrehaladtával nem tapasztaltunk változást a 

tubularis károsodás súlyosságában, a PACAP-kezelt hímekkel és a kontroll nőstény 

patkányokkal ellentétben nem volt megfigyelhető a szövettani károsodás progressziója 

(4. és 5. ábra). 

HÍM állatok 

 Kontroll  PACAP-kezelt 

24 óra  
reperfusio 

 

 
    

48 óra  
reperfusio 

 

 
    

14 nap 
reperfusio 

 

 
Hím állatok veséjéből készült szövettani metszetek reprezentatív fotói 

 

A 
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NŐSTÉNY állatok 

 Kontroll  PACAP-kezelt 

24 óra  
reperfusio 

 

    

48 óra  
reperfusio 

 

    

14 nap 
reperfusio 

 

Nőstény állatok veséjéből készült szövettani metszetek reprezentatív fotói 

 

 
4. ábra Reprezentatív fotók kontroll, valamint PACAP-kezelt hím (A) és nőstény (B) 

patkányok veséjéből készült PAS/H festett metszetekről az ischaemia-reperfusiót követően 

24 óra/48 óra/14 nap elteltével. Aránymérték: 20μm.  

 

  

B   
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5. ábra A szövettani értékelés eredménye – a tubularis lumen területaránya kontroll, 

valamint PACAP–kezelt hím és nőstény patkányok veséjében. Az adatok átlag ± SEM 

formában kerültek megadásra. 

**p<0,01, ***p<0,001 vs. időazonos kontroll hím, 

 xxp<0,01, xxxp<0,001  vs. 24 órás kontroll nőstény, 
&&&p<0,001 vs. időazonos kontroll nőstény, 
##p<0,01, ###p<0,001 vs. 24 órás PACAP-kezelt hím, 
++p<0,01 vs. időazonos PACAP-kezelt hím 
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3.2.2. Citokinexpresszió tanulmányozása 

 Kontroll hím Kontroll nőstény 

 
 PACAP-kezelt hím PACAP-kezelt nőstény 
 
   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 
Pozitív 
kontroll CINC-1 

CINC-
2 CINC-3 CNTF Fractal-

kine GM-CSF sICAM-
1 IFN- 

Pozitív 
kontroll 

B 
  IL-1 IL-1 IL-1ra IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-10   

C 
  IL-13 IL-17 IP-10 LIX L-

selectin MIG MIP-1 MIP-3   

D 
Pozitív 
kontroll RANTES Thym. 

chem. TIMP-1 TNF- VEGF     Negatív 
kontroll   

 

6. ábra Reprezentatív citokin array a kontroll, valamint PACAP-kezelt hím és nőstény  

patkányok veséje citokinexpressziós mintázatának demonstrálására ischaemia-

reperfusiót követően 24 órával.  

A membránokon a citokinek duplikátumban láthatók.  
A vizsgált citokinek/chemokinek: CINC-1 (cytokine-induced neutrophil chemo- 
attractant 1), CINC-2αβ (cytokine-induced neutrophil chemoattractant 2αβ), CINC-3 
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant 3), CNTF (ciliary neurotrophic factor), 
fractalkine, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), sICAM-1 
(soluble intercellular adhesion molecule-1), IFN-γ (interferon γ), IL-1α (interleukin 1α), 
IL-1β (interleukin 1β), IL-1ra (interleukin-1 receptor antagonist), IL-2 (interleukin 2), 
IL-3 (interleukin 3), IL-4 (interleukin 4), IL-6 (interleukin 6), IL-10 (interleukin 10),  
IL-13 (interleukin 13), IL-17 (interleukin 17), IP-10 (interferon gamma-induced  
protein 10), LIX (lipopolysaccharide-induced CXC chemokine), L-selectin, MIG 
(monokine induced by gamma interferon), MIP-1α (macrophage inflammatory  
protein 1α), MIP-3α (macrophage inflammatory protein 3α), RANTES (regulated on 
activation, normal T cell expressed and secreted), thymus chemokine, TIMP-1 (tissue 
inhibitor of metalloproteinases 1), TNF-α (tumor necrosis factor α), VEGF (vascular 
endothelial growth factor).  
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Ischaemia-reperfusiót követően a fractalkine, az L-selectin, a RANTES és az sICAM-1 

expressziójában nem mutatkozott szignifikáns különbség a nemek között, PACAP-

kezelés hatására a fractalkine, az L-selectin és a RANTES esetében mindkét nemben 

szignifikáns mértékű csökkenés volt megfigyelhető, mely a nőstények esetében azonban 

kifejezettebbnek bizonyult (6-7. ábra). A csökkenés mértéke az sICAM-1 tekintetében 

hasonló volt mindkét nemben, a csökkenés nem érte el a szignikáns mértéket (6-7. ábra). 

Jelentős nemi különbséget tapasztaltunk a TIMP-1 és a MIP-3 kapcsán, a hím 

patkányokban szignifikánsan magasabb expressziós szinttel, mind a kontroll, mind a 

PACAP-kezelt csoportban (6-7. ábra). PACAP-kezelés hatására mindkét nemben az 

expresszió csökkenése volt észlelhető, mely a nőstényekben a TIMP-1 és MIP-3, a 

hímekben a TIMP-1 esetében szignifikánsnak bizonyult (6-7. ábra). A thymus chemokin 

kifejezettebb expresszióját találtuk a nőstény patkányokban a hímekhez képest, mely a 

PACAP-kezelt nőstények esetében szignifikánsan magasabbnak mutatkozott, PACAP-

kezelés hatására pedig mindkét nemben csökkenést tapasztaltunk (6-7. ábra). A CNTF 

jelenléte érdemben csak a kontroll nőstények veséjében volt kimutatható, a hímekhez 

képest szignifikánsan magasabb értéket kaptunk. A PACAP-kezelést követően 

expressziója pedig már a nőstények esetében is elhanyagolható mértékűnek bizonyult, a 

kontroll nőstényekkel összevetve szignifikáns mértékű csökkenés volt megfigyelhető 

(6-7. ábra). 
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7. ábra A citokin array kvantifikálása. A normalizált adatok átlag pixelintenzitás ± SEM 

formában kerültek megadásra. **p<0,01, ***p<0,001 vs. saját kontroll, xp<0,05, 
xxp<0,01, xxxp<0,001 vs. PACAP-kezelt hím, +p <0,05, +++p<0,001 vs. kontroll hím 
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3.2.3. Antioxidáns és oxidatívstressz-markerek vizsgálata 

A SOD aktivitása mindkét nemben magasabbnak mutatkozott PACAP-kezelés hatására, 

a kontrollhoz viszonyítva a különbség azonban csak a nőstényekben bizonyult 

szignifikánsnak (8. ábra). Az MDA szintje a PACAP-kezelésben részesült hím és nőstény 

patkányokban egyaránt enyhén alacsonyabb volt, a kontrollokhoz viszonyítva azonban 

nem találtunk szignifikáns különbséget (8. ábra). A GSH tekintetében a csoportok között 

nem igazolódott számottevő különbség (8. ábra).  

  

 

8. ábra A SOD, MDA és GSH expressziója kontroll, valamint PACAP-kezelt 

hím és nőstény patkányokban ischaemia-reperfusiót követően 24 órával.  

*p<0,05 vs. kontroll nőstény  
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3.2.4. Jelátviteli útvonalak tanulmányozása (RT-PCR, 
Western blot és immunhisztokémiai eredmények) 

A PACAP receptorához való kötődése aktiválja a PKA-t, melynek mind mRNS-, mind 

fehérjeszintű emelkedése megfigyelhető volt a PACAP-kezelt állatokban az ischaemia-

reperfusiót követően 24 órával (9-10. ábra). A PKA aktivációja (phosphorilatiója) a 

24 órás csoportban mindkét nem esetén szignifikánsan emelkedett PACAP-kezelés 

hatására (10. ábra). 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően a PKA mRNS-

expressziója a PACAP-kezelt csoportokban szignifikánsan alacsonyabbnak mutatkozott 

a kontrollokhoz képest (9. ábra). 

24 óra elteltével a BMP2 mRNS szignifikánsan emelkedett a hímekben PACAP-kezelés 

hatására, míg a nőstények esetében nem volt változás, a BMP2 fehérjeexpresszió pedig 

egyik nemben sem változott (9-10. ábra). Ezzel szemben a BMP4 mRNS- és 

fehérjeexpresszió szignifikáns emelkedése volt megfigyelhető mind a hímek, mind a 

nőstények esetében (9-10. ábra). A BMP4-immunpozitivitás a PACAP-kezelt 

csoportokban erősebbnek bizonyult, elsősorban a corticalis tubulusokban koncentrálódva 

(11. ábra). A PACAP hatására a BMP mRNS-expresszió megváltozott a 48 órás 

csoportokban, a BMP2 és BMP4 emelkedett a hímekben, azonban a nőstényekben nem 

találtunk szignifikáns eltérést (9. ábra). A BMP2 és BMP4 fehérjeexpresszió csak a 

nőstényekben mutatott emelkedést, a PACAP-kezelt hímekben nem volt számottevő 

eltérés 48 órával az ischaemia-reperfusio után (10. ábra). 

A BMPR1 mindkét nemben kimutatható volt, a PACAP hatására az mRNS- és a 

proteinexpresszió egyaránt emelkedett a hím és nőstény patkányokban a 24 órás 

csoportban (9-10. ábra). A corticalis tubulusokban a BMPR1 erősebb jelet adott PACAP-

kezelés után (11. ábra). Érdekes módon, 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően a 

BMPR1 mRNS-expresszió mindkét nemben csökkenést mutatott PACAP-kezelés esetén, 

azonban a proteinszint állandó maradt (9-10. ábra). 

A BMPR1 egy targetjének, a Smad1-nek az mRNS-expressziója szignifikánsan 

magasabb volt a PACAP-kezelt csoportokban 24 órával az ischaemia-reperfusio után  

(9. ábra). A Smad1 protein szintje szintén emelkedett a PACAP-kezelt hím és nőstény 

patkányokban a 24 órás csoportban (10. ábra). Továbbá a tubulusok immunpozitivitása 

jelentősen fokozódott a PACAP-kezelt csoportokban (11. ábra). A Smad1 mRNS-

expressziója viszont csökkent PACAP-kezelés esetén a 48 órás csoportban, de meglepően 

a fehérjeexpresszió még emelkedett szintet mutatott (9-10. ábra). 
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Ezen jelátviteli útvonal egy target génje a kollagén IV, mely mRNS-expresszióját szintén 

fokozta a PACAP 24 órával az ischaemia-reperfusio után a hím és nőstény patkányokban 

egyaránt (9. ábra). Továbbá a proteinexpresszió tekintetében is kifejezett emelkedés volt 

észlelhető mindkét nemben (10. ábra). A tubulusok és a Malpighi-testek körül kollagén 

IV-immunpozitív vonal volt megfigyelhető a PACAP-kezelt csoportokban (11. ábra).  

A PACAP-kezelés azonban csökkent kollagén IV mRNS-expressziót eredményezett 

48 órával az ischaemia-reperfusiót követően, bár a fehérjeexpresszió még magasabbnak 

mutatkozott a kontrollhoz képest a hímekben és nőstényekben egyaránt (9-10. ábra). 

RT-PCR  
HÍM NŐSTÉNY 

 

Ko
nt

ro
ll 

24
h 

PA
CA

P 
24

h 

Ko
nt

ro
ll 

48
h 

PA
CA

P 
48

h   

Ko
nt

ro
ll 

24
h 

PA
CA

P 
24

h 

Ko
nt

ro
ll 

48
h 

PA
CA

P 
48

h 

PKA
280 bp  

 PKA
280 bp  

1,0 3,2* 1,0 0,1*   1,0 1,4* 1,0 0,7* 
BMP2

209 bp  

 BMP2
209 bp  

1,0 3,3* 1,0 1,8   1,0 1,0 1,0 0,9 
BMP4

294 bp  

 BMP4
294 bp  

1,0 4,9* 1,0 2,3*   1,0 2,6* 1,0 1,3 
BMPR1
487 bp  

 BMPR1
487 bp  

1,0 4,3* 1,0 0,8   1,0 1,3 1,0 0,4 
Smad1
306 bp  

 Smad1
306 bp  

1,0 4,9* 1,0 0,8   1,0 5,8* 1,0 0,6 
Col4a1
209 bp  

 Col4a1
209 bp  

1,0 1,6* 1,0 0,2**   1,0 1,8* 1,0 0,3* 
Aktin

483 bp  

 Aktin
483 bp  

1,0 0,9 0,9 0,9   1,0 1,0 1,2 0,9 

9. ábra RT-PCR eredmények - PKA, BMP2, BMP4, BMPR1, Smad1, Col4a1  

mRNS-expresszió kontroll, valamint PACAP-kezelt hím és nőstény patkányok veséjében  

24, valamint 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően. A bandek alatti számok az 

integrált denzitásokat mutatják. *p<0,05, **p<0,01  vs. kontroll  
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WESTERN BLOT  

HÍM NŐSTÉNY 

 
Ko

nt
ro

ll 
24

h 

PA
CA

P 
24

h 

Ko
nt

ro
ll 

48
h 

PA
CA

P 
48

h 

  

Ko
nt

ro
ll 

24
h 

PA
CA

P 
24

h 

Ko
nt

ro
ll 

48
h 

PA
CA

P 
48

h 

PKA
44 kDa  

 PKA
44 kDa  

1,0 6,4* 1,0 4,9*   1,0 3,1* 1,0 2,9* 
P-PKA

44 kDa  

 P-PKA
44 kDa  

1,0 4,1* 1,0 1,8*   1,0 2,4* 1,0 1,3* 
BMP2

18 kDa  

 BMP2
18 kDa  

1,0 1,0 1,0 0,7*   1,0 1,0 1,0 4,5* 
BMP4

47 kDa  

 BMP4
47 kDa  

1,0 3,1* 1,0 0,9   1,0 2,8* 1,0 2,6* 
BMPR1
60 kDa  

 BMPR1
60 kDa  

1,0 1,3* 1,0 1,1   1,0 8,3* 1,0 2,0 
Smad1
60 kDa  

 Smad1
60 kDa  

1,0 5,2* 1,0 1,9*   1,0 3,6* 1,0 1,5* 
Col IV

160 kDa  

 Col IV
160 kDa  

1,0 4,3* 1,0 2,1*   1,0 6,8* 1,0 1,9* 
Aktin

42 kDa  

 Aktin
42 kDa  

1,0 1,0 1,3 1,2   1,0 1,0 1,0 1,2 

10. ábra Western blot eredmények - PKA, P-PKA, BMP2, BMP4, BMPR1, Smad1,  

ColIV fehérjeexpresszió kontroll, valamint PACAP-kezelt hím és nőstény patkányok 

veséjében 24, valamint 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően. A bandek alatti 

számok az integrált denzitásokat mutatják.*p<0,05 vs. kontroll 
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Immunhisztokémiai eredmények - BMP4 
HÍM 

Kontroll 24h PACAP 24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  

    

NŐSTÉNY 
Kontroll 24h PACAP 24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  
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Immunhisztokémiai eredmények - BMPR1 
HÍM 

Kontroll 24h PACAP 24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  

  

NŐSTÉNY 
Kontroll 24h PACAP 24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  
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Immunhisztokémiai eredmények - Smad1 
HÍM 

Kontroll 24h PACAP 24h  

  
Kontroll 48h PACAP 48h  

  

NŐSTÉNY 
Kontroll 24h PACAP 24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  

  
 



41 

Immunhisztokémiai eredmények - Kollagén IV 

HÍM 
Kontroll 24h PACAP 24h  

  
Kontroll 48h PACAP 48h  

  

NŐSTÉNY 
Kontroll 24h PACAP24h  

  

Kontroll 48h PACAP 48h  

  
 

11. ábra Immunhisztokémiai eredmények - BMP4, BMPR1, Smad1, kollagén IV-

immunpozitivitás kontroll, valamint PACAP-kezelt hím és nőstény patkányok veséjében 

24, valamint 48 órával az ischaemia-reperfusiót követően. Aránymérték: 50μm. 
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 MEGBESZÉLÉS 
A morphometriai analízis során igazolást nyert, hogy a kontroll nőstény patkányokban 

ischaemia-reperfusio hatására jelentősen enyhébb szövettani eltérések alakulnak ki, a 

14 napos csoport kivételével eredményeik szignifikánsan jobbnak bizonyultak a 

hímekéhez képest. Ezen megfigyelés összhangban áll azon irodalmi adatokkal, mely 

szerint a vesebetegségek súlyosabb megjelenésűek, gyorsabban progrediálnak és 

hamarabb vezetnek végstádiumú veseelégtelenséghez férfiakban (Kher et al. 2005, 

Neugarten et al 2018). A PACAP-kezelés képes volt szignifikáns mértékben csökkenteni 

a szövettani eltérések súlyosságát mindkét nem esetében. A PACAP protektív hatása 

különböző vesekárosodások kapcsán már igazolásra került, úgymint diabeteses és 

myeloma nephropathiában, cyclosporin, cisplatin és kontrasztanyag indukálta 

nephrotoxicitásban (Horvath et al. 2019, Khan et Batuman 2016, Reglodi et al. 2012a), 

azonban ezen vizsgálatokban mind hím egyedek szolgáltak alanyként. Munkacsoportunk 

elsőként bizonyította, hogy a PACAP nőstényekben is védő hatással bír ischaemia-

reperfusio okozta vesekárosodásban. A PACAP-kezelt nőstény patkányokban a tubularis 

károsodás enyhébbnek bizonyult a hímekhez képest. A PACAP protektív hatását illetően 

nemi különbségek leírásra kerültek már Parkinson-kórban (Reglodi et al. 2006 a,b). 

Vizsgálataink a citokinexpressziós mintázat meghatározására is kiterjedtek, hiszen a 

PACAP védő hatásának hátterében ismerten részben immunmodulátor, 

antiinflammatoricus funkciója áll (Vaudry et al. 2009). Tanulmányunkban PACAP-

kezelés hatására számos citokin (fractalkine, sICAM-1, L-selectin, RANTES, CNTF, 

MIP-3α, thymus chemokine, TIMP-1) expressziójának csökkenése volt megfigyelhető, 

mely eredmény összhangban van a diabeteses nephropathia modelljében PACAP-kezelés 

esetén tapasztaltakkal (Banki et al. 2013). Ismert továbbá, hogy retinalis hypoperfusio 

esetén a PACAP alkalmazása szintén számos citokin (CNTF, fractalkine, sICAM-1, 

L-selectin, MIP-3α, RANTES, TIMP-1) expressziójának csökkenését idézte elő (Szabo 

et al. 2012). A fractalkine, L-selectin, MIP-3α , RANTES, TIMP-1 és CNTF tekintetében 

a PACAP-kezelés hatására kísérletünkben a nőstényekben jelentősebb csökkenés volt 

észlelhető, mint a hímek esetében. Vizsgálatunk során a CNTF-expresszióban nemi 

különbséget tapasztaltunk, döntően nőstények esetében volt kimutatható ezen citokin.  

A CNTF-et vesekárosodás kapcsán a protektív rendszer részeként tartják számon, 

növekedési faktorként ischaemia-reperfusiót követően a vesetubulusok repair 

folyamataiban szerepet játszik (Yang et al. 2001). A PACAP azonban kísérletünkben nem 
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növelte a CNTF-expressziót, mely alapján feltételezhetjük, hogy a  

PACAP ischaemia-reperfusiós vesekárosodásban betöltött védő hatása egyéb módon 

fejeződik ki. Jelentős nemi különbségek voltak megfigyelhetők továbbá a TIMP-1 és 

MIP-3α-expresszióban, magasabb szinttel a hímekben. Egerekben máj  

ischaemia-reperfusio esetén a vizsgált citokinek többségének esetében is hasonló 

megfigyeléseket tettek (Crockett et al. 2006).  

A vese ischaemia-reperfusiós károsodásának kialakulásában az oxidatív stressz nagy 

jelentőséggel bír (Maryam et Mehdi 2015), ezért munkánk során antioxidáns és 

oxidatívstressz-markerek meghatározását is célul tűztük ki. A lipidperoxidatio 

melléktermékeként számon tartott MDA és az antioxidáns glutathion szintjében nem 

találtunk érdemi különbséget a vizsgált csoportjaink között, míg az antioxidáns hatással 

bíró SOD aktivitása magasabbnak bizonyult a PACAP-kezelt csoportokban ischaemia-

reperfusiót követően, mely megfigyelés összhangban van korábbi vizsgálati 

eredményekkel intestinalis ischaemiában (Ferencz et al. 2009, Horvath et al. 2016).  

A PACAP-kezelt és kontroll csoportok közötti különbség csupán a nőstények esetében 

mutatkozott szignifikánsnak, felvetve a PACAP védő hatását illetően nemi különbségek 

fennállását.  

A PAC1-receptor aktivációja több kapcsolódási ponttal is bír a WNT (wingless-related 

integration site)/β-catenin- és BMP-jelátvitellel (Chen et al. 2012, Juhasz et al. 2015,  

Yu et al. 2014), melyen keresztül különböző celluláris funkciók (proliferatio, 

differentiatio, mátrixproductio) szabályozására képes (Katagiri et Watabe 2016).  

A PACAP bekötődését követően aktiválja az adenil-cikláz enzimet, mely az 

intracellularis cAMP-szint emelkedéséhez vezet (Vaudry 2009). Ezt követően a PKA 

aktiválódhat, mely phosphorilatiója aktívabb formája kialakulását eredményezi (Solari et 

al. 2014), valamint számos transzkripciós faktor aktivációját serkenti. Kísérletünkben 

bizonyítottuk, hogy a PACAP elősegíti a PKA phosphorilatióját, kivédve/csökkentve az 

ischaemia káros hatásait. Hasonló – PACAP hatására bekövetkező – PKA-

expresszióemelkedés megfigyelhető volt chondroblast sejtkultúrán is (Juhasz et al. 2014). 

A PKA hatása alatt számos transzkripciós faktor áll, úgymint a CREB (Vaudry et al. 

2009), Sox9 (Sry-box transcription factor 9) és Runx2 (Runt-related transcription factor 

2) (Juhasz et al. 2014, 2015), melyek aktivációja az ischaemia-reperfusio káros hatásait 

kompenzálhatja, valamint egyéb jelátviteli útvonalakat is aktiválhat, melyek egyelőre 

ismeretlen folyamatokat indukálhatnak.  
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A gyulladásos folyamat résztvevői lehetnek a BMP-útvonal tagjai – mint a BMP2 – 

(Nguyen et al. 2017), mely vizsgálatunk fontos részét képezte. Korábban 

munkacsoportunk igazolta, hogy a PACAP a BMP-expressziót növeli osteoblastokban és 

chondroblastokban, ahol a BMP-jelátvitel az extracelluláris mátrix productióját indukálja 

(Juhasz et al. 2014, 2015). A BMP-k a vese fejlődésére is hatással bírnak, a BMP4 és 

BMP7 meghatározza a nephron differentiatióját (Katagiri et Watabe 2016). A BMP 

receptorához (BMPR1) történő kötődését követően a Smad1 nuclearis translocatióját 

idézi elő, mely a basalis membrán részét képező IV-es típusú kollagén termelődését 

indukálhatja, befolyásolhatja. Korábbi tanulmányban igazolták, hogy a BMP4 a IV-es 

típusú kollagén expressziójának befolyásolásán keresztül hatással van a membrana 

basalis integritására (Parkin et al. 2011). A vesetubulusokban a IV-es típusú kollagén 

szükséges a BMP-útvonal normális aktiválódásához (Bunt et al. 2010). Korábbi 

tanulmányokban kimutatták, hogy a PACAP képes a diabeteses nephropathia súlyosságát 

mérsékelni (Banki et al. 2014), valamint megváltoztatja a kollagén IV expresszióját. 

Oxalát indukálta vesekárosodásban a BMP7-overexpresszió a káros hatásokat a TGFβ-

útvonalon keresztül mérsékelte (Convento et al. 2017), egy másik tanulmányban pedig a 

BMP6 hiányának következtében a tubulointerstitialis károsodás és fibrosis súlyosabb 

megjelenését tapasztalták (Dendooven et al. 2011).  

Jelen kísérletünkben igazolást nyert, hogy a PACAP a BMP-expresszióra nem- és 

időfüggő módon hatással bír. A BMP2 a hímekben változatlannak bizonyult, míg a 

PACAP növelte a fehérje expresszióját nőstényekben 48 óra elteltével. A BMP4 

fehérjeexpresszió mindkét nemben emelkedett volt PACAP-kezelés esetén 24 órát 

követően, azonban 48 óra elteltével csupán a nőstényekben találtunk emelkedést.  

A reproduktív rendszer tekintetében néhány BMP expresszióját és funkcióját illetően már 

ismertek nemi eltérések (Lochab et al. 2017). A jelen eredmények alapján 

feltételezhetjük, hogy a BMP2 nem bír jelentős szereppel a renalis ischaemia-reperfusio 

során a PACAP-indukált folyamatokban. A BMP4 mindkét nemben emelkedést mutatott, 

de a növekedés mértéke és az időfüggőség tekintetében nemi eltéréseket találtunk.  

A BMP4 direkt kapcsolatban lehet a kollagén IV-szintézissel (Parkin et al. 2011), melyen 

keresztül a tubulusrendszer basalis membránjának megvastagodásához vezethet. 

Diabeteses nephropathiában a Smad1 és a IV-es típusú kollagén (mely az extracellularis 

mátrix fő alkotóeleme) magasabb expresszióját írták le, mely tubulointerstitialis fibrosis 

kialakulásához vezethet. Bizonyított, hogy a Smad1 a kollagén IV-expressziót módosítani 

képes, nephropathiát indukálva. A Smad1 blokkolása a diabeteses nephropathia 
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kialakulásában preventív szereppel bírhat (Abe et al. 2004, Korish et al. 2015). 

Kísérletünkben igazoltuk a BMP4-BMPR1-Smad1 expressziójának nemfüggő 

emelkedését, mely megnövekedett kollagén IV-expresszióhoz vezet. Ezen eredmény a 

PACAP által finoman szabályozott jelátviteli kaszkád meglétét valószínűsíti, mely 

rendszerben az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás során zavar keletkezik. A PACAP 

alkalmazása kettős hatással bírhat, a gyulladásos hatásokat direkten csökkentheti, a  

BMP-útvonal egyensúlyát pedig a membrana basalis megvastagodásának irányában 

eltolja. 

Következtetésként elmondható, hogy a PACAP mindkét nemben képes az ischaemia-

reperfusiós vesekárosodás mérséklésére, a nőstényekben következményesen enyhébb 

eltérések jelenlétével. Hogy a nemek közötti különbségek hátterében hormonális 

eltérések állnak (Kang et al. 2014, Muller et al. 2002, Park et al. 2004, Soljancic et al. 

2013, Talebi et al. 2016), vagy további faktorok játszanak szerepet a PACAP nemi 

különbségeket mutató hatásában, még további vizsgálatokat igényel.  
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4. AZ ENDOGÉN PACAP HATÁSÁNAK 
TANULMÁNYOZÁSA ISCHAEMIA-REPERFUSIÓS 
VESEKÁROSODÁS SORÁN PACAP-GÉNHIÁNYOS 
EGEREKBEN 

Munkacsoportunkkal korábban tanulmányoztuk PACAP +/+ és PACAP -/- egerek 

ischaemia-reperfusiós vesekárosodását. Akkor a szövettani elváltozások megfigyelésére 

koncentráltunk. Kutatási munkám során ezen vizsgálatokat kiegészítettem a 

SOD-aktivitás és a citokinexpresszió tanulmányozásával, majd valamennyi vizsgálatot 

elvégeztem a  PACAP +/- csoportnál is, kiegészítve egyéb antioxidáns marker és a 

jelátviteli útvonal megfigyelésével.  

Minden esetben a PACAP -/- (homozigóta) és a PACAP +/- (heterozigóta) csoport 

eredményeit a PACAP +/+ (vad) csoport eredményeivel hasonlítottam össze.  

 

 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

4.1.1. Kísérleti állatok 

A kísérlet során CD1 egértörzset, felnőtt hím egereket használtunk, a vizsgálati 

csoportok: kontroll (sham operált) PACAP +/+ (n=9) és PACAP +/- (n=9), valamint  

60, illetve 45 perces ischaemiát és reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ (n=9, ill. 6) és 

PACAP +/- (n=9, ill. 6). Továbbá a citokinexpressziós vizsgálatok és a SOD-aktivitás 

tanulmányozása során a korábbi szövettani vizsgálat kiegészítéseként a csoportok: 

kontroll PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5), valamint 60 perces ischaemiát és 

reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5). Az egerek állatházi 

tartása 12 órás sötét/világos ciklusban történt, szabad hozzáférést engedve a vízhez és 

táplálékhoz, a ’University of Pecs; BA02/2000-15024/2011’ protokoll betartásával 

történt. 
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4.1.2. Műtét 

Az egerek műtéte előtt intraperitonealis ketamin-xylazin anaesthesiát alkalmaztunk, a 

műtét során az állatok hőmérsékletet egy melegítő lap segítségével konstansan tartottuk. 

Total median laparotomiát követően a bal vesét 45/60 percre kirekesztettük a keringésből. 

A kirekesztési idő elteltével a leszorítást felengedtük, az állatok hasfalát zártuk, majd 

24 óra/14 nap túlélést követően az egereket termináltuk. 

4.1.3. Morphometriai analízis 

A PACAP +/+ és PACAP +/- egereket 14 nappal az ischaemia-reperfusiót követően 

ketamin-xylazin anaesthesiában fiziológiás sóoldattal, majd 4% paraformaldehyd- és 

15% pikrinsavtartalmú oldattal perfundáltuk, a veséket eltávolítottuk, majd az előbb 

említett fixáló oldatban történő további fixálást követően rutin szövettani eljárással 

10 µm-es HE és PAS/H festett metszeteket készítettünk. 

A szövettani értékelés a korábban munkacsoportunk által kidolgozott, PACAP -/- és 

PACAP +/+ egereken végzett kísérletünkben alkalmazott módszer (Szakaly et al. 2011) 

szerint történt. Az alábbi paraméterek értékelése zajlott egy hármas (0-2) súlyossági 

fokozatú skálán (0-nincs, 1-enyhe-közepes, 2-súlyos): tubularis dilatatio, glycocalyx 

károsodása a tubulusokban, thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a tubulusokban), 

lymphocyta-infiltratio, macrophag-infiltratio és a Bowman-tok dilatatiója (12. ábra). 

 
Lymphocyta-infiltratio  Bowman-tok dilatatiója 

20 m 20 m 
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Glycocalyx károsodása 

 

Thyreoidisatio 

 
Macrophag-infiltratio, tubularis dilatatio¸ 

glycocalyx károsodása 
   Bowman-tok dilatatiója, tubularis 

dilatatio 

12. ábra A vizsgált elváltozások szövettani megjelenése 

4.1.4. Western blot – jelátviteli útvonalak vizsgálata 

A 60 perces ischaemiát és 24 óra reperfusiót elszenvedett, valamint a kontrollként 

szolgáló sham operált PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjéből származó mintákat 

100 µl 50 mM Tris-HCl puffert (pH 7,0), 10 μg/ml Gordoxot, 10 μg/ml leupeptint, 1 mM 

PMSF-et, 5mM benzamidint és 10 μg/ml tripszininhibitort tartalmazó homogenizáló 

pufferben vettük fel. Az előkészített szövetmintát −70°C-on tároltuk a felhasználásig.  

A kísérlet kezdetén 30 másodperces szonikálással teljes sejtlizátumot készítettünk.  

A feltárást követően a mintákat Laemmli elektroforézis mintapuffer (20 mM Tris-HCl 

pH 7,4, 10% SDS, 100 mM ß-merkaptoetanol, 0,01% brómfenolkék) hozzáadásával és 

10 percig történő forralással készítettük elő. Fehérjemeghatározás segítségével a mintákat 

azonos koncentrációra állítottuk be. A 7,5% SDS-PAGE gélben történő szeparálást 

követően a mintákat nitrocellulóz membránra transzferáltuk. Ezt követően PBST-ben 

oldott 5% sovány tejpor felhasználásával blokkoltuk, majd egy éjszakán keresztül  

20 m 80 m 

20 m 80 m 
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4°C-on inkubáltuk a membránokat a következő primer antitestekkel: anti-tAkt, anti-pAkt, 

anti-tERK1/2, anti-pERK1/2, anti-p38MAPK, anti-pp38MAPK (1:500; Cell Signaling 

Technology, USA), valamint anti-aktin (1:10000; Sigma, Hungary). 40 perces PBST-ben 

történő mosást követően másodlagos antitestként tormaperoxidáz-konjugált anti-egér és 

anti-nyúl IgG-t alkalmaztunk (1:1500, 1:3000 hígítás, Bio-Rad Laboratories, USA).  

Az antigén-antitest komplexek vizualizálása erősített chemilumineszcencia (EMD 

Millipore, Billerica, Mass., USA) segítségével történt. Belső kontrollként aktint 

használtunk. Az optikai denzitás mérését ImageJ 1.40 szoftver segítségével végeztük, és 

az értékeket aktinra normalizáltuk. 

4.1.5. Citokinexpresszió tanulmányozása 

A PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint PACAP -/- egerek veséit 24 órával a 60 perces 

kirekesztést követően citokin array (Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit,  

Panel A, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) elvégzése céljából eltávolítottuk, 

kontrollként sham operált PACAP +/+, PACAP +/- és PACAP -/- egerek szolgáltak.  

Az array elvégzése a gyártó utasítása szerint történt. A veséket proteázgátlókat tartalmazó 

PBS-ben homogenizáltuk, majd Triton X-100-at adtunk hozzá, 1 %-os végső 

koncentrációt elérve. A mintákat -80°C-on lefagyasztottuk, és az újbóli felolvadást 

követően 5 percig centrifugáltuk (10000 rpm). A minták fehérjetartalmának 

meghatározását követően a citokinek/chemokinek elleni antitesteket kötött formában 

tartalmazó nitrocellulóz membránokat blokkoló pufferben 1 órán keresztül inkubáltuk.  

A pufferben oldott homogenizált mintákhoz 15 μl ‘detection antibody coctail’-t 

pipettáztunk, majd szobahőmérsékleten 1 órát inkubáltuk. A nitrocellulóz membránok 

blokkolását követően a biotinilált antitest-homogenizált minta keveréket a membránokra 

helyeztük, és 4°C-on egy éjszakán keresztül inkubáltuk. Az inkubációs idő letelte után a 

membránokat pufferben 3x10 percig mostuk. A mosás után pufferben oldott 

tormaperoxidáz-konjugált streptavidint adtunk minden membránhoz, fél órán át 

inkubáltuk, majd chemilumineszcens detektáló reagenst alkalmaztunk, és a filmeket 

előhívtuk (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). A kiértékelés során az 

immunpozitivitás pixeldenzitását ImageJ 1.40 szoftver segítségével határoztuk meg. 
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4.1.6. Antioxidáns markerek vizsgálata  

A vizsgálatokhoz 60 perces ischaemiát és 24 órás reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ és 

PACAP +/-, valamint PACAP -/- egereket használtunk, kontrollként sham operált állatok 

szolgáltak. 

A SOD-mérés a vesehomogenizátumokból SOD assay kit (Superoxide Dismutase Assay 

Kit (Calbiochem-Novabiochem Corp., Darmstadt, Germany)) felhasználásával, a gyártó 

utasítása szerint történt. A kit egyik reagensének autooxidatióját gyorsítja a SOD-enzim. 

A reakció végterméke egy 525 nm-es absorptiós maximummal rendelkező chromophor.  

A glutathion szintjének meghatározását a Sedlak és Lindsay által leírtak szerint végeztük 

(Sedlak és Lindsay, 1968). A mintákhoz 10%-os triklórecetsavat adtunk, majd a 

vesehomogenizátumokat 15 percig 4000 rpm-en centrifugáltuk. A felülúszó 2 ml-éhez 

4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) trisz-(hidroximetil)-amino-metán (TRIS) puffert adtunk, és az így 

kapott elegyet 100 μl 5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzáadását követően 

412 nm-en fotometráltuk (Milton Roy Spectronic 6001). A renalis GSH-koncentrációt 

standard görbe alapján μmol/g-ban határoztuk meg.  

4.1.7. Statisztikai analízis 

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segítségével történt.  

A szövettani értékelésnél, a jelátviteli útvonalak, a citokinexpresszió, valamint az 

antioxidáns markerek vizsgálata során kapott eredmények kiértékeléséhez 

varianciaanalízist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel 

kiegészítve, a normális eloszlást Kolmogorov-Smirnov- és Shapiro-Wilk-teszt 

segítségével, a homogenitást Levene-próbával vizsgáltuk. A p<0,05 értéket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. 
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 EREDMÉNYEK  

4.2.1. Morphometriai analízis a PACAP +/+ és PACAP +/- 
egerekben 

A kontroll PACAP +/+, PACAP +/- és PACAP -/- egerek veséinek szövettani analízise 

során nem találtunk eltérést a vese szerkezetében, normális szövettani kép volt 

megfigyelhető, a szövettani értékelés során kapott pontszám minden vizsgált paraméter 

esetében 0 volt (13. ábra).  

 

 

13. ábra Reprezentatív fotók kontroll PACAP +/+ (A,C) és génhiányos (B, D) egerek 

veséjéből készült PAS/H festett metszetekről. Normál szövettani szerkezet.  

A: Corticomedullaris határ, B: Cortex, C: Tubulusátmetszetek nagyobb nagyítással,  

D: Cortex. Nyilak: PAS+ glycocalyx a tubularis epithelium felszínén, M: Malpighi-test 

Ischaemia-reperfusiót követően azonban különbséget tapasztaltunk a PACAP +/+ és 

PACAP +/- egerek eredményei között. A lymphocyta- és macrophag-infiltratio 

szignifikánsan súlyosabbnak bizonyult a PACAP +/- állatokban (60, illetve 45 perces 

A B 

 

 

C D 

M

80 m 40 m 

40 m 20 m 
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ischaemia során) (14. és 15. ábra). A thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a 

tubulusokban) kifejezettebb volt a PACAP +/- egerekben 45 és 60 perces ischaemiát 

követően egyaránt, a PACAP +/+ csoportban ezen eltérés csupán igen enyhe formában 

volt jelen, a különbség szignifikánsnak mutatkozott (14. és 15. ábra). A glycocalyx 

károsodása a PACAP +/- egerekben mindkét alkalmazott ischaemiás időtartam esetén 

szignifikánsan súlyosabb volt (14. és 15. ábra). A tubularis dilatatio és a Bowman-tok 

tágulata tekintetében a PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredménye között nem 

tapasztaltunk számottevő különbséget (14. és 15. ábra). 

 

 
14. ábra Reprezentatív szövettani fotók PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjéből 

készült PAS/H festett metszetekről.  

A: Kontroll PACAP +/+ egér normál szerkezetű veséje. A PAS+ glycocalyx szépen 

kirajzolódik a tubulusokban. B: Tágult tubulusok a PACAP +/+ egér veséjében 60 perces 

ischaemiát és reperfusiót követően. A PAS+ glycocalyx már nem azonosítható az ellapult 

tubularis epithelium sejtjeinek apikális felszínén. Néhány mononuclearis sejt is 

megfigyelhető a tubuluslumenben. C: Súlyos lymphocyta-infiltratio látható a PACAP +/- 

egér veséjének cortexében 60 perces ischaemiát és reperfusiót követően. A Bowman-tok 

tágulata is szembetűnő. D: PACAP +/- egér veséjének cortexe 45 perces ischaemia és 

reperfusio elteltével. A tubulusok PAS+ cylinderekkel kitöltöttek (thyreoidisatio).  

A B 

C D 

40 m 

40 m 80 m 

80 m 
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15. ábra  A szövettani értékelés számszerűsített eredménye (PACAP +/+ és PACAP +/- 

egerek veséjéből 45/60 perces ischaemiát és 14 napos reperfusiót követően).  

Az eredmények átlag ± SEM formában kerültek megadásra. 

*p<0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. PACAP +/+ 

4.2.2. Western blot vizsgálat eredménye a PACAP +/+ és 
PACAP +/- egerekben 

A tAkt expressziója tekintetében a vizsgált csoportok (kontroll PACAP +/+ és 

PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemiát és 24 óra reperfusiót elszenvedett 

PACAP +/+ és PACAP +/- egerek)  között nem találtunk szignifikáns különbséget. 

A pAkt expressziója ischaemia-reperfusio hatására mind a PACAP +/+, mind a  

Lymphocyta-infiltratio Macrophag-infiltratio 

Thyreoidisatio 

Tubularis dilatatio Bowman-tok dilatatio 

Glycocalyx károsodása 
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PACAP +/- egerek esetében szignifikáns emelkedést mutatott, a PACAP +/+ egerekben 

ischaemia-reperfusiót követően mért érték szignifikánsan magasabb volt, mint  

PACAP +/- társaikban (16. és 17. ábra). 

A p38MAPK expressziójában nem mutatkozott szignifikáns különbség a vizsgálati 

csoportok (kontroll PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemiát és 24 óra 

reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ és PACAP +/- egerek) között, azonban a p38MAPK 

phosphorilált formájának expressziója szignifikáns emelkedést mutatott az ischaemia-

reperfusió hatására a PACAP +/- egerekben. Ischaemia-reperfusiót követően továbbá a 

p38MAPK phosphorilált formájának expressziója szignifikánsan magasabb volt a  

PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz képest (16. és 17. ábra). 

A tERK1,2 expressziója mindkét vizsgált kontroll csoportban (kontroll PACAP +/+ és  

PACAP +/-) hasonlónak mutatkozott, ischaemia-reperfusio hatására a PACAP +/- 

csoportban szignifikáns mértékű csökkenés volt megfigyelhető.  Ischaemia-reperfusiót 

követően a PACAP +/- csoportban szignifikánsan alacsonyabb értéket kaptunk a  

PACAP +/+ csoporthoz képest. A pERK1,2 a kontroll csoportokban alig volt 

detektálható, a csoportok közt nem találtunk érdemi különbséget. Ischaemia-reperfusiót 

követően a PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben egyaránt az expresszió szignifikáns 

mértékű növekedése volt megfigyelhető, a PACAP +/- csoportban szignifikánsan 

magasabb értéket mértünk a PACAP +/+ csoporthoz képest (16. és 17. ábra). 

PACAP  
+/+ 

kontroll 

PACAP  
+/- 

kontroll 

PACAP  
+/+ 
IR 

PACAP  
+/- 
IR 

 

 
Aktin  

(40 kDa) 

 
p38MAPK 

(38 kDa) 

 
pp38MAPK 

(38 kDa) 

 
tAKT  

(60 kDa) 

 
pAKT  

(60 kDa) 

 

tERK1/2 
(42, 44 kDa) 

 

pERK1/2 
(42, 44 kDa) 

 

16. ábra Western blot eredmények – 

a p38MAPK és pp38MAPK, tERK 1,2  

és pERK 1,2, valamint tAkt és pAkt 

expressziója a kontroll, valamint a 

60 perces ischaemiát és 24 órás 

reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ 

és PACAP +/- egerek veséjében. 
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17. ábra A Western blot során szemikvantitívan mért denzitásértékek statisztikai 

analízise. A mért denzitásértékek az aktinnál mért értékre lettek normalizálva.  

Az eredmények átlag  SEM formában kerültek megadásra. 
+++p < 0,001 vs. PACAP +/+ kontroll, xxxp< 0,001 vs. PACAP +/ kontroll, 
#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 vs. PACAP +/+ I/R 
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4.2.3. Citokinexpresszió tanulmányozása 

4.2.3.1. PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei 

 

18. ábra Reprezentatív citokin array kontroll PACAP +/+ és kontroll PACAP +/-, 

valamint 60 perces ischaemiát és 24 órás reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ és 

PACAP +/- egerek veséjéből. A membránokon a citokinek duplikátumban láthatók. 

A vizsgált citokinek/chemokinek: BLC (B lymphocyte chemoattractant), C5a 
(complement 5a), G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), GM-CSF 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), I-309, eotaxin, sICAM-1 (soluble 
intercellular adhesion molecule-1), IFN-γ (interferon-γ), IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-13, IL-12, IL-16, IL-17, IL-23, IL-27, IP-10 (interferon-gamma 
inducible protein-10), I-TAC (interferon-inducible T cell alpha chemoattractant), KC 
(keratinocyte-derived chemokine), M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), 
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), MCP-5 (monocyte chemoattractant 
protein-5), MIG (monokine induced by gamma interferon), MIP-1α (macrophage 
inflammatory protein-1α), MIP-1β (macrophage inflammatory protein-1β), MIP-2 
(macrophage inflammatory protein-2), RANTES (regulated upon activation, normal T 
cell expressed and secreted), SDF-1 (stromal cell-derived factor-1), TARC (thymus and 
activation-regulated chemokine), TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-1), 
TNF-α (tumor necrosis factor-α), TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid 
cells-1). 
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A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek citokinexpressziós mintázatát tekintve nem 

találtunk lényegi különbséget (18-19. ábra). Ischaemia-reperfusio hatására azonban 

számos citokin expressziójának növekedése volt megfigyelhető, a PACAP +/+ és 

PACAP +/- csoport között különbségeket eredményezve (18-19. ábra). A PACAP +/- 

egerekben az IL-1ra, KC, M-CSF, RANTES és TIMP-1 szignifikánsan magasabb 

expresszióját találtuk a PACAP +/+ egerekhez képest ischaemia-reperfusiót követően 

(18-19. ábra). Az ischaemia-reperfusio hatására bekövetkező expressziónövekedés a 

PACAP +/+ egerekben a BLC, IL-1ra, IL-27, valamint a TIMP-1 esetében bizonyult 

szignifikánsnak (18-19. ábra). A PACAP +/- egerekben ezen expressziónövekedés az 

IL-1ra, KC, M-CSF, MCP-1, MIP-2 és TIMP-1 tekintetében érte el a szignifikáns 

mértéket (18-19. ábra). A C5a, sICAM-1, IL-1α és IL-16 tekintetében a vizsgált 

csoportok között (kontroll PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint ischaemia-reperfusión 

átesett PACAP +/+ és PACAP +/- csoport) nem mutatkozott számottevő különbség 

(18-19. ábra). 
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19. ábra A citokin array kvantifikálása.  

A normalizált adatok átlag pixelintenzitás ± SEM formában kerültek megadásra. 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. saját kontroll, xp<0,05, xxp<0,01, xxxp<0,001 vs. 

PACAP +/+ IR, +p <0,05, ++p<0,01 vs. PACAP +/+ kontroll 
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4.2.3.2. PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei 
 

PACAP +/+ PACAP -/- 

  
PACAP +/+ IR PACAP -/- IR 

  

 
20. ábra Reprezentatív citokin array kontroll PACAP +/+ és kontroll PACAP -/-, 

valamint 60 perces ischaemiát és 24 órás reperfusiót elszenvedett PACAP +/+ és 

PACAP -/- egerek veséjéből. A membránokon a citokinek duplikátumban láthatók. 

A vizsgált citokinek/chemokinek megegyeznek a 18. ábrán szereplőkkel. 

A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei között a citokinexpresszió 

tekintetében nem találtunk lényegi különbséget (20-21. ábra). Ischaemia-reperfusio 

hatására azonban mind a PACAP +/+, mind a PACAP -/- csoportban változás 

mutatkozott a kontroll állatok eredményéhez képest, számos citokin/chemokin 

expressziója fokozottabbnak bizonyult (20-21. ábra). A PACAP +/+ és PACAP -/- 

egerekben egyaránt szignifikáns mértékű expressziónövekedés volt megfigyelhető a 

BLC, C5a, G-CSF, IL-16, IL-1ra, KC, MCP-1, M-CSF, MIP-2 és a TIMP-1 esetében  

(20-21. ábra). Ischaemia-reperfusiót követően a BLC, C5a, G-CSF, IL-1ra, KC, MCP-1, 

MIP-2, TIMP-1 és TREM expressziója a PACAP -/- egerekben szignifikánsan 

nagyobbnak mutatkozott, mint PACAP +/+ társaikban (20-21. ábra). Az IL-16, M-CSF 

és MIG azonban a PACAP +/+ csoportban mutatott szignifikánsan magasabb expressziót 

ischaemia-reperfusiót követően (20-21. ábra).  
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21. ábra A citokin array kvantifikálása.  

A normalizált adatok átlag pixelintenzitás ± SEM formában kerültek megadásra. 

*p <0,05, **p <0,01, ***p<0,001 vs. saját kontroll, #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001  

vs. PACAP +/+ IR 

4.2.4. Antioxidáns markerek vizsgálata 

4.2.4.1. PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei 
A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjében mért SOD-aktivitás között nem 

mutatkozott szignifikáns különbség (22. ábra). A SOD aktivitása azonban 60 perc 

ischaemiát és 24 óra reperfusiót követően szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult a 

PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz képest, a  kontrollhoz viszonyítva a 

PACAP +/- egerek esetében szignifikáns mértékű csökkenés volt megfigyelhető 

(22. ábra).  

A GSH-expresszió tekintetében a vizsgált csoportok (kontroll PACAP +/+ és 

PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemiát és 24 óra reperfusiót elszenvedett 

PACAP +/+ és PACAP +/- egerek) között számottevő különbséget nem találtunk 

(23. ábra). 

0

20 000

40 000

60 000

80 000

100 000

120 000

PACAP +/+
kontroll

PACAP -/-
kontroll

PACAP +/+
IR

PACAP  -/-
IR

pi
xe

lin
te

nz
itá

s

TIMP-1

#

**

***

0

10 000

20 000

30 000

40 000

50 000

60 000

70 000

PACAP +/+
kontroll

PACAP -/-
kontroll

PACAP +/+
IR

PACAP  -/-
IR

pi
xe

lin
te

nz
itá

s

MIP-2

***

***
##

0

10 000

20 000

30 000

40 000

50 000

60 000

70 000

PACAP +/+
kontroll

PACAP -/-
kontroll

PACAP +/+
IR

PACAP  -/-
IR

pi
xe

lin
te

nz
itá

s

TREM-1

***
###

0

10 000

20 000

30 000

40 000

50 000

60 000

70 000

80 000

PACAP +/+
kontroll

PACAP -/-
kontroll

PACAP +/+
IR

PACAP  -/-
IR

pi
xe

lin
te

nz
itá

s

MIG

##

**



62 

 

22. ábra SOD-aktivitás a kontroll, valamint a 60 perces ischaemiát és 24 órás reperfusiót 

elszenvedett  PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben. Az eredmények nemzetközi  

egység per grammban, átlag ± SEM formában kerültek megadásra.  

*p<0,05 vs. PACAP +/- kontroll,  xxp<0,01 vs. PACAP +/+ IR  

 

 

23. ábra  GSH-expresszió a kontroll, valamint a 60 perces ischaemiát és  

24 órás reperfusiót elszenvedett  PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben. Az eredmények  

μmol/g-ban, átlag ± SEM formában kerültek megadásra. 
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4.2.4.2. PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei 
A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek veséjében a SOD-aktivitás tekintetében nem 

találtunk szignifikáns különbséget (24. ábra). Ischaemia-reperfusio hatására a PACAP -/- 

egerek veséjében a SOD-aktivitás szignifikáns mértékű csökkenése volt megfigyelhető a 

kontrollhoz viszonyítva, az ischaemia-reperfusiót követően mért érték PACAP +/+ 

társaikéhoz képest szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult (24. ábra). 

  

24. ábra SOD-aktivitás a kontroll, valamint a 60 perces ischaemiát és 24 órás reperfusiót 

elszenvedett  PACAP +/+ és PACAP -/- egerekben. Az eredmények nemzetközi  

egység per grammban, átlag ± SEM formában kerültek megadásra.  

**p<0,01 vs. PACAP -/- kontroll, xxp<0,01 vs. PACAP +/+ IR 
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 MEGBESZÉLÉS 
Munkacsoportunk korábbi vizsgálata során igazolást nyert, hogy a PACAP -/- egerek 

fokozott érzékenységet mutatnak renalis ischaemia-reperfusio esetén PACAP +/+ 

társaikhoz képest. A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- állatok között a vese szövettani 

szerkezetét illetően nem igazolódott érdemi különbség, mindkét csoportban normális 

szövettani kép volt megfigyelhető (Szakaly et al. 2011). Ez jelen vizsgálatunk során is 

hasonlóan alakult, a kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei között nem 

találtunk eltérést. Ischaemia-reperfusio hatására azonban megmutatkoztak a vizsgálati 

csoportok közötti különbségek. Hasonló megfigyeléseket tettek retinalis ischaemia 

kapcsán is (Szabadfi et al. 2012). A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek retinájának 

szövettani analízise során nem találtak különbséget a csoportok között, gyakorlatilag 

normál szövettani kép volt megfigyelhető. Az ischaemia hatására bekövetkező retinalis 

degeneratio azonban súlyosabbnak bizonyult a PACAP -/- egerekben. Munkacsoportunk 

korábban igazolta, hogy a PACAP -/- egerek súlyosabb szövettani károsodást szenvednek 

el renalis ischaemia-reperfusio során, mint PACAP +/+ társaik (Szakaly et al. 2011). 

Mindez a PACAP +/- egerekben is megfigyelhető volt, a vizsgált paraméterek 

többségének esetében szignifikáns különbséget okozva a PACAP +/+ csoporthoz képest. 

Számottevő volt a csoportok közötti eltérés a thyreoidisatio, a lymphocyta- és macrophag-

infiltratio, valamint a glycocalyx károsodása tekintetében.  

Továbbá számos proinflammatoricus citokin expressziója is kifejezettebbnek bizonyult 

ischaemia-reperfusiót követően a PACAP +/- és PACAP -/- egerekben egyaránt. 

A C5a magasabb expressziója a génhiányos egerekben fontos szerephez juthat a 

súlyosabb károsodás kialakulásában, hiszen bizonyított, hogy a C5a-receptorantagonista 

alkalmazása képes a különféle chemokinek upregulatióját gátolni, valamint jelentősen 

csökkenteni a neutrophil infiltratio mértékét a vesében ischaemia-reperfusio során 

(de Vries et al. 2003). Ismert továbbá, hogy a KC – mely szintén kifejezettebb expressziót 

mutatott a PACAP +/- és PACAP -/- állatokban – is kulcsszerepet tölt be a neutrophil 

infiltratio létrejöttében a vesében ischaemia-reperfusiót követően (Miura et al. 2001). 

A génhiányos egerekben a magasabb MCP-1-szint is a károsodás jelzője lehet, ismert, 

hogy a vese ischaemia-reperfusio pathogenesisében fontos szerepet játszik a 

macrophagokra kifejtett aktiváció révén (Furuichi et al. 2003). A génhiányos egerekben 

tapasztalt magasabb TIMP-1-expresszió is utalhat a károsodás súlyosságára, a 

nephrotoxikus cyclosporinkezelés alkalmazása esetén is a TIMP-1-expresszió 
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fokozódása észlelhető (Jin et al. 2008). A RANTES magasabb expressziója is jellemző 

elváltozás renalis ischaemia során, a renoprotektív hatást mutató ágensek képesek 

expressziójának csökkentésére (Fischereder 2007, Jones et Shoskes 2000). 

Kísérletünkben a PACAP +/+ egerekben a RANTES alacsonyabb expressziója volt 

megfigyelhető a PACAP +/- társaikhoz képest. Az sICAM-1 – mely a leukocyták 

migratióját befolyásolja – expressziója tekintetében nem igazolódott a PACAP +/+ és a 

génhiányos egerek között érdemi különbség. Az sICAM-1 az acut vesekárosodás 

pathomechanizmusában fontos szerepet játszik. Monoklonális ICAM-1-antitest 

alkalmazása protektívnek igazolódott renalis ischaemia esetén, valamint az  

ICAM-1-deficiens egerek is védettebbnek bizonyultak a vese ischaemiás károsodása 

során (Akcay et al. 2009). A BLC-expresszió a PACAP -/- egerek esetén szignifikánsan 

magasabbnak mutatkozott a PACAP +/+ egerekhez képest, a PACAP +/- és PACAP +/+ 

egerek között azonban nem találtunk számottevő különbséget. Ismert, hogy ezen 

chemoattraktáns faktor szintjének emelkedése elősegíti a B-sejtek vándorlását, a B-sejtes 

infiltratio pedig gátló hatást fejt ki az ischaemia-reperfusiót követő repair folyamatokra 

(Jang et al. 2010). A MIP-2 kulcsszerepet tölt be a neutrophil infiltratio létrejöttében 

ischaemia-reperfusio okozta vesekárosodásban (Miura et al. 2001), expressziója 

kifejezettebbnek igazolódott a PACAP -/- egerekben PACAP +/+ társaikhoz képest.  

A PACAP +/- és PACAP +/+ csoport értékei között azonban nem találtunk szignifikáns 

különbséget. A TREM expressziója a PACAP -/- egerekben szignifikánsan magasabbnak 

mutatkozott, mint a PACAP +/+ állatokban. Egy tanulmányban azonban arra a 

következtetésre jutottak, hogy a TREM nem játszik jelentős szerepet kísérletes renalis 

ischaemiában, továbbá vesetranszplantáció során sem (Tammaro et al. 2016). Az IL-16 

inaktivációja bizonyítottan védő szereppel bír ischaemia-reperfusiós vesekárosodásban 

(Wang et al. 2008). Jelen vizsgálatban az IL-16-expresszió a PACAP -/- egerekben 

alacsonyabbnak mutatkozott PACAP +/+ társaikhoz képest, a PACAP +/- és PACAP +/+ 

egerekben mért érték között nem igazolódott szignifikáns különbség. Az IL-1α és IL-27 

tekintetében nem volt érdemi különbség megfigyelhető a PACAP +/+ és génhiányos 

egerek között, az IL-1ra expressziója viszont mind a PACAP -/-, mind a PACAP +/- 

csoportban szignifikánsan magasabb volt, mint a PACAP +/+ állatokban. Az IL-1 renalis 

ischaemia-reperfusio során feltehetőleg káros hatású (Haq et al. 1998), az IL-1ra 

alkalmazása képes volt az ischaemia-reperfusiós károsodás mérséklésére (Rusai et al. 

2008). Az M-CSF fontos szerepet tölt be az acut vesekárosodást követő repair 

folyamatokban, upregulálódik a tubularis epitheliumban (Perry et al. 2015). A G-CSF is 
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elősegíti a renalis tubularis epithelium regeneratióját (Bi et al. 2015). Érdekes, hogy az 

M-CSF expressziója a PACAP +/-, a G-CSF expressziója a PACAP -/- egerekben 

bizonyult kifejezettebbnek PACAP +/+ társaikhoz képest.  

A SOD-enzim aktivitásának szignifikáns mértékű csökkenése figyelhető meg ischaemia-

reperfusio hatására a homo- és heterozigóta génhiányos egerekben egyaránt, az 

ischaemia-reperfusiót követően a génhiányos egerekben mért érték szignifikánsan 

alacsonyabb, mint PACAP +/+ társaikban. Mindez a génhiányos egerekben a csökkent 

antioxidáns kapacitás jelzője lehet. Hasonló eltérések kerültek leírásra intestinalis 

ischaemia kapcsán is (Ferencz et al. 2010 a,b). 

Ismert, hogy a p38MAPK aktivitásának gátlása az ischaemia-reperfusiós károsodás 

mérsékléséhez vezet (Wang et al. 2017, Yeda et al. 2017). Kísérletünkben a PACAP +/- 

egerek esetében a pp38MAPK-expresszió a PACAP +/+ állatokban mért értékkel 

összehasonlítva szignifikánsan magasabbnak mutatkozott. Egyre több bizonyíték 

támasztja alá, hogy az ERK aktivációja hozzájárul a károsodáshoz és az apoptoticus 

sejthalálhoz (Alderliesten et al. 2007). Vizsgálatunkban a PACAP +/- állatokban 

tapasztaltunk magasabb pERK-expressziót. A pAkt expressziója a  

PACAP +/+ egerekben bizonyult magasabbnak, mely mértéke a PACAP +/- csoporthoz 

képest szignifikánsnak mutatkozott. Számos tanulmányban számolnak be arról, hogy az 

Akt-útvonal aktivációján keresztül az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás enyhíthető 

(Hosszu et al. 2017, Hu et al. 2018, Wei et al. 2019). 

A vizsgálatunk során tapasztaltak összhangban vannak számos tanulmánnyal, ahol 

bizonyításra került, hogy a PACAP-génhiányos egerek érzékenyebben reagálnak 

különböző káros behatásokra, súlyosabb eltérések kialakulásához vezetve (Reglodi et al. 

2012b). Jelen kísérletünk során igazolást nyert, hogy a PACAP az endogén védekezési 

rendszer részének fontos tagja, részleges/teljes hiányában a szervezetet érő káros 

stimulusok komolyabb következményekhez vezetnek. 

Korábbi tanulmányokban leírták már, hogy a csökkent PACAP-szinttel rendelkező 

heterozigóta PACAP-génhiányos egerek változatos eredményeket mutathatnak, a 

vizsgált szervtől és a kísérleti körülményektől függően, mely jelen vizsgálat során is 

észlelhető volt néhány esetben. A létrejövő károsodás mértéke lehet a vad és homozigóta 

PACAP-génhiányos egerekben tapasztaltak között, de ez nem következetesen van így, 

előfordul, hogy a károsodás inkább a homozigóta vagy a vad egerekben megfigyelthez 

közelít (Farkas et al. 2017b). 
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Az endogén PACAP protektív szerepe egyéb szerveket érintő ischaemia-reperfusiós 

károsodás kapcsán is ismert. A PACAP -/- egerekben súlyosabb károsodás alakult ki 

intestinalis ischaemia-reperfusio esetén (Ferencz et al. 2010 a,b), retinalis ischaemia 

kapcsán is igazolták a komolyabb elváltozások jelenlétét a génhiányos egerekben 

(Szabadfi et al. 2012). A retinalis ischaemia kapcsán a génhiányos egerekben kialakult 

súlyosabb eltérések exogén PACAP alkalmazásával részben kompenzálhatók voltak 

(Szabadfi et al. 2012). Az arteria cerebri media occlusiója által kiváltott stroke modellben 

mind a PACAP +/-, mind a PACAP -/- egerekben bizonyították a súlyosabb károsodást, 

az elhalt terület nagyobbnak igazolódott (Ohtaki et al. 2006). Exogén PACAP 

alkalmazása azonban a károsodás mérséklődéséhez vezetett a génhiányos egerekben 

(Ohtaki et al. 2006). 

Tanulmányunk során az is megerősítést nyert, hogy az endogén védekezési rendszer 

részét képező, a szervezetben jelen levő PACAP protektív szerepének hátterében a fehérje 

antiapoptoticus, antiinflammatoricus hatása, valamint az antioxidáns rendszerre kifejtett 

kedvező hatása állhat.  



68 

5. A PACAP SZEREPÉNEK VIZSGÁLATA 
GENTAMICIN INDUKÁLTA 
NEPHROTOXICITÁSBAN HK-2 SEJTVONALON 

  ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1.1. A vizsgált sejtkultúra 

HK-2 humán vese proximalis tubulus epithelialis sejtvonalat (ATCC) DMEM 

(Dulbecco's modified eagle medium)/F-12, 10% FBS (fetal bovine serum)-sel és 

1% penicillin–streptomycinnel (Biosera, USA) supplementált médiumban tenyésztettük. 

A sejtek passzálása tripszinezést követően (Trypsin/EDTA; Biosera, USA),  

10% FBS-tartalmú DMEM/F-12 médiumban történő hígítással történt. 

A kísérletek a médiumban, a 95% páratartalmú, 5% CO2-tartalmú, 37°C-os közegben 

történő 24 órás inkubációt követően zajlottak. 

5.1.2. MTT assay 

A PACAP sejtproliferatióra és a túlélésre kifejtett hatását 96 lyukú microplate-en  

(10 000 sejt/well) vizsgáltuk.  

A vizsgált csoportok: 

 kontroll (kezelés nélkül) 

 10 nM PACAP-kezelés 

 100 nM PACAP-kezelés 

 1 µM PACAP-kezelés 

A PACAP gentamicintoxicitásban kifejtett hatásának vizsgálatához az alábbi csoportokat 

hoztuk létre: 

 kontroll (kezelés nélkül) 

 24 órás 100 nM PACAP-kezelés 

 24 órás 2 µg/ml gentamicinexpozíció 

 24 órás 2 µg/ml gentamicinexpozíció és szimultán 100 nM PACAP-kezelés 

A sejtek életképességének vizsgálatához kolorimetrikus MTT assay-t  

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, St. Louis, MO, 



69 

USA) használtunk. A teszt során az élő sejtek mitochondriumai az eredetileg sárga  

MTT-t kék formazán festékké alakítják, mely absorptióját vizsgálva tudunk az élő sejtek 

mennyiségére következtetni. Az inkubációs periódus letelte után a sejteket kétszer  

PBS-sel (Sigma, St. Louis, MO, USA) mostuk, majd 0,5 mg/ml koncentrációjú MTT-t 

tartalmazó PBS-ben inkubáltuk 3 órán keresztül, 37°C-on, 5% CO2-tartalmú légkörben. 

A 3 óra elteltével a folyadékot óvatosan leszívtuk, majd a kék festékpartikulumokat 

wellenként 200 μl dimetil-szulfoxidban újra feloldottuk. Ezt követően az abszorbanciát 

ELISA leolvasó (Dialab Kft., Hungary) segítségével 570 nm hullámhosszon megmértük, 

amely arányos volt az élő sejtek számával. 

5.1.3. Vese biomarker array 

Proteome Profiler Human Kidney Biomarker Array (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA)-t végeztünk a PACAP renalis proteinek expressziójára kifejtett hatásának 

megítélésére. A sejteket 6 lyukú plate-re helyeztük, majd 24 órás kezelésben részesültek. 

A vizsgálati csoportok: 

 kontroll (kezelés nélkül) 

 24 órás 100 nM PACAP-kezelés 

 24 órás 2 µg/ml gentamicinexpozíció 

 24 órás 2 µg/ml gentamicinexpozíció és szimultán 100 nM PACAP-kezelés  

Az inkubációt és a szupernatánsgyűjtést követően a vizsgálat a gyártó leírása szerint 

történt, a kit az összes szükséges összetevőt tartalmazza. Röviden, a membránok egy órás 

blokkolása, és a ’detection antibody cocktail’ mintákhoz történő hozzáadása után (újabb 

egy óra szobahőmérsékleten), a membránokat egy éjszakán át 2–8°C-on a minta-antitest 

keverékkel inkubáltuk. Mosást követően, tormaperoxidáz-konjugált streptavidint adtunk 

a membránokhoz 30 percre, majd az előhíváshoz chemilumineszcens reagenst 

alkalmaztunk. Az array-t az ImageJ 1.40 software segítségével analizáltuk. 

5.1.4. Statisztikai analízis 

Minden kísérlet minimum háromszor ismétlésre került. A statisztikai analízist kétutas 

varianciaanalízissel végeztük, a p<0,05 értéket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. 
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 EREDMÉNYEK 

5.2.1. Sejttúlélés – MTT assay 

A PACAP egyik alkalmazott koncentrációja (10 nM, 100 nM, 1 µM) sem volt képes 

szignifikáns változást előidézni a sejtproliferatióban (25. ábra). 

A 2 µg/ml gentamicinexpozíció a sejttúlélés szignifikáns mértékű csökkenéséhez vezetett 

(26. ábra). Az alkalmazott PACAP-kezelés képes volt a gentamicin toxikus hatásának 

mérséklésére, a sejttúlélés jelentős (szignifikáns) javulásához vezetett, míg a PACAP 

önmagában (toxikus ágens hiányában) a kontrollhoz képest nem idézett elő javulást a 

sejttúlélésben (26. ábra). 

 

25. ábra MTT assay eredménye –  a HK-2 sejtek túlélése különböző koncentrációjú 

PACAP-kezelés esetén. Az adatok az élő sejtek százalékos arányában ± SEM kerültek 

megadásra. 
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26. ábra MTT assay eredménye – a 2 µg/ml gentamicinexpozíciónak kitett HK-2 sejtek 

túlélése, valamint az alkalmazott PACAP-kezelés hatása a sejttúlélésre.  

Az adatok az élő sejtek százalékos arányában ± SEM kerültek megadásra. 

*p<0,05, ***p<0,001 vs. kontroll, ##p<0,01 vs. gentamicinkezelt csoport 

 

5.2.2. Vese biomarker array 

A PACAP önmagában szignifikánsan csökkentette az annexin V- és a Cyr 61 (cysteine-

rich protein 61)-expressziót, továbbá a PACAP-kezelés a DPPIV és VEGF 

expressziójának szignifikáns mértékű növekedéséhez vezetett (27. és 28. ábra). 

A gentamicin a következő peptidek expressziójának szignifikáns mértékű csökkenését 

idézte elő: Cyr 61, DPPIV, interleukin-6, VEGF (27. és 28. ábra). 

A DPPIV és VEGF esetében a PACAP képes volt a gentamicin indukálta 

expressziócsökkenés szignifikáns mérséklésére (27. és 28. ábra). 
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 kontroll  100 nM PACAP-kezelés 

2 µg/ml gentamicinexpozíció 2 µg/ml gentamicinexpozíció és szimultán 

100 nM PACAP-kezelés 

27. ábra Reprezentatív vese biomarker array. 

Számottevő változás volt megfigyelhető a következők esetében: 

(1) - annexin V. 

(2) - β2-microglobulin 

(3) - Cyr 61 

(4) - DPPIV 

(5) - interleukin-6 

(6) - VEGF-A  

Nem volt érdemi eltérés a továbbiak esetében (a bal felső sarokból indulva, számozás 

nélkül): adiponectin, ANPEP (alanyl aminopeptidase), angiotensinogen, clusterin, 

CXCL6 (chemokine ligand 6), cystatin C, EGF (epidermal growth factor), EGF-R 

(epidermal growth factor receptor), FABP1 (fatty acid-binding protein 1), fetuin A, 

GROα (growth-regulated oncogene α), IL-1ra (interleukin-1 receptor antagonist, IL-10 

(interleukin-10), TIM-1 (T-cell immunoglobulin mucin-1), lipocalin-2, MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein 1), MMP-9 (matrix metalloproteinase 9), neprilysin, PSA 

(prostate specific antigen), RAGE (receptor for advanced glycation end-products), RBP4 

(retinol binding protein 4), renin, resistin, SCF (stem cell factor), serpin A3, TNFα (tumor 

necrosis factor alpha), TNF-R1 (TNF-receptor1), TFF3 (trefoil factor 3), 

thrombospondin-1, TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis), uPA (urokinase-type 

plasminogen activator), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1). 
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28. ábra A vese biomarker array kvantifikálása. 

A normalizált adatok átlag pixelintenzitás ± SEM formában kerültek megadásra. 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll,   

 #p<0,05, ##p<0,01 vs. gentamicinkezelt csoport 
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 MEGBESZÉLÉS 
Az aminoglikozid-toxicitás a klinikailag egyik legfontosabb vesét érintő 

gyógyszertoxicitás, mely elsősorban a proximalis tubulusok károsodását idézi elő (Lopez-

Novoa et al. 2011). Humán vese proximalis tubulus – HK-2 – sejteken végzett 

vizsgálataink során bizonyítást nyert a PACAP védő szerepe gentamicin indukálta 

toxicitás során. 

Egy korábbi tanulmányban igazolták, hogy a PACAP képes patkányokban a gentamicin 

hatására emelkedett TNF-α-szint csökkentésére (Li et al. 2008b). Ismert továbbá, hogy 

az exogén PACAP védő hatású a vesében oxidatív stressz esetén (Horvath et al. 2011), 

cisplatin- (Li et al. 2010a) és cyclosporin A-toxicitásban (Khan et al. 2011). In vivo 

kísérletek bizonyították a renoprotektív hatást ischaemia-reperfusio során (Li et al. 

2010b) és adriamycinexpozícióban is (Eneman et al. 2017).  

Kutatásunk nemcsak a PACAP sejttúlélésre kifejtett hatásának vizsgálatára irányult, 

kiterjedt számos, a vesefunkcióhoz kapcsolt faktorra gyakorolt hatás tanulmányozására 

is. Vizsgálatunkban a PACAP a DPPIV-szint gentamicin által kiváltott változása ellen 

hatott – a gentamicin hatására a DPPIV szintjének in vitro csökkenését tapasztaltuk, 

melyet a PACAP-kezelés mérsékelni tudott. Ez alapján felvetődik, hogy a PACAP 

hatással bír a DPPIV-expresszióra. Megfigyeléseink a gentamicin DPPIV-suppressiót 

okozó hatásáról összhangban vannak az irodalomban található adatokkal 

(Blais et al. 1993). A DPPIV két formában található meg: solubilis formája a keringő 

PACAP degradatiójában in vivo fontos szerepet játszik (Zhu et al. 2003), másik formája 

membránkötött, melyet már számos epithelialis sejttípusban kimutattak, azonban a fő 

előfordulása a vesecortex proximalis tubulus kefeszegélyéhez köthető (Kenny et al. 

1976), mely alapján a renalis fehérjetranszport-rendszer részének tekinthető (Tiruppathi 

et al. 1990). Egy tanulmányban (Girardi et al. 2001) a DPPIV és a Na+–H+ transzporter 

egy isoformája között kapcsolatot találtak, mely a DPPIV proximalis tubularis epithelium 

fiziológiás funkciójában betöltött szerepét jelzi. Kísérletünkben a PACAP-kezelés képes 

volt a gentamicin által előidézett DPPIV-csökkenés mérséklésére, jelezve a PACAP 

hozzájárulását a proximalis tubularis epithelium fehérjetranszport-rendszerének 

védelméhez. 

Tanulmányunkban a PACAP a VEGF-expressziót szignifikáns mértékben emelte, 

valamint a gentamicin által előidézett csökkenését mérsékelte. Az alternatív splicing 

eredményeként a VEGF számos isoformája ismert. A VEGF-A az egyik legnagyobb 
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mennyiségben jelen levő isoforma (Neufeld et al. 1999), melyet mi is vizsgáltunk.  

A VEGF hatással bír az endothelsejt-proliferatióra és -differentiatióra, befolyásolja a 

vascularis permeabilitást és az érátmérőt (Neufeld et al. 1999). Ismert a jelenléte a 

vesében, ahol a különleges eloszlása a glomerularis permeabilitásban betöltött szabályozó 

szerepét valószínűsíti. A VEGF-rendszer hibás működését vesebetegségek széles 

spektrumában írták le, mely a klinikai jelentőségét hangsúlyozza (Schrijvers et al. 2004). 

Vizsgálatunk során az in vitro gentamicintoxicitás következtében csökkent VEGF-

expresszió volt megfigyelhető a human proximalis tubulussejtekben, mely csökkenést a 

PACAP-kezelés mérsékelni tudta. A PACAP ezen hatása összhangban van korábbi 

tanulmányokban leírásra került eredményekkel, ahol a PACAP-ot az angiogenesis 

szabályozójaként említik (Ribatti et al. 2007), emeli a VEGF mRNS-expressziót humán 

tüdő- és prostatatumor-sejtekben (Collado et al. 2004, Moody et al. 2002). 

A mechanizmus, melyen keresztül a PACAP a HK-2 sejteken a gentamicintoxicitás ellen 

hat, feltehetőleg a PAC1-receptor aktivációjához kötött. A PACAP G-protein-kötött 

receptorokon (PAC1, VPAC1 és VPAC2) keresztül hat, melyek közül a PAC1 a PACAP 

specifikus receptora. Korábbi tanulmányban (Li et al. 2010a) igazolták a PAC1- és a 

VPAC1-receptor jelenlétét a HK-2 sejteken, melyek közül a PAC1-receptor lehet felelős 

a PACAP gentamicintoxicitásban kifejtett protektív hatásáért. 

Vizsgálatunk során összefoglalva tehát bizonyítást nyert az exogén PACAP gentamicin 

indukálta károsodás esetén a proximalis tubulussejteken kifejtett védő hatása: serkenti a 

sejttúlélést, valamint mérsékli a gentamicin által indukált DPPIV- és VEGF-

expressziócsökkenést. A megfigyelések alapján a gentamicin indukálta nephrotoxicitás 

esetén a PACAP lehetséges terápiás lehetőségként szolgálhat a jövőben. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS, ÚJ EREDMÉNYEK 
ISMERTETÉSE, MEGBESZÉLÉS 

 Az exogén PACAP protektív szerepének igazolása ischaemia-reperfusiós 

vesekárosodás során hím patkányok mellett nőstény patkányokban is. 

Bizonyítást nyert, hogy a PACAP mindkét nemben mérsékli renalis ischaemia-

reperfusióban a szövettani károsodás súlyosságát, csökkenti az inflammatoricus 

citokinek expresszióját, valamint növeli az antioxidáns hatású SOD aktivitását. 

A PACAP hatásának hátterében álló jelátviteli útvonalak vizsgálata során pedig a 

BMP4-BMPR1-Smad1-kollagénIV tengely jelentőségére derült fény. 

A tanulmány a renalis ischaemia-reperfusio során fennálló, valamint a PACAP-

kezelés hatásában is megfigyelhető nemi különbségekre is rávilágított, a nőstények 

esetében kisebb mértékű károsodás igazolódott. 

 Az endogén PACAP védő szerepének bizonyítása –PACAP-génhiányos egerek 

segítségével– renalis ischaemia-reperfusio esetén. 

Igazoltuk, hogy a szervezetben jelen levő PACAP képes az ischaemia-reperfusio 

során kialakuló szövettani károsodások mérséklésére, az inflammatoricus citokinek 

expressziójának csökkentésére, valamint az antioxidáns rendszer pozitív 

befolyásolására. Továbbá a jelátviteli útvonalak vizsgálata során a PACAP-

génhiányos egerekben tapasztalt súlyosabb károsodás hátterében magasabb 

pp38MAPK, pERK1,2, valamint alacsonyabb pAkt aktivitásra derült fény. 

 A PACAP protektív funkciójának igazolása a vesében a széleskörben használt, 

nephrotoxikus hatású gentamicin antibiotikum alkalmazása során. 

Bizonyítást nyert, hogy a PACAP képes a proximalis tubulussejtek túlélését javítani 

a toxikus hatású gentamicinkezelés esetén, valamint kedvező hatással bír a renalis 

proteinek expressziójára. 

 

Összefoglalva elmondható, hogy az elvégzett vizsgálatok további bizonyítékokkal 

támasztották alá mind az endogén, mind az exogén PACAP renoprotektív szerepét, a 

klinikai gyakorlatban jelentőséggel bíró ischaemia-reperfusiós, valamint gentamicin 

indukálta károsodásban is igazolást nyert a szervezetben is jelen levő fehérje védő 

hatása, mely a jövőben akár potenciális terápiás jelentőséggel is bírhat. 
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A PhD-munkám során vizsgált ischaemia-reperfusiós és a gentamicin által indukált 

vesekárosodás komoly jelentőséggel bíró problémát jelentenek a klinikai gyakorlatban.  

A Gram- infekciók kezelésére használt gentamicin alkalmazása az általa indukált oxidatív 

stressz mediálta apoptosis következtében kialakuló nephrotoxikus hatása miatt 

korlátokba ütközik (Cao et al. 2019). Mindez indokolja a toxikus hatást 

mérsékelni/kivédeni képes lehetőségek feltérképezésének szükségességét. Ismert, hogy a 

gentamicin vesére kifejtett toxikus hatása elsősorban a proximalis tubulus sejtjein 

keresztül valósul meg, hiszen ez a reabsorptio és aktív transzport elsődleges helye, mely 

a gentamicin magasabb koncentrációjához vezet a tubularis epitheliumban   

(Dursun et al. 2018).  

Kísérletünkben in vitro HK-2 vese proximalis tubulussejteken igazoltuk, hogy a PACAP 

a gentamicin által kiváltott csökkent sejttúlélést mérsékelni képes, szignifikánsan jobb 

eredményhez vezetve. A PACAP DPPIV- és VEGF-expressziót befolyásoló hatására is 

fény derült. A gentamicin káros hatásának hátterében fontos szerephez juthatnak az 

oxigénszabadgyökök és az oxidatív stressz. A gentamicin alkalmazását követően 

megnövekedett MDA-szintet, továbbá a fő enzimatikus antioxidánsok szintjének 

csökkenését találták a vesében (Cao et al. 2019, Dursun et al. 2018). Ugyanakkor a 

gentamicin által indukált nephrotoxicitás okaként a vesesejtek apoptosisát/necrosisát is 

fontos tényezőként említik (Cao et al. 2019, Dursun et al. 2018). A káros hatás hátterében 

a proinflammatoricus citokinek expressziójának serkentése is szerephez juthat (Cao et al. 

2019, Dursun et al. 2018). Mindez magyarázatul szolgálhat, hogy az ismert 

antiapoptoticus, antiinflammatoricus és az endogén antioxidáns rendszerre is kedvező 

hatással bíró PACAP miért javíthatja a proximalis tubulus sejtjeinek túlélését 

gentamicinkezelés esetén. 

Az ischaemia-reperfusiós vesekárosodás a klinikumban számos esetben létrejöhet, 

komoly, rövid- és hosszútávú következményekhez vezetve, kihatással a vesefunkcióra és 

a vese élettartamára (Bonventre et Yang 2011, Dare et al. 2015). Ismert, hogy az 

ischaemia primeren a tubularis epithelium struktúráját és funkcióját befolyásolja, azonban 

az interstitialis gyulladás és a microvasculopathia is fontos szerephez jutnak a károsodás 

kialakulásában (Patschan et al. 2012). Az ischaemia-reperfusio az endothelsejtek 

duzzadását, a glycocalyx károsodását idézi elő, megfigyelhető továbbá az adhéziós 

molekulák upregulatiója. A tubularis epithelium károsodása proinflammatoricus 

citokinek és chemokinek fokozott expresszióját eredményezi, ami az immunsejtek 
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toborzásához vezet. Az epithelsejtek adhéziós molekulákat és toll-like receptorokat is 

expresszálnak, az immunválasz fokozódását előidézve. A neutrophilek, a macrophagok, 

az NKT-sejtek a tubularis epithelium direkt károsodását eredményezik (Bonventre et 

Yang 2011). A reaktív oxigénszabadgyökök ischaemia-reperfusiós vesekárosodásban 

betöltött szerepe is megkérdőjelezhetetlen, az oxidatív stressz a membránlipidek, a 

proteinek, valamint a DNS oxidatív károsodásán keresztül apoptosist indukál  

(Devarajan 2006).  

Vizsgálatainkban igazolást nyert, hogy mind a szervezetben jelen levő endogén, mind az 

exogén PACAP képes az ischaemia-reperfusio károsító hatását mérsékelni a vesében. 

Homo- és heterozigóta génhiányos egerekben egyaránt súlyosabb károsodás volt 

észlelhető renalis ischaemia esetén, melyet szövettani, citokinexpressziós és az 

antioxidáns rendszer megfigyelésére kiterjedő vizsgálataink is megerősítettek. Mindez 

összhangban van az endogén PACAP különböző károsodások kapcsán leírt védő 

szerepével (Reglodi et al. 2012b), mely szerint a PACAP-génhiányos egerekben 

súlyosabb eltérések alakulnak ki különféle káros behatásokra. Bizonyítottuk továbbá, 

hogy a PACAP-kezelés hím és nőstény patkányokban egyaránt protektív hatással bír 

ischaemia-reperfusio kiváltotta vesekárosodás esetén, a nőstények esetében – a kezelt és 

kezeletlen csoportokban egyaránt – kedvezőbb kimenetel volt megfigyelhető. A kialakult 

szövettani eltérések enyhébbek voltak a PACAP-kezelt csoportokban, a védő hatást a 

citokinexpressziós, valamint az oxidatív stressz és antioxidáns rendszer 

tanulmányozására kiterjedt vizsgálataink is alátámasztották. A jelátviteli útvonalak 

tanulmányozása során a BMP4-BMPR1-Smad1-kollagén IV tengely jelentőségére 

világítottunk rá, melynek nemfüggő változása igazolódott. A vizsgálat során a nemek 

közt tapasztalt különbség hátterében álló tényezők még nem teljesen tisztázottak, ezzel 

kapcsolatban felmerül a nemi hormonok szerepe, valamint a PACAP hímekben és 

nőstényekben kifejtett hatásának különbözősége (Reglodi et al. 2006 a,b). Ennek pontos 

megítélése céljából azonban további vizsgálatok szükségesek a jövőben. A vese 

ischaemia-reperfusiós károsodásával kapcsolatos vizsgálatainkban tapasztaltak valójában 

nem meglepőek, hiszen az ischaemia-reperfusiós károsodás pathomechanizmusában az 

apoptosis, az inflammatoricus és oxidatív folyamatok jutnak kiemelt szerephez, az 

általunk tanulmányozott peptid, a PACAP, pedig éppen antiapoptoticus, 

antiinflammatoricus és az antioxidáns rendszert is kedvezően befolyásoló hatásairól 

ismert (Vaudry et al. 2009).   
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