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1. BEVEZETES

1.1. ISCHAEMIA-REPERFUSIOS VESEKAROSODAS

Az ischaemia-reperfusios vesekarosodds komoly problémat jelent a klinikai
gyakorlatban, az acut veseelégtelenség fontos kivaltoja lehet, chronicus vesekéarosodas
kifejlodéséhez  vezethet, vagy a mar fenndlldo vesekarosodds végstadiumu
veseelégtelenségge torténd progressziojat segitheti eld. Kiilonbdzé pathologids
folyamatok vezethetnek ischaemia-reperfusios vesekarosodashoz, tigymint hypotensio,
sepsis, shock, miitét soran vagy azt kovetden fellépd hypoperfusio, vérzés, a veseereket
érintd korfolyamatok (Bonventre et Yang 2011, Dare et al. 2015). Elkeriilhetetlen
kovetkezménye tovabba a vesetranszplantacionak, kihatassal van a rovid-€s hosszatava
kimenetelre egyarant, a graft késdi beindulasat, rejectiot vagy chronicus graftdysfunctiot
eredményezhet (Salvadori et al. 2015).

Egy adott szerv/szovet vérellatdsanak megsziinése anyagcseréjének karosodasahoz, akar
irreverzibilis elvaltozasok kialakulasahoz vezet. A véraramlas helyreallasa pedig paradox
moddon tovabb rontja a szerv/szovet allapotat. Tehat mind az ischaemia, mind a reperfusio
soran szenved el karosodast az adott struktura. Az ischaemia-reperfusio kivaltotta
vesekarosodas pathofiziologidja rendkiviil komplex, melyben egyarant szerepet kapnak
apoptoticus, inflammatoricus folyamatok, valamint az oxidativ stressz. A neutrophilek
aktivacioja, reaktiv oxigénszabadgyokok, valamint egyéb gyulladasos mediatorok -
ugymint adhézidés molekulak és szdmos citokin- felszabaduldsa mind a folyamat részét
képezik (Maryam et Mehdi 2015).

A vese ischaemia-reperfusio egy inflammatoricus kaszkad elinduldsahoz vezet, a
gyulladds {0 mediatorai chemokinek (MCP-1, IL-8, RANTES), melyek
proinflammatoricus citokineket (TNF-a, IL-6, IL-1B, TGF-B), adhézios molekulakat,
valamint a leukocytdk aktivacidjat szabalyozzak. Az sICAM-1 (soluble intercellular
adhesion molecule) és a P-selectin adhéziés molekula szerepet jatszik a leukocytdk
toborzasaban €s a postischaemids szovet neutrophilek altal torténd infiltratidjaban, mely
endothel-leukocyta interakciokhoz vezet, az endothelsejtek duzzadasat és ezaltal a
véraramlas csOkkenését eldidézve. Mivel a gyulladds, a leukocytak és adhézios
molekuldk fontos szerepet toltenek be az ischaemia-reperfusios karosodas folyamataban,
barmely agens, mely képes az inflammatoricus folyamatokat mérsékelni, hasznos lehet

az ischaemia-reperfusi6s karosodas csokkentésében/kivédésében (Devarajan 2006,



Maryam et Mehdi 2015). Az inflammatoricus folyamatok szabalyozasaban a BMP (bone
morphogenetic protein)-csalad is szerepet jatszik. A BMP-k a TGF-B (transforming
growth factor beta)-csaladhoz tartozo, filogenetikailag konzervalt jelatviteli molekuldk.
Fontos szerepet toltenek be a vese normalis fejlddésének szabalyozasaban, de a vese
szerkezetének és funkcidjanak fenntartasaban is szerephez jutnak. Tobb tanulmany is
igazolta, hogy a BMP-molekuldk farmakologias ddzisban torténd adagolasa képes allat
modellben az acut €s chronicus vesekarosodas mérséklésére, habar a mechanizmus még
nem teljesen tisztazott. Az exogén BMP alkalmazéasa ugyanakkor tobb mellékhatassal is
bir, hiszen a BMP-receptorok eléforduldsa a szervezetben szerteagazo. Tanulményokban
szamos vesekdrosodas kapcsdn a BMP7 szintjének csokkenését tapasztaltak, tigymint
ischaemia-reperfusio soran, kontrasztanyag indukalta nephropathidban, cyclosporin A
indukalta nephrotoxicitasban, diabeteses nephropathiaban, hypertensiv nephro-
sclerosisban €s pyelonephritisben (Nakamura et Yanagita 2012). A BMP7 farmakologias
dozisban torténd alkalmazasa az acut €s chronicus vesekarosodas esetén egyarant
kedvezO hatassal bir, a vese kiilonb6zd sejtjein szdmos hatast fejt ki: gatolja az
inflammatoricus citokinek expresszidjat, mérsékli a gyulladasos sejtes infiltratiot,
csOkkenti a tubularis hamsejtek apoptosisat, valamint a fibrosist (Nakamura et Yanagita
2012). Ismert, hogy a BMP2 downregulatioja ischaemia-reperfusio soran hozzajarulhat
egy a sejtproliferatio €s apoptosis kozotti imbalance kialakulasdhoz, ezaltal karosodas
kialakulasahoz vezetve (Maryam et Mehdi 2015). A BMP2 Iényegében egy fibrosis-
antagonizal6 citokinként mitkodhet a vesében a TGF-B downregulatidja révén (Yang et
al. 2009). A BMP4 a kollagén IV-szintézis szabalyozasan keresztiil befolyasolja a basalis
membran integritasat (Parkin et al. 2011). A renalis tubulusokban a kollagén 1V sziikséges
a BMP-jelatvitel normalis aktivaldédasahoz (Bunt et al. 2010).

A mitogénaktivalt proteinkinazok kiilonb6zd stimulusok hatdsara -tigymint ischaemia-
aktivalt jelatviteli utvonalak kulcsfontossagu enzimei. Szdmos folyamat résztvevoi,
beleértve a gyulladast, proliferatiot, differentiatiot és apoptosist. Ismert, hogy a
p38MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktivitdsanak gatlasa a renalis ischaemia-
reperfusios karosodas mérséklédéséhez vezet (Wang et al. 2017, Yeda et al. 2017).
A vese ischaemia-reperfusios karosoddsa soran az ERK (extracellular signal-regulated
kinase) jelatviteli utvonal is aktivalodik, az ERK megnovekedett phosphorilatiojahoz
vezetve. Habar az ERK-utvonal bizonyitottan szerepet jatszik a sejtndvekedésben €s a
differentiatioban, egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald, hogy az ERK aktivacioja

hozzajarul a karosoddshoz és az apoptoticus sejthalalhoz (Alderliesten et al. 2007).



Az Akt/PKB (protein kinase B) jelatviteli Gtvonal szamos sejtfunkciot — tobbek kozott a
proliferatiot és a sejttulélést — befolyasol, tovabba szerepet jatszik a hypoxia-ischaemia
elleni védelmi valaszban (Zhang et al. 2018). Bizonyitott, hogy az Akt-utvonal
aktivaciojan keresztiil az ischaemia-reperfusios vesekarosodas enyhithetd (Hosszu et al.
2017, Hu et al. 2018).

A komplementrendszer aktivaciojat 1is igazoltdk mar ischaemia-reperfusids
folyamatokban, ami szdmos biologiailag aktiv terméket (pl. C3a, C4a, C5a) eredményez,
melyek proinflammatoricus hatassal birnak, valamint az adhézios molekulak aktivitdsat
is upregulaljak. A C5a egy erds chemoattractans, mely gyulladasos sejtek — neutrophilek,
monocytak, T-sejtek — toborzasat segiti el. A vese azon szervek egyike, ahol a
CSa-receptor normalis koriilmények kozott expresszalodik a tubularis epithelialis
sejteken, valamint az interstitialis macrophagokon. Ischaemia-reperfusio hatdsara a
CS5a-receptor erds upregulatidja figyelhetd meg. A komplementrendszer szerepének
felismerése 0j, az ischaemia-reperfusios karosodast kedvezden befolydsold stratégidk
megsziletés¢hez  vezetett, a  specifikus  CS5a-receptorantagonista  példaul
protektivnek bizonyult renalis ischaemia-reperfusio sordn (Devarajan 2006, Maryam et
Mehdi 2015).

A reaktiv oxigénszabadgyokok szerepe az ischaemia-reperfusids vesekarosodas
pathogenezisében jol ismert. A reperfusio soran a hypoxanthin xanthin-oxiddz altal
xanthinna  torténd konverzidja hidrogén-peroxidot ¢€s szuperoxidot general.
Vas jelenlétében a hidrogén-peroxid a rendkiviil reaktiv hidroxilgydk képzOdéséhez
vezet. Az ischaemia ugyanakkor a NO (nitrogén-monoxid)-szintazt is indukalja a
tubulussejtekben, a keletkezd NO a szuperoxiddal reagédlva peroxinitrat-képzddést idéz
eld, ami a proteinek nitrozilaciojan keresztiil sejtkdrosodast indukal. Tehat az ischaemia-
reperfusio soran a karosodott szovetbdl reaktiv oxigénszabadgyokok nagy mennyisége
szabadul fel, megvaltozik a mitochondrialis oxidativ phosphorilatio, ATP (adenosine
triphosphate) depletio alakul ki, az intracellularis calciumszint emelkedik, és
aktivalodnak a membranphospholipid-proteazok. Mindez oxidativ stresszhez vezet, mely
a membranlipidek peroxidatidjan, valamint a proteinek és a DNS oxidativ karosodasan
keresztiil apoptosist indukdl. Az antioxidans enzimrendszer (szuperoxid-dizmutéz,
katalaz, glutathion-peroxiddz) downregulati6ja szintén szerepet kap az ischaemia-
reperfusios karosodas pathomechanizmusaban. Igy ezen Gtvonal gatldsa, valamint a

szabadgyokok mennyiségének csokkentése az ischaemia-reperfusio altal eldidézett



eltérések mérseklésének egyik fontos alappillérét képezheti (Devarajan 2006, Maryam et
Mehdi 2015).

Bizonyitott, hogy az apoptosis a tubulussejtek pusztuldsa révén szignifikans mértékben
hozzajarul az ischaemia kovetkeztében kialakuld renalis dysfunctidhoz. A proximalis
tubulussejtek kifejezetten érzékenyek az acut ischaemiara, kdrosodasuk, elpusztulasuk,
levalasuk (az inflammatio mellett) primeren felelds az ischaemia-reperfusios karosodas
pathofiziologajaért, a klinikai aspektusokért. A tubulussejtek elvesztése szamos anyag
(viz, ionok, makromolekulak) kontrollalatlan paracellularis diffuziojahoz vezet. A levalod
tubulussejtek mas sejttormelékkel egyiitt a tubuluslumenbe keriilve aggregalodhatnak,
ontvényeket formazva, melyek a tubulusok obstructiojat okozhatjadk. A peritubularis
kapillarisok eltomeszelddhetnek az infiltrald leukocytak miatt, mely a lokalis vérellatas
romlasadhoz, az ischaemia fokozodasahoz vezethet (Havasi et Borkan et 2011).

A human ischaemids acut vesekarosodds morphologiai jellegzetességei koz¢ sorolhatd a
proximalis tubulusok kefeszegélyének karosodasa, eltiinése, a tubulussejtek foltos
elvesztése, focalisan proximalis tubularis dilatatio kialakuldsa, valamint a distalis
tubulusban ontvények megjelenése. A peritubularis kapillarisok vascularis congestioja is
eléforduld morpholodgiai eltérés. Az ischaemia kezdetben a tubulussejtek sublethalis
karosodasat idézi eld, mely a kefeszegély, valamint a sejt €s citoszkeleton polaritasanak
elvesztéséhez vezet. Ha a kéarosodds nem enyhiil, a folyamat progredidl, a sejtek
elpusztulnak, desquamalddnak, luminalis obstructio alakulhat ki, az inflammatoricus
folyamatok fontos szerephez jutnak. Az apoptosis €s gyulladas csokkentése ezen a szinten
még terapids lehetdség lehet (Devarajan 2006).

Szamos leukocyta-szubtipus aggregatioja kimutathatd a peritubularis kapillarisokban, az
interstitiumban ¢€s a tubulusokban. Elsdként a neutrophilek aktivacioja kovetkezik be,
melyet a macrophagok kovetnek, az MCP-1 (monocyte chemoattractant protein)
tubulussejtekben torténd upregulatidjara adott valaszként (Devarajan 2006). A tubularis
epithelium azonban nem csupan passziv elszenveddje a kdrosodasnak, hanem az
ischaemia-reperfusiora adott inflammatoricus valasz aktiv résztvevdje a vesében. A sériilt
tubularis epithelium proinflammatoricus citokineket és chemokineket bocsat ki, melyek
elosegitik az immunsejtek toborzasat. A hamsejtek adhézidos molekuldkat, toll-like
receptorokat, T-sejt kostimulator molekuldkat expresszalnak, melyek az immunsejtek
aktivaciojan keresztiil a gyulladdsos folyamat fokozddasdhoz vezetnek. A neutrophilek,
macrophagok és NKT (natural killer T)-sejtek a tubulusham direkt karosodasat idézik eld
(Bonventre et Yang 2011).
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1.2. GENTAMICIN INDUKALTA NEPHROTOXICITAS

Az aminoglikozidok csoportjaba tartozé gentamicint — mely a Gram- infekciok esetében
széleskorben alkalmazott antibiotikum — a gyogyszer indukalta nephrotoxicitas egyik
vezetd okaként tartjadk szamon, az acut vesebetegség mintegy 20%-aért tehetd feleldssé.
Mivel a gentamicin a mai napig gyakran hasznalt, effektiv antibiotikum, és a
nephrotoxikus hatas kb. 10-20%-ban eléfordul, fontos olyan modszerek feltérképezése,
melyek segitségével a karos hatds mérsékelhetd. Nincs egyértelmli modszer a
gentamicinszint monitorozasara, de a napi egyszeri adagolas tanulmanyok szerint
csokkenteni képes a nephrotoxicitas eldfordulasat (Chen et Kaye 2009, Lopez-Novoa et
al. 2011, Randjelovic et al. 2017, Vicente-Vicente et al. 2017).

A gentamicin glomerularis filtratio révén aktivan eliminalodik a vesében, majd
kb. 3-5%-a reabsorbealodik a proximalis tubulusban. A kialakult toxicitds — mely
elsdsorban inflammatoricus €s oxidativ folyamatokon keresztiil valosul meg — azon
sejtekhez kothetd, melyekben a gentamicin akkumulalodik, igy a vesében elsOsorban a
proximalis tubulus sejtjeiben, mely epithelsejtek apoptosisa/necrosisa révén tubularis
karosodast okoz. Az expoziciotol fliggden eldfordulhat, hogy a sejtek csak funkcionalisan
¢rintettek, azonban a sejtek pusztuldsdhoz vezetd intoxicatio is létrejohet. Az acut
tubularis necrosis stlyossdga a tubularis dysfunctiotol egészen a massziv tubularis
degeneratioig terjed (Lopez-Novoa et al. 2011, Randjelovic et al. 2017, Vicente-Vicente
et al. 2017).

Ismert tovabba, hogy a gentamicin szamos membrankotott enzim és transzportrendszer
aktivitasat is befolyasolni képes. Bizonyitast nyert, hogy a gentamicin a dipeptidil-
peptidaz IV (DPPIV) suppressiojat idézi eld nyul proximalis tubulussejteken (Blais et al.
1993).

1.3. VESEKAROSODAS — NEMI KULONBSEGEK

crer

kiilonbségek lelhetok fel, altalaban kedvezdbb kimenetellel a ndk esetében. Tobb
tanulmanyban is igazolodott mindez, tobbek kozott leirdsra keriilt, hogy az acut
vesekarosodas a hospitalizalt férfiak korében magasabb aranyban fordul eld, mint a
noknél (Neugarten et al. 2018), a chronicus vesebetegség eléfordulasa ritkdbb a ndk
esetében, tovabba a végstadiumu veseelégtelenségge torténd progresszid is lassabb

(Lima-Posada et al. 2017, Mehier et al. 2017). Mindezen elény azonban a menopausaval
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elttinni latszik (Carrero 2010, Mehier et al. 2017). Bizonyitott, hogy a legtobb élettani és
pathofiziologiai folyamat a két nemben eltérd modon zajlik. A nék esetében tapasztalhato
kedvezObb prognozis hatterében azonban kiilonboz6 okokat feltételeznek.

Az allatkisérleteket tobbnyire him allatokon végzik, igy ndstényekkel kapcsolatban
viszonylag kevés adat all rendelkezésre a témaban. Bizonyitasra keriilt, hogy ischaemias
karosodas kivaltotta acut veseelégtelenségben kiilonbség all fenn az allatok talélésében,
a vese érz¢kenysége a két nemben eltérd, a him allatok veséje szenzitivebb az
ischaemidra. Az észlelt nemi kiilonbségért a tanulméanyban elsdsorban az androgén
hormonokat tették feleldss¢, mivel az ivaréretlen allapot, valamint az elzetes castratio
csOkkentette a karosodast. A ndstényeknek adagolt tesztoszteron azonban nem
csOkkentette érdemben a tulélést, ami arra engedett kdvetkeztetni, hogy a hattérben nem
a tesztoszteron, hanem mas androgén hormon szerepe allhat. Ugyanakkor az 6sztrogén is
jelentéséggel bir. Ivarérett him patkdnyoknal alkalmazott Osztradiolkezelés jotékony
hatasunak bizonyult, az ivaréretlen, valamint ovariectomizalt ndstényeknél pedig a talélés
mérsékelt csokkenése volt megfigyelhetd. A him allatok tulélésére a castratio, valamint
az ivaréretlen allapot kedvezObb hatdssal birt, mint az Osztrogénkezelés. Mindezek
alapjan a tanulmanyban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az androgén hormonok
mennyiségének csokkenése a tulélés szempontjdbél még az Osztrogén nagyobb
mennyiségénél is kedvezObb hatasu (Muller et al. 2002).

Egy masik tanulmanyban igazoltak, hogy az ischaemia-reperfusio him patkanyokban a
tesztoszteronszint csokkenésével jar egyiitt, a tesztoszteroninfuzié (az 6sztradiolla torténd
konverziotdl fliggetleniil) képes a karosodds mérséklésére, a pontos mechanizmus
azonban nem tisztazott. Ezen tanulmanyban tehat elsésorban a csokkent
tesztoszteronszinttel magyaraztak a himekben kialakuld stlyosabb elvaltozasokat
(Soljancic et al. 2013).

Egy tovabbi tanulmanyban bizonyitast nyert, hogy a tesztoszteron jelenléte az Gsztrogén
hianyéanal fontosabb szereppel bir a nemi kiilonbségek kialakulasaban renalis ischaemia-
reperfusio soran. Tesztoszteron adagolasa novelte a ndstény patkanyok érzékenységét, a
castratio a karosodas csokkenéséhez vezetett, azonban az ovariectomia nem befolyésolta
érdemben a kialakulo karosodéas mértékét (Park et al. 2004).

Egy egereken végzett tanulmanyban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a him nem
ischaemia-reperfusids vesekarosodasra nagyobb fogékonysagot jelent, egy felfokozott
inflammatoricus valaszon keresztiil. A kisérlet soran a ndstények ellenallobbak voltak

ischaemia-reperfusio sordn. A him allatok castratioja csokkentette az ischaemia-
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reperfusio indukalta tubularis karosodast €s a macrophag-infiltratidt castration at nem
esett tarsaikhoz képest. A tesztoszteron supplementatidja azonban visszaforditotta ezt a
jotékony hatast. Az Osztrogéndepletio a ndstény allatokban fokozott tubularis
karosodashoz ¢és kifejezettebb macrophag-infiltratiohoz vezetett. Ovariectomizalt
ndstényeknél alkalmazott 6sztrogénpotlas képes volt a karosodas mérseéklésére (Kang et
al. 2014)

A n61kedvezdbb kimenetel hatterében tehat kiillonb6z6 okokat feltételeznek, egy azonban
kozos a témaban sziiletett vizsgalatokban: valamennyi a nemi hormonok eltéréseivel,

valtozasaival magyarazza a vesekarosodasban tapasztalt nemi kiilonbségeket.

1.4.PACAP

1.4.1. Altalanos ismertetés

A PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) egy 1989-ben Arimura
professzor €s munkacsoportja altal felfedezett neuropeptid, mely neuroprotektiv és
altalanos cytoprotektiv hatadsokkal rendelkezik. A secretin/glucagon/VIP (vasoactive
intestinal peptide) peptidcsalad tagja, két bioldgiailag aktiv formaban van jelen a
szervezetben: az emlOs szervezetben kozel 90%-ban eléforduld 38 aminosavas
PACAP38 ¢és a 27 aminosavas PACAP27 formajaban. A PACAP mindkét formajat az
ADCYAPI1 gén kdédolja. A két forma N-terminalisa megegyezik, azonban a PACAP38
C-terminalisan 11 tovabbi aminosav talalhatd. A filogenezis soran a PACAP biologiailag
aktiv régidjanak szekvencidja rendkiviili mértékben konzervalt maradt, mely
bizonyithatja, hogy ezen fehérje létfontossagl élettani funkciokért felelhet. Ismertek
azonban (N-terminalisan) révidebb fragmensek is, melyek koziil a leggyakrabban
alkalmazott a PACAP6-38, mely a PACI1- és VPAC2-receptor jelatvitelét gatolja (Vaudry
et al. 2009). Meglep6é modon azonban bizonyos sejteken (chondrocyta, retinoblastoma,
cytotrophoblast) agonistaként viselkedik (Juhdsz et al. 2014, Liu et al. 2000, Reglodi et
al. 2008, Wojcieszak et Zawilska 2014).

A PACAP lebontaséért a dipeptidil-peptidaz IV (DPPIV) enzim felelds, felezési ideje a
szisztémas keringésben minddsszesen néhany perc. A phospholipidmembranokhoz
torténd kotddése azonban a peptid nagyfoku stabilitasdhoz vezet, meggatolva ezzel

tovabbi degradatidjat (Vaudry et al. 2009, Zhu et al. 2003).
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A PACAP ¢és G-protein-kotott receptorainak (PACI (pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide type I receptor), VPAC (vasoactive intestinal peptide receptor)
1 és 2) jelenlétét a kozponti idegrendszerben €s a periférias szervekben egyarant
kimutattdk. A VPAC1 ¢és VPAC2 a PACAP-ot ¢s VIP-et egyforma erdsséggel kotik,
azonban a PACI1 2-3 nagysagrenddel nagyobb affinitast mutat a PACAP-hoz.
A VPACI ¢és 2 aktivacidja a cAMP (cyclic adenosine monophosphate) vagy cGMP
(cyclic guanosine monophosphate) szintjének emelkedéséhez vezet, mig a PACI-
receptor aktivacidja AC (adenylyl cyclase), PLC (phospholipase C) ¢s PKC (protein
kinase C) altal kozvetitett itvonalakat aktival. A PACAP specifikus PACI-receptoranak
8 splice varidnsa ismert, mely kiilonb6z6 secunder messengerek aktivaciojat idézheti eld
(Vaudry et al. 2009).

A PACAP rendkiviil széleskorii élettani hatissal rendelkezik, szinte valamennyi
szervrendszer mikodését befolyasolja (Toth et al. 2020a). Fontos szerepet tolt be az
endocrin és exocrin mirigyek szabalyozasaban (Bardosi et al. 2016, Kanasaki et al. 2016,
Sasaki et al. 2017), de jelent6sége nem elhanyagolhatdé a cardiovascularis €és a
gastrointestinalis rendszerben sem (Ivic et al. 2017, Parsons et May 2019, Vu et al. 2016).
Leginkdbb neuroprotektiv hatasair6l ismert (Reglodi et al. 2011, 2017, 2018d), de
igazoltak retinoprotektiv hatasat is (Werling et al. 2017), valamint bizonyitast nyert
altalanos sejtvédd hatasa tobbek kozott oxidativ stressz és doxorubicin indukalta
szivkarosodasban (Gasz et al. 2006, Mori et al. 2010), ischaemids és gyulladasos eredetii
bélfolyamatokban (Horvath et al. 2016, Heimesaat et al. 2017), endotoxin indukalta 1éguti
gyulladasban (Elekes et al. 2011) és dermatitisben (Kemeny et al. 2010). Protektiv hatasa
kapcsolatban van a novekedési faktorként betoltott funkcidjaval az idegrendszerben €s a
periférias szervekben, bizonyitott, hogy kiilonboz0 szervek fejlddésében fontos szereppel
bir (Farkas et al. 2017b, Fulop et al. 2019, Juhasz et al. 2015, Watanabe et al. 2016).
A PACAP esetleges diagnosztikus/prognosztikus biomarkerként torténd alkalmazasaval

kapcsolatban is sziiletett mar tanulmany (Toth et al. 2020b).

1.4.2. A PACAP szerepe az urogenitalis rendszerben

Tobb tanulmany is foglalkozott mar a PACAP és receptorai eléforduldsanak, valamint a
PACAP hatdsanak vizsgélataval az wurogenitalis rendszerben. Munkacsoportunk
immunhisztokémiai modszer alkalmazasaval igazolta a PACI-receptor jelenlétét a

vesében, mely expresszidja a corticalis tubularis epithelsejteken bizonyult a
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legkifejezettebbnek (Brubel et al. 2011). Egy kés6bbi tanulmanyban a VPACI1-receptor
bizonyult dominansnak a humén vesében, jelenléte a proximalis tubularis epithelsejteken
¢s a glomerularis podocytdkon volt kimutathaté (Eneman et al. 2016). A PACAP38
jelenlétét patkany vesében tomegspektrometrias modszerrel mutattuk ki, a PACAP
szintjének valtozasa ischaemia-reperfusio soran is igazolast nyert munkacsoportunk
vizsgalatai altal (Brubel et. 2011, Szakaly et al. 2010). PACAP38- ¢s PACAP27-
immunreaktivitds egyarant kimutatisra keriilt patkdny wureter-, hugyhdlyag- ¢és
urethrasejtekben (Fahrenkrug et Hannibal 1998). A PACAP receptorainak (PACI,
VPAC1, VPAC2) jelenlétét is igazoltdk az als6 urogenitalis tractusban
(Girard et al. 2010).

Bizonyitott, hogy a PACAP hatast gyakorol a vizeletiiritésre €s az érzd beidegzésre
egyarant (Arms €s Vizzard 2011, Heppner et al. 2019, Ojala et al. 2019). Ismert, hogy a
PACAP a PACI-receptoron keresztiil képes stimulalni a renin secretiojat, a PACAP27
intravénds alkalmazasa pedig vasodilatatiohoz €s a véraramlas fokozddasdhoz vezet a
vesében (Gardiner et al. 1994, Hautmann et al. 2007).

Kiilonboz6 vesekarosodasok kapcsan (in vivo €s in vitro egyarant) igazoltdk mar a
PACAP védo szerepét (Horvath et al. 2019, Reglodi et al. 2012a). A PACAP protektivnek
bizonyult diabeteses nephropathidban (Banki et al. 2014), egy tanulmany (Sakamoto
et al. 2015) a PACAP-ot diabeteses nephropathia esetén lehetséges terapias lehetdségként
is emliti, a glomerularis podocytdkra kifejtett antiinflammatoricus hatdsa révén.
Kontrasztanyag indukalta nephropathia esetén is hatdsosnak mutatkozott a PACAP
in vitro, HK (human kidney)-2 sejteken és in vivo, egér vesén egyarant (Khan et al. 2013).
Patkany modellen in vivo a tobbszor 1v. (intravénasan) alkalmazott PACAP-injectio a
TNF-a (tumor necrosis factor alpha)-szint gentamicin altal eldidézett emelkedését
mérsékelni tudta (Li et al. 2008b). Az immunmodulator hatassal bird cyclosporin klinikai
alkalmazasanak nephrotoxikus hatdsa gyakran gatat szab. Tobb tanulmany (in vitro és in
vivo) is bizonyitotta, hogy a PACAP a cyclosporin A altal eldidézett vesekarosodast
csokkenteni képes (Khan et al. 2011). A PACAP renoprotektiv hatdsa a kemoterapias
szerként sz¢€leskorben hasznalt cisplatin indukalta vesekdrosodas soran is igazolast nyert
in vivo ¢€s in vitro (Li et al. 2010a, 2011). Myeloma nephropathia kapcsan szamos
tanulmany bizonyitotta a PACAP protektiv hatasat (Arimura et al. 2006 a,b, Liet al. 2006,
2007, 2008 a,b). A PACAP human kiprobalasa is megtortént egy myelomaban szenvedd
onkéntes betegen. A PACAP-infuziot kovetéen az élettani €s a vesefunkcios

paraméterekben nem kovetkezett be valtozds, azonban a vizeletben iiritett lambda
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konnytlildnc mennyiségének csokkenése volt megfigyelhetd a PACAP hatasara (Li et al.
2007).

A PACAP ischaemia-reperfusios vesekdrosodasban betoltott szerepével kapcsolatban
néhany tanulmany mar sziiletett (Laszlo et al. 2014), tobbek kdzott munkacsoportunk him
patkanyokban kiilonb6zd iddtartamt ischaemia esetén igazolta a protektiv hatast,
azonban ndstényekkel kapcsolatban nem allt rendelkezésre irodalmi adat. Egyszeri iv.
PACAP-kezelés hatasara csokkent mortalitast, valamint kisebb mértékii szovettani
karosodast tapasztaltunk a him patkdnyokban (Szakaly et al. 2008). A Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) szintjének ischaemia-reperfusio hatdsidra bekovetkezd csokkenését is
mérsékelni tudta a PACAP (Horvath et al. 2010b). /n vitro is igazolédott a PACAP védo
hatésa. Patkanyok veséjébol készitett sejtkultiran hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ
stressz esetén csokkent sejttilélés volt megfigyelhetd, melyet a PACAP-kezelés képes
volt javitani (Horvath et al. 2011). Egér ischaemia-reperfusidos vesekdrosodasban is
bizonyitottdk a PACAP protektiv hatdsat, az intraperitonealis PACAP-kezelés hatasara
mérséklodott a szovettani karosodas (Li et al. 2010b). A tanulméany az ischaemia-

reperfusios karosodasban szerepet jatszo toll-like receptorok jelentdségére is ravilagitott.

1.4.3.PACAP-génhianyos egerek

A PACAP-génhianyos egerekben (homozigota: PACAP -/- és heterozigdta: PACAP +/-)
az endogén PACAP hianya/csokkent szintje kiilonbozd in vivo/in vitro behatasokkal
szemben fokozott érzékenységhez vezet az idegrendszerben és a periférids szervekben
egyarant, azonban néhany kiilonbség alapesetben is megfigyelhetdé PACAP +/+ (vad)
tarsaikhoz képest. A PACAP-génhianyos egerek fertilitasi rataja alacsonyabb, tovabba
magasabb mortalitasi rata is megfigyelhetd esetiikben (Lajko et al. 2018, Reglodi et al.
2012b, 2018a, Shintani et al. 2002).

Homeérsékleti érzékenység, anyagcsere-valtozasok, megnovekedett inzulinérzékenység,
1égzdszervi abnormalitasok, higyhdlyag-dysfunctio jellemzi 6ket (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 6regedés jelensége is megfigyelhetd a génhianyos
egerek esetében (Reglodi et al 2018b), a szisztémas senilis amyloidosis megjelenése
gyorsitott (Reglodi et al. 2018c). Depresszidszerti viselkedést mutatnak, kiilonb6zo
stressz-szitudcidkra abnormalis valasszal reagdlnak, tovabba hyperaktivitas is jellemzi

Oket (Farkas et al. 2017a, Hashimoto el al. 2001, 2011, Reglodi et al. 2012b). A fejlédés
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soran is szereppel bir az endogén PACAP, a génhianyos egerek fogaiban talalt eltérések
jol bizonyitjak a PACAP fogfejlodésben betoltott szerepét (Fulop et al. 2019, Sandor
et al. 2016). A PACAP-génhidnyos egerekben a femur nagyobb fragilitisa a PACAP
csontfejlédésben jatszott szerepére vilagitott ra (Jozsa et al. 2018).

Bizonyitast nyert, hogy kiilonb6zé ischaemia-reperfusios sériilésre is fokozott
szenzitivitassal reagdlnak a PACAP-génhianyos egerek. Cerebralis ischaemia esetén a
homo- és heterozigédta génhidnyos egerekben egyarant nagyobb volt az infarctusos teriilet
kiterjedése, valamint sulyosabb volt a neurologiai deficit. A karosodas stlyossaga exogén
PACAP alkalmazasaval csokkenthetonek bizonyult (Ohtaki et al. 2006). A bilateralis
carotisocclusio kovetkeztében kialakuld retinalis ischaemia esetén a génhianyos
egerekben szignifikdnsan rosszabbnak mutatkozott a szovettani kimenetel, az exogén
PACAP viszont képes volt a kdrosodas mérseklésére (Szabadfi et al. 2012). Vékonybél-
ischaemia kapcsan is sulyosabb eltérések figyelhetok meg a génhidnyos egerekben
(Ferencz et al. 2010 a,b). Az endogén PACAP képes az oxidativ stressz ¢s hypoxia
hatasara 1étrejovo renalis kdrosodas mérseklésére, melyet jol bizonyit, hogy hianyaban
in vitro a sejtek tulélése csokken, melyre az exogén PACAP alkalmazasa jotékony
hatassal bir (Horvath et al. 2010 a,c).

Colitis modellben (Azuma et al. 2008, Nemetz et al. 2008), doxorubicin indukalta
cardiomyopathiaban (Mori et al. 2010), endotoxin kivaltotta léguti gyulladasos
modellben (Elekes et al. 2011), valamint allergias kontakt dermatitisben (Kemeny et al.
2010) egyarant érzékenyebben reagalnak a PACAP-génhianyos egerek, tovabba
megnovekedett érzékenységgel birnak gliiko- és lipotoxicitas esetén (Nakata et al. 2010,
Sakurai et al. 2011). Ismert tovabba, hogy a PACAP-génhidnyos egerekben
szignifikdnsan magasabb a reaktiv oxigénmetabolitok mennyisége, ugyanakkor az
antioxidans hatas a plazmaban alacsonyabb (Ohtaki et al. 2010). Ezen tény is
alatdmasztja, hogy az endogén PACAP hidnyaban fokozodik a szovetek/szervek

érzékenysége kiilonbozd karos behatdsokkal szemben.

1.4.4.PACAP és nemi kiillonbségek

A PACAP hatésaval kapcsolatban nemi kiilonbségeket illetden viszonylag kevés irodalmi
adat all rendelkezésre. Parkinson-kor allatkisérletes modelljében alkalmazott
PACAP-kezelés hatasara igazolast nyertek nemi kiilonbségek (Reglodi et al 2006 a,b).
A kasztralt him patkanyokban a 6-OHDA altal eldidézett sejtpusztulast a PACAP - a
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kasztralason at nem esett allatokhoz képest - szdmottevéen nem befolyésolta (Reglodi et
al 2006a). Ugyanezen kisérletes Parkinson-kor modellben a ndstény patkanyokban a
PACAP nem befolydsolta a dopaminergsejt-veszteséget, azonban ovariectomizalt
allatokban képes volt a sejtpusztuldst mérsékelni (Reglodi et al 2006b).

Tovabba a PACAP LH (luteinizing hormone)-release-re kifejtett hatasaban is igazoltak
kiilonbségeket him és ndstény patkdnyok kozott (Szabo et al. 2004). Rovidtava étel- és
vizmegvonast kovetden az agyban a PACAP szintjének emelkedése tekintetében talaltak
nemi kiilonbségeket (Kiss et al. 2007). Koplalast kovetden a PACI-receptor
hypothalamicus mRNS-expresszidjaban is bizonyitast nyertek eltérések (Iwasa et al.
2016). A himek €s ndstények stresszre adott eltérd valaszara a PACAP-expressziot
illetéen talalt nemi kiilonbségek részben magyardzattal szolgalhatnak (Mosca
et al. 2015). A stresszvalasszal kapcsolatban bizonyitottdk a PACAP-rendszer
Osztrogénfiiggd szabalyozasat, mely a PTSD (posttraumatic stress disorder) tiinettanat,
diagnozisat illetden nemi kiilonbségek magyarazataul szolgalhat (Ressler et al. 2011).
A PACAP-PACIR utvonalban fellépd, 6sztrogén moduldlta zavar a PTSD hatterében
fennall6 abnormalis félelmi reakciok kialakuldasaban szerepet jatszik (Ramikie et Ressler
2016). A stressz szintje €s a keringd nemi hormonok a két nemben eltéré modon
regulaljadk a PACAP-rendszert, mely a human pszichidtriai betegségekben jelen levo
diszkrepancidkra részben magyardzattal szolgalhat (King et al. 2017). A PACIR-
jelatvitel nemspecifikus szerepét igazoltak a fenyegetéssel tarsult jelek tanuldsaban (Kirry

et al. 2018).
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2. CELKITUZESEK

Szamos tényezd vezethet vesekarosodas kialakuldsahoz, melyek koziil igen gyakori, €s
komoly klinikai problémat jelent az ischaemia-reperfusio altal kivaltott, valamint a

sz¢éleskorben hasznalt gentamicin antibiotikum altal eloidézett vesekarosodas.

PhD-munkam soran igy a cél e két vesekarosodas tanulmanyozasa, €s esetleges terapids
lehetdségként a széleskdrben bizonyitott cytoprotektiv hatdssal bird, az emberi
szervezetben 1is megtalalhatd, antiapoptoticus, antiinflammatoricus, valamint az
antioxidans rendszert kedvezden befolydsold funkcidval rendelkezd6 PACAP vizsgalata

volt.

= Az ischaemia-reperfusios vesekdrosodas tanulmanyozasa in vivo him és ndstény
patkdnyokban, tovabba az exogén PACAP szerepének vizsgalata mindkét nemben, az

esetleges protektiv hatds, valamint a nemi kiilonbségek feltérképezése céljabol.
= PACAP-génhianyos egerek (PACAP-/- ¢és PACAP +/-) felhasznalasaval a
szervezetben jelen levd, endogén PACAP funkcidjdnak tanulmanyozasa

ischaemia-reperfusios vesekarosodas modellben in vivo.

= Gentamicin indukdlta nephrotoxicitisban a PACAP szerepének vizsgalata HK-2

sejtvonalon in vitro.
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3. AZ EXOGEN PACAP HATASANAK VIZSGALATA
HIiM ES NOSTENY PATKANYOK ISCHAEMIA-
REPERFUSIO OKOZTA VESEKAROSODASA SORAN

3.1.ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.1. Kisérleti allatok

Feln6tt him és néstény Wistar patkanyok (n=112, 250-300 g) szolgaltak kisérletiinkben
alanyként, allathazi tartasuk 12 oras sotét/vildgos ciklusban tortént, szabad hozzaférést
engedve a vizhez ¢€s taplalékhoz.

Osszesen 12 kisérleti csoportot allitottunk fel:

= kontroll (kezeletlen) him patkanyok (100 pl fiz. s6 iv.) -
24 6ra/48 ora/14 nap reperfusio

= kontroll (kezeletlen) ndstény patkanyok (100 pl fiz. s6 1v.) -
24 6ra/48 ora/14 nap reperfusio

=  PACAP-kezelt him patkdnyok (100 pg PACAP/300 ttg 100 pl fiz. soban oldva
1v.) - 24 6ra/48 6ra/14 nap reperfusio

=  PACAP-kezelt ndstény patkanyok (100 pg PACAP/300 ttg 100 pl fiz. séban
oldva 1v.) - 24 6ra/48 6ra/14 nap reperfusio

A kisérlet a BA02/2000-24/2011 szamu engedély eldirdsainak betartasaval tortént.
A ndstény patkdnyok esetében az Osztrusz ciklus fazisdnak meghatarozédsa céljabol
hiivelyi kenetezést végeztiink, hogy a miitétre minden allat esetében ugyanazon

periodusban (6sztrusz fazisban) kertiiljon sor.

3.1.2. Miitét

A kisérleti allatokat a miitét eldtt intraperitonealis ketamin-xylazin anaesthesiaban
részesitettiik, majd a patkanyok fele intravénasan (jugularis véna) PACAP-ot kapott.
Total median laparotomiat kovetden a bal vesét 60 percre kirekesztettiik a keringésbol.
A mitét teljes idOtartama alatt az allatok homérsékletét egy melegitd lap segitségével
konstansan tartottuk. A kirekesztés felengedését kovetden zartuk a hasfalat, majd
24 6ra/48 ora/14 nap elteltével az allatok terminalasra keriiltek, veséjiiket tovabbi

feldolgozas céljabol eltavolitottuk.
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3.1.3. Morphometriai analizis

A patkanyokat anaesthesiat kovetden PBS (phosphate-buffered saline)-, majd 4%-os PFA
(paraformaldehyde)-oldattal perfundéaltuk, a veséket eltavolitottuk, és 4%-os PFA-
oldatban utoéfixalast végeztiink. A veséket paraffinba agyaztuk, €s rutin szovettani
eljarassal 5 um vastagsdgi PAS/H (periodic acid Schiff/haematoxylin) és HE
(haematoxylin-eosin) festett metszeteket készitettiink, melyeket digitalis Nikon FXA
fotomikroszkoppal elemeztiik, a képeket digitalis kameraval (Spot RT color kamera)
rogzitettilk. A kiértékelés soran Adobe Photoshop version 10.0 és Scion Image 1.47
programot hasznaltunk. Minden metszeten 10 — gyakorlatilag csak tubulusokat
tartalmazo — latoteret vizsgaltunk. A tubularis lumen teriiletaranyat hataroztuk meg, mely
alapjan a tubularis epithelium karosodasara kovetkeztethetiink. A tubularis lument és a
peritubularis kapillarisokat manualisan jeloltiik, fekete szinbe konvertdltuk, mig a
megmaradé — tubularis epitheliumnak megfeleld — teriiletet fehérbe (1. abra). Méréseink
soran a tubularis lumen teriiletaranyat fejeztiik ki a teljes tubulusteriilethez képest.

A teljes tubulusteriiletet megkaphatjuk, ha a latotér teljes teriiletébdl kivonjuk a

peritubularis kapillarisok teriiletét (1. abra).

1. adbra Morphometriai analizis - a tubularis lumen teriiletarany-mérésének menete.

A: PAS/H festett szovettani metszet fotoja. B és C: a fekete szin a tubularis lument és a
peritubularis kapillarisokat jeloli, C: a tubularis epithelium fehér. D és E: a fekete szin a
tubularis lument reprezentalja, E: a tubularis epithelium és a peritubularis kapillarisok
fehér szinnel jeloltek.

Tubularis lumen teriiletaranya = E/(0sszteriilet - C + E), ahol az oOsszteriilet: a teljes

latotérnek megfelelo teriilet.
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3.1.4. Citokinexpresszio tanulmanyozasa

24 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetéen a him és ndstény patkanyok eltavolitott
veséibdl citokin array-t végeztiink (Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit, Panel A,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Az array a nitrocellul6z membranra kotott
antitestek és a mintaban levd fehérjék kozti kotésen alapul. Az array-t a gyartod utasitasai
szerint végeztik. A ves€ket protedzgatlokat tartalmazd PBS-ben homogenizéltuk.
Triton X-100-at adtunk hozza, 1%-o0s végs6 koncentraciot elérve. A mintakat -80°C-on
lefagyasztottuk, és az Gjboli felolvadast kovetden 5 percig centrifugéaltuk (10000 rpm).
A mintdk fehérjetartalmanak meghatarozasat kovetden a citokinek/chemokinek elleni
antitesteket kotott formaban tartalmazo nitrocelluloz membranokat blokkold pufferben
1 o6rén keresztiil inkubaltuk. A pufferben oldott homogenizalt mintdkhoz 15 pl biotinilalt
antitestet pipettdztunk, majd szobahdmérsékleten 1 6rat inkubdltuk. A nitrocelluléz
membranok blokkolasat kovetden a biotinildlt antitest-homogenizalt minta keveréket a
membranokra helyeztiik, és 4°C-on egy éjszakan keresztiil inkubaltuk. Az inkubécios 1d6
letelte utdn a membranokat pufferben 3x10 percig mostuk. A mosés utan pufferben oldott
tormaperoxidaz-konjugalt streptavidint adtunk minden membranhoz, fél oran &t
inkubaltuk, majd haromszori mosast kdvetden chemilumineszcens detektdld reagenst
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) alkalmaztunk, és a filmeket el6hivtuk. A
kiértékelés soran az immunpozitivitas pixeldenzitasat Imagel 1.40 szoftver segitségével

hataroztuk meg.

3.1.5. Antioxidans és oxidativstressz-markerek vizsgalata

24 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetden a him €és ndstény patkanyok eltavolitott
veséibdl antioxidans €s oxidativstressz-markerek meghatarozasat végeztiik.

A malondialdehid (MDA) szintjének mérését a Placer altal leirt modon végeztiik (Placer
et al. 1966). A vesehomogenizatumokhoz telitett tiobarbiturat 10% perklorsavban
(TBA)-20% trikloracetat (TCA) reagenst adtunk, majd 20 perces 100°C-on torténd
inkubaciot kovetden a mintakat jéghideg vizbe helyeztiik, ¢s 4000 rpm fordulatszamon
532 nm-en, az értékeket umol/g szovetre adtuk meg.

A glutathion (GSH) szintjének meghatarozasat a Sedlak és Lindsay altal leirtak szerint
végeztiik (Sedlak et Lindsay 1968). A mintdkhoz 10%-os triklorecetsavat adtunk, majd a

vesehomogenizatumokat 15 percig 4000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiliszé 2 ml-¢hez
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4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) puffert adtunk, és az igy
kapott elegyet 100 ul 5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzdadasat kovetden
412 nm-en fotometraltuk (Milton Roy Spectronic 6001). A renalis GSH-koncentraciot
standard gorbe alapjan pmol/g-ban hataroztuk meg.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) meghatarozésa soran a vesehomogenizatumokat 20 percig
16000 rpm fordulatszdmon centrifugaltuk, majd a feliiliszobol a Misra és Firdovich altal
(Misra et Firdovich 1972) leirt modszerrel mértiik a SOD aktivitasat. A SOD gatolja az
adrenalin-adrenochrom datalakulast, melynek absorptids maximuma 480 nm-en van.

A kapott értékeket [U (international unit)/g szovettomegre adtuk meg.

3.1.6. Jelatviteli utvonalak tanulmanyozasa
24 ¢s 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetden a him és ndstény patkanyok eltavolitott
veséibdl a jelatviteli utvonalak tanulmanyozasa céljabol RT-PCR (real-time polymerase

chain reaction), Western blot és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink.

3.1.6.1. RT-PCR

A jelatviteli elemek RNS-expresszids profiljanak vizsgalatdhoz elsé 1épésként az
Osszegylijtott sejtekb0l RNS-t izolaltunk. TRIzol reagensben (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) valo feloldas utan 20 %-os RNéaz-mentes kloroformot adtunk a
mintakhoz, amelyet centrifugalds kovetett 4°C-on, 10000 g-n, 15 percig. Az ekkor
megjelend felsé vizes fazist 500 pul RNaz-mentes izopropranolra rétegeztiik rd, majd
1 oraig —20°C-on téroltuk, amelyet ismételt centrifugdlas kovetett. Az igy nyert total
RNS-t RNéz-mentes vizben oldottuk fel, és a felhasznalasig —20°C-on téroltuk.
A mintaink tisztasdgat az RNS koncentraci6janak mérésével ellendriztilk Nanodrop
késziilék (Nanodrop1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) segitségével, €s
azonos koncentraciot allitottunk be. Az RNS cDNS-s¢ irasahoz 2 pg/20 pl RNS-t,
0,112 uM 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
tartalmaz6 premixet hasznaltunk. Az igy kapott cDNS-t polimeraz-lancreakcid elvén
programozhatd termosztat (Labnet MultiGene™ 96-well Gradient Thermal Cycler;
Labnet International, Edison, NJ, USA) segitségével ciklikusan felsokszoroztuk.
A mastermixet 1 ul sense és antisense primerbdl (0,4 uM), 0,5 ul ANTP (200 uM),
5 egység ProMega GoTaq® DNS-polimerazbol ¢és 1x reakciopufferbdl allitottuk

0ssze, majd 1 pl minta hozzdadasa utan 11 pl végtérfogattal dolgoztunk. (2. abra)
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A PCR-termékek futtatasat 1,2%-os ethidium-bromidot tartalmaz6 agardzgélen végeztiik.

Az eredményeinket géldokumentacios (FluorChem™E system, Proteinsimple,
California, USA) rendszerrel elemeztiik és dokumentaltuk, a kiértékelést pedig az Imagel
1.40 programmal végeztiik. Az eredményeinket optikai denzitas (OD) formdjaban kaptuk
meg, €s a kezeletlen mintak eredményeivel hasonlitottuk dssze. Bels6 kontrollként aktint

hasznaltunk.

2. abra Nukleotidszekvenciak, amplifikacios helyek, GenBank azonositasi szamok (ID),

amplimerméretek és a PCR reakcio koriilményei minden egyes primerpar esetén.

Annealing | Amplimer
Gén Primer Nukleotidszekvencia (5°—3) GenBank ID homeér- meéret
séklet (bp)
sense égg_ 7C 1C4’)A GGT GTCTCC AAG NM_017178.1 53°C 209
BMP2
(Bmp2) AAG TCC ACA TAC AAA GGG
antisense | TG
(886-905)
sense g;gég_ggcf) CAA GCATCA CCC NM_012827.2 53°C 294
BMP4
(Bmp4) TCG TACTCG TCC AGA TAC
antisense | AAC
(1149-1169)
sense gﬁg’_g;rg CTTTGC CATTAT NM_009758.4 47°C 487
BMPR1
(Bmprla) | TTT ACC AAC CTG CCG AAC
antisense (709-726)
TCG GCT ATT CCT TCG TGA TG o
Kollagén sense (4963-4982) NM_007735.2 56°C 209
IV. tipus
(Col4al) ntisen GGA TGG CGT GGG CTT CTT
ANASENSE 1 (5154-5171)
Aktin GCC AAC CGT GAA AAG ATG A o
(Actb) sense (419-437) NM_007393.5 54°C 462
CAA GAA GGA AGG CTG GAA
antisense |AA
(861-880)
sense (C;S?_ 8A6’§)G GCT ACAACAAGGC NM_ 008854 53°C 280
PKA
(Prkaca) tsense | ATG GCA ATC CAG TCA ATC G
ANASENSe 1 (1109-1126)
AGC ACC TACCCT CACTCCC o
Smadl sense (935-953) NM_013130.2 56°C 306
(Smad1) antisense GAA ACC ATCCACCAACACG
(1222-1240)
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3.1.6.2. Western blot

Proteazgatlokat (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-orthovanadat) is tartalmazo
homogenizaldé RIPA (radioimmunoprecipitation assay) pufferben (150 mM NaCl,
1,0% NP40, 0,5% natrium-deoxykolat, 50 mM Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane),
pH 8,0) vettilk fel a mintdkat. Az eldkészitett szovetmintat —70°C-on taroltuk a
felhasznalasig. A kisérlet kezdetén 30 masodperces szonikalassal teljes sejtlizatumot
készitettiink. A feltardst kovetden a mintdkat Laemmli elektroforézis mintapuffer
(20 mM Tris-HCI pH 7,4, 10% SDS, 100 mM B-merkaptoetanol, 0,01% bromfenolkék)
hozzaadéasaval és 10 percig torténd forraldssal készitettilk eld. Fehérjemeghatarozas
segitségével a mintakat azonos koncentracidra allitottuk be. A fehérjéket 7,5%-os
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) hasznéalataval
120 V fesziiltség mellett valasztottuk el egymastol izoelektromos pontjuk €s molaris
tomegiik alapjan. Ezt kdvetden nitrocelluléz membranra transzferaltuk az elvalasztott
fehérjéket Turbo blot (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) segitségével 7 perc 300 mA
aramerdsséggel. Az aspecifikus kotéhelyeket 5%-os tejporral (5 g tejpor, 100 ml PBS)
blokkoltuk 3x10 percig torténd rdzatds kozben. Ezt PBST-vel (phosphate-buffered
saline/Tween) torténd lemosas kovette. 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), Smadl ("small" worm
phenotype, "mothers against decapentaplegic"), CollV (collagen 1V) fehérjéket
vizsgaltuk. A primer antitesteket (3. abra) egy éjszakara 4°C-on tartottuk a membranokon.
Masnap jabb PBST-vel torténd lemosas kovetkezett 3x10 percig, majd az anti-nytl
tormaperoxiddz-konjugalt (1:1500) ¢és anti-egér tormaperoxidaz-konjugalt (1:1500)
secunder antitestek (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) bekotddésének biztositasara
2 6raig szobahdmérsékleten hagytuk a membranokat. Az elohivashoz chemilumineszcens
folyadékot (Advansta Inc., Menlo Park, CA, USA) hasznaltunk, a jeleket a FluorChem E
(Fluorchem E, ProteinSimple, CA, USA) géldokumentacids rendszerrel rogzitettiik.
A him allatok mintdibol szarmaz6 jelek ezzel a mddszerrel nem voltak vizualizalhatok,
igy SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Rockford, IL,
USA)-ot alkalmaztunk a gyarto leirasanak megfelelden. A megjelend jelek OD értékét az
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ImageJ 1.40 programmal értékeltiik, bels6 kontrollként pedig aktint hasznaltunk. A kapott

eredményeket a kezeletlen mintak eredményeivel hasonlitottuk dssze.

3.1.6.3. Inmunhisztokémia

A szoveteket Saint-Marie oldatban (99% etanol, 1% vizmentes ecetsav) torténd
fixalas és 70%-os etil-alkoholos, majd 3x10 percig tart6 PBST-s mosast kovetden
beagyaztuk ¢€s lemetszettiik (5 um-es metszetek). Egyenként 100 pl PBST-ben oldott
1%-0s BSA (bovine serum albumin)-val blokkoltuk az aspecifikus kétéhelyeket nedves
kamréaban, 30 percre 37°C-ra helyezve dket. 3x10 perces mosas utan tettiik rd a primer
antitestet (anti-BMP4, anti-BMPRI, anti-Smadl és anti-CollV) (3. abra), majd egy
¢jszakara 4°C-on hagytuk. Ezen ellenanyagokat Alexa 555-tel jelolt anti-nyal/
Alexa 488-cal jelolt anti-egér (1:1000) (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA) antitestek hozzdadasaval tettilkk lathatova. Magfestét (DAPI-4',6-diamidino-
2-phenylindole) tartalmaz6 Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough, Anglia)
feddanyaggal fedtiik le mintainkat. Negativ kontrollként primer antitestet nem tartalmazo
Osszeallitasban ismételtiik meg a kisérletiinket a secunder antitest fals bekotddésének
kizarasa céljabol. A kiilonbozo felvételek készitése soran ugyanazokat az expozicids
idOket hasznaltuk, hogy a felvételek Osszehasonlithatoak legyenek. A BMPR1 és CollV
vizsgalata sordn Nikon Eclipse E800 mikroszkopot hasznaltunk Olympus DP72
kameraval (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). A Smadl ¢és BMP4 subcellularis
lokalizacidjanak megjelenitéséhez Olympus FV1000S konfokalis mikroszkopot
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) alkalmaztunk.

3. abra A kisérletekben hasznalt antitestek listaja

Antitest Gazdaallat Higitas Forgalmazo

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

Anti-PKA nyul, poliklonalis 1:800 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Anti-P-PKA nyul, poliklonalis 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Anti-BMP2 egér, monoklonalis 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Anti-BMP4 nyul, poliklonalis 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Anti-BMPR1 egér, monoklonalis 1:600 Abcam, Cambridge, UK
Anti-Smad1 nyul, poliklonalis 1:600 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Anti-AKktin egér, monoklonalis 1:10000 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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3.1.7. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segitségével tortént.
A szdvettani értékelés, a citokinexpresszio, valamint az antioxidans €s oxidativstressz-
markerek vizsgalata soran kapott eredmények kiértékeléséhez varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel kiegészitve, a normalis
eloszlast Kolmogorov-Smirnov- €s Shapiro-Wilk-teszt segitségével, a homogenitést
Levene-probaval vizsgaltuk. A Westernblot és a RT-PCR vizsgélat eredményei
kétmintas t-probaval kertiltek kiértékelésre. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

3.2.EREDMENYEK

3.2.1. Morphometriai analizis

Ischaemia-reperfusio hatdsara elsGsorban a proximalis tubulusokban a tubularis
epithelium kdrosodasa figyelhetd meg, a hamsejtek veszitenek magassagukbdl, mely altal
a tubularis lumen részben latszolagos tagulata jon 1étre. Ezen eltérés a kontroll, PACAP-
kezelésben nem részesiilt csoportokban kifejezettebbnek bizonyult a PACAP-kezelt
csoportokhoz képest (4. és 5. abra)

A him kontroll patkdnyokban mar 24 6rds reperfusiét kovetden stlyos szdvettani
karosodas volt megfigyelhetd, a tubularis epithelium ellapult, a tubuluslumen tagult, a
48 oras €s 14 napos csoportok esetén nem tapasztaltunk érdemi rosszabbodést a 24 6rés
csoporthoz képest, az 1d6 eldrehaladtaval szamottevd progresszid nem volt észlelhetd
(4. és 5. abra).

A no6stény kontroll patkdnyok szdvettani eredményei 24 6ra elteltével szignifikansan
jobbnak bizonyultak a himekéhez képest, ugyan megfigyelhetd volt sulyosbodas a
szovettani eltérések tekintetében az 1d9 elteltével (48 ora €s 14 nap esetén szignifikdnsan
rosszabb szovettani eredmény a 24 6rashoz képest), de csak 14 nap utan volt
tapasztalhat6 a him patkanyokban mar 24 o6ras reperfusiot kdvetden kialakulé komolyabb
szovettani karosodas (4. €s 5. abra).

A PACAP-kezelt csoportokban mindkét nem esetében szignifikansan enyhébb
eltéréseket talaltunk a kontrollhoz képest, a PACAP-kezelés mindharom
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id6intervallumban képes volt jelentésen mérsékelni a szovettani eltérések sulyossagat
(4. és 5. abra).

A him patkanyokban a PACAP-kezelés szignifikans mértékben csokkentette a szovettani
karosodast mindharom csoport (24 6ra/48 6ra/14 nap reperfusio) esetében. Az idd
multaval — a 24 6ras csoporthoz képest szignifikdns mértékli — progresszid volt
megfigyelheto (4. és 5. abra).

A PACAP-kezelésben részesiilt ndstény patkanyok eredményei a 48 6ras és a 14 napos
csoportban szignifikansan jobbnak bizonyultak a kezeletlen néstényekhez, valamint a
PACAP-kezelt himekhez képest is. Az id6 elorehaladtaval nem tapasztaltunk valtozast a
tubularis karosodas sulyossagaban, a PACAP-kezelt himekkel és a kontroll néstény
patkanyokkal ellentétben nem volt megfigyelhetd a szovettani karosodas progresszioja

(4. és 5. abra).

HiMm allatok
A Kontroll PACAP-kezelt

T ; y ;

24 6ra
reperfusio

48 6ra
reperfusio

14 nap
reperfusio

Him allatok veséjébol késziilt szovettani metszetek reprezentativ fotoi
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NOSTENY allatok

24 6ra
reperfusio

48 6ra
reperfusio

14 nap
reperfusio

Nosteny allatok veséjebol késziilt szovettani metszetek reprezentativ fotoi

4. abra Reprezentativ fotok kontroll, valamint PACAP-kezelt him (A) és nostény (B)
patkanyok veséjébol kesziilt PAS/H festett metszetekrdl az ischaemia-reperfusiot kovetéen

24 ora/48 ora/14 nap elteltevel. Aranymérték: 20um.
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5. abra A szovettani értékelés eredménye — a tubularis lumen teriiletaranya kontroll,
valamint PACAP—kezelt him és néstény patkanyok veséjében. Az adatok datlag + SEM
formaban keriiltek megadasra.

**p<0,01, ***p<0,001 vs. idéazonos kontroll him,

p<0,01, ™ p<0,001 vs. 24 oras kontroll néstény,

&&&p<0, 001 vs. idoazonos kontroll ndstény,

##p<0, 01, ###p<0, 001 vs. 24 oras PACAP-kezelt him,

"p<0,01 vs. idSazonos PACAP-kezelt him
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3.2.2. Citokinexpresszio tanulmanyozasa

Kontroll him Kontroll néstény
1 2 3 4 3 5] 7 3 9 10 1 2 3 4 3 (3] T 8 9 10
A . ®® *e -
2| - e e B - o
C - - e
o | W .. e - e
A | - e e @9 || W e -
c
o | ceeee . - e
PACAP-kezelt him PACAP-kezelt nGstény
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pozitiv CINC- Fractal- sICAM- Pozitiv

A | kontroll CINC- 20 CING3 | CNTF | hine | GMOF PN kontroll
IL-1o IL-1B IL-1ra IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-10
B
L-
IL-13 IL-17 IP-10 LIX . MIG MIP-1a | MIP-3a

C selectin

Pozitiv | o anTES | ™™™ | 1imp-1 | TNF-o | VEGF Negativ
D | kontroll chem. kontroll

6. dbra Reprezentativ citokin array a kontroll, valamint PACAP-kezelt him és nosteny
patkanyok veséje citokinexpresszios mintdzatanak demonstralasara ischaemia-

reperfusiot kovetéen 24 oraval.

A membranokon a citokinek duplikatumban lathatok.

A vizsgalt citokinek/chemokinek: CINC-1 (cytokine-induced neutrophil chemo-
attractant 1), CINC-2af (cytokine-induced neutrophil chemoattractant 2o0p), 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-y (interferon y), IL-1o. (interleukin 1),
IL-1p (interleukin 1B), 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-1o. (macrophage inflammatory
protein la), MIP-3a (macrophage inflammatory protein 3a), RANTES (regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted), thymus chemokine, TIMP-1 (tissue
inhibitor of metalloproteinases 1), TNF-o. (tumor necrosis factor o), VEGF (vascular

endothelial growth factor).

31



Ischaemia-reperfusiot kovetden a fractalkine, az L-selectin, a RANTES ¢és az sSICAM-1
expresszidjaban nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség a nemek kozott, PACAP-
kezelés hatasara a fractalkine, az L-selectin és a RANTES esetében mindkét nemben
szignifikans mértékii csokkenés volt megfigyelhetd, mely a ndstények esetében azonban
kifejezettebbnek bizonyult (6-7. abra). A csokkenés mértéke az SICAM-1 tekintetében
hasonld volt mindkét nemben, a csokkenés nem érte el a szignikans mértéket (6-7. abra).
Jelentés nemi kiilonbséget tapasztaltunk a TIMP-1 és a MIP-3a kapcsan, a him
patkdnyokban szignifikdnsan magasabb expresszids szinttel, mind a kontroll, mind a
PACAP-kezelt csoportban (6-7. abra). PACAP-kezelés hatasara mindkét nemben az
expresszid csokkenése volt észlelhetd, mely a ndstényekben a TIMP-1 és MIP-3a, a
himekben a TIMP-1 esetében szignifikansnak bizonyult (6-7. dbra). A thymus chemokin
kifejezettebb expressziojat taldltuk a ndstény patkanyokban a himekhez képest, mely a
PACAP-kezelt ndstények esetében szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott, PACAP-
kezelés hatasara pedig mindkét nemben csokkenést tapasztaltunk (6-7. dbra). A CNTF
jelenléte érdemben csak a kontroll ndstények veséjében volt kimutathatd, a himekhez
képest szignifikdnsan magasabb értéket kaptunk. A PACAP-kezelést kovetden
expresszidja pedig mar a ndstények esetében is elhanyagolhatdé mértékiinek bizonyult, a
kontroll ndstényekkel Gsszevetve szignifikdns mértékii csokkenés volt megfigyelhetd

(6-7. abra).
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7. abra A citokin array kvantifikalasa. A normalizalt adatok atlag pixelintenzitas + SEM

formaban keriiltek megadasra. **p<0,01, ***p<0,001 vs. sajat kontroll, “p<0,05,
“p<0,01, *p<0,001 vs. PACAP-kezelt him, "p <0,05, """ p<0,001 vs. kontroll him
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3.2.3. Antioxidans és oxidativstressz-markerek vizsgalata

A SOD aktivitasa mindkét nemben magasabbnak mutatkozott PACAP-kezelés hatdsara,
a kontrollhoz viszonyitva a kiilonbség azonban csak a ndstényekben bizonyult
szignifikansnak (8. abra). Az MDA szintje a PACAP-kezelésben részesiilt him és ndstény
patkdnyokban egyarant enyhén alacsonyabb volt, a kontrollokhoz viszonyitva azonban
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (8. abra). A GSH tekintetében a csoportok kdzott

nem igazolodott szamottevo kiilonbség (8. abra).
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8. abra A SOD, MDA és GSH expresszioja kontroll, valamint PACAP-kezelt
him és nostény patkanyokban  ischaemia-reperfusiot kovetéen 24  oraval.

*p<0,05 vs. kontroll nostény
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3.2.4. Jelatviteli utvonalak tanulmanyozasa (RT-PCR,
Western blot és immunhisztokémiai eredmények)

A PACAP receptordhoz valé kotddése aktivalja a PKA-t, melynek mind mRNS-, mind
fehérjeszintli emelkedése megtigyelhetd volt a PACAP-kezelt 4llatokban az ischaemia-
reperfusiot kovetden 24 oraval (9-10. dbra). A PKA aktivacidja (phosphorilatioja) a
24 6ras csoportban mindkét nem esetén szignifikdnsan emelkedett PACAP-kezelés
hatasara (10. dbra). 48 6raval az ischaemia-reperfusiot kovetden a PKA mRNS-
expresszidja a PACAP-kezelt csoportokban szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott
a kontrollokhoz képest (9. abra).

24 ora elteltével a BMP2 mRNS szignifikansan emelkedett a himekben PACAP-kezelés
hatasara, mig a ndstények esetében nem volt valtozas, a BMP2 fehérjeexpresszid pedig
egylk nemben sem valtozott (9-10. abra). Ezzel szemben a BMP4 mRNS- ¢és
fehérjeexpresszid szignifikdns emelkedése volt megfigyelhetd mind a himek, mind a
nostények esetében (9-10. dbra). A BMP4-immunpozitivitdas a PACAP-kezelt
csoportokban erdsebbnek bizonyult, elsdsorban a corticalis tubulusokban koncentralodva
(11. 4bra). A PACAP hatdsira a BMP mRNS-expresszio megvaltozott a 48 oras
csoportokban, a BMP2 és BMP4 emelkedett a himekben, azonban a ndstényekben nem
talaltunk szignifikans eltérést (9. abra). A BMP2 ¢és BMP4 fehérjeexpresszid csak a
nostényekben mutatott emelkedést, a PACAP-kezelt himekben nem volt szamottevo
eltérés 48 oraval az ischaemia-reperfusio utan (10. abra).

A BMPR1 mindkét nemben kimutathaté6 volt, a PACAP hatasara az mRNS- és a
proteinexpresszid egyarant emelkedett a him és ndstény patkanyokban a 24 Oras
csoportban (9-10. abra). A corticalis tubulusokban a BMPR1 erdsebb jelet adott PACAP-
kezelés utan (11. abra). Erdekes modon, 48 éraval az ischaemia-reperfusiot kovetéen a
BMPR1 mRNS-expresszié mindkét nemben csdkkenést mutatott PACAP-kezelés esetén,
azonban a proteinszint allandé maradt (9-10. abra).

A BMPRI1 egy targetjének, a Smadl-nek az mRNS-expresszidja szignifikdnsan
magasabb volt a PACAP-kezelt csoportokban 24 o6raval az ischaemia-reperfusio utan
(9. ébra). A Smad]l protein szintje szintén emelkedett a PACAP-kezelt him és ndstény
patkdnyokban a 24 6ras csoportban (10. dbra). Tovabba a tubulusok immunpozitivitasa
jelentésen fokozodott a PACAP-kezelt csoportokban (11. abra). A Smadl mRNS-
expresszidja viszont csokkent PACAP-kezelés esetén a 48 6ras csoportban, de meglepden

a fehérjeexpresszido még emelkedett szintet mutatott (9-10. dbra).
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Ezen jelatviteli utvonal egy target génje a kollagén IV, mely mRNS-expresszidjat szintén

fokozta a PACAP 24 6raval az ischaemia-reperfusio utan a him és ndstény patkanyokban

egyarant (9. abra). Tovabba a proteinexpresszio tekintetében is kifejezett emelkedés volt

észlelhetd mindkét nemben (10. abra). A tubulusok és a Malpighi-testek koriil kollagén

[V-immunpozitiv vonal volt megfigyelhetd a PACAP-kezelt csoportokban (11. &bra).

A PACAP-kezelés azonban csokkent kollagén IV mRNS-expressziot eredményezett

48 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetden, bar a fehérjeexpresszid még magasabbnak

mutatkozott a kontrollhoz képest a himekben €és ndstényekben egyarant (9-10. abra).
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9. abra RT-PCR eredmények - PKA, BMP2, BMP4, BMPRI, Smadl, Coldal

mRNS-expresszio kontroll, valamint PACAP-kezelt him és nostény patkanyok veséjében

24, valamint 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kévetoen. A bandek alatti szamok az

integralt denzitasokat mutatjak. *p<0,05, **p<0,01 vs. kontroll
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WESTERN BLOT
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10. abra Western blot eredmények - PKA, P-PKA, BMP2, BMP4, BMPRI, Smadl,
CollV fehérjeexpresszio kontroll, valamint PACAP-kezelt him és nostény patkanyok

veséjében 24, valamint 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kévetéen. A bandek alatti

szamok az integralt denzitasokat mutatjak. *p<0,05 vs. kontroll
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Immunhisztokémiai eredmények - BMP4

7
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Immunhisztokémiai eredmények - BMPR1

Him
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Kontroll 48h

PACAP 24h

PACAP 48h
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Immunhisztokémiai eredmények - Smad1l
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Immunhisztokémiai eredmények - Kollagén IV

Him

Kontroll 24h PACAP 24h

Kontroll 48h PACAP 48h

NGOSTENY
Kontroll 24h PACAP24h

Kontroll 48h PACAP 48h

11. abra Immunhisztokémiai eredmények - BMP4, BMPRI, Smadl, kollagén IV-
immunpozitivitas kontroll, valamint PACAP-kezelt him és nostény patkanyok veséjében

24, valamint 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetéen. Aranymérték: 50um.
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3.3. MEGBESZELES

A morphometriai analizis soran igazolast nyert, hogy a kontroll ndstény patkanyokban
ischaemia-reperfusio hatasara jelentésen enyhébb szovettani eltérések alakulnak ki, a
14 napos csoport kivételével eredményeik szignifikdnsan jobbnak bizonyultak a
himekéhez képest. Ezen megfigyelés 6sszhangban all azon irodalmi adatokkal, mely
szerint a vesebetegségek stlyosabb megjelenésiiek, gyorsabban progredidlnak és
hamarabb vezetnek végstadiumu veseelégtelenséghez férfiakban (Kher et al. 2005,
Neugarten et al 2018). A PACAP-kezelés képes volt szignifikans mértékben csokkenteni
a szovettani eltérések sulyossagat mindkét nem esetében. A PACAP protektiv hatasa
kiilonb6zd vesekarosodasok kapcsan mar igazoldsra keriilt, ugymint diabeteses és
myeloma nephropathidban, cyclosporin, cisplatin és kontrasztanyag indukalta
nephrotoxicitasban (Horvath et al. 2019, Khan et Batuman 2016, Reglodi et al. 2012a),
azonban ezen vizsgalatokban mind him egyedek szolgéltak alanyként. Munkacsoportunk
els6ként bizonyitotta, hogy a PACAP ndstényekben is védd hatassal bir ischaemia-
reperfusio okozta vesekarosodasban. A PACAP-kezelt ndstény patkanyokban a tubularis
karosodas enyhébbnek bizonyult a himekhez képest. A PACAP protektiv hatasat illetden
nemi kiilonbségek leirasra keriiltek mar Parkinson-korban (Reglodi et al. 2006 a,b).

Vizsgalataink a citokinexpresszios mintdzat meghatarozéasara is kiterjedtek, hiszen a
PACAP védo  hatasanak  hatterében ismerten részben immunmodulator,
antiinflammatoricus funkcioja all (Vaudry et al. 2009). Tanulmanyunkban PACAP-
kezelés hatdsara szamos citokin (fractalkine, SICAM-1, L-selectin, RANTES, CNTF,
MIP-3a, thymus chemokine, TIMP-1) expresszidjanak csokkenése volt megfigyelhetd,
mely eredmény 6sszhangban van a diabeteses nephropathia modelljében PACAP-kezelés
esetén tapasztaltakkal (Banki et al. 2013). Ismert tovabba, hogy retinalis hypoperfusio
esetén a PACAP alkalmazasa szintén szdmos citokin (CNTF, fractalkine, SICAM-1,
L-selectin, MIP-3a, RANTES, TIMP-1) expressziojanak csokkenését idézte eld (Szabo
et al. 2012). A fractalkine, L-selectin, MIP-3a , RANTES, TIMP-1 ¢s CNTF tekintetében
a PACAP-kezelés hatasara kisérletiinkben a ndstényekben jelentdsebb csokkenés volt
észlelhetd, mint a himek esetében. Vizsgélatunk sordn a CNTF-expresszioban nemi
kiilonbséget tapasztaltunk, dontéen ndstények esetében volt kimutathatd ezen citokin.
A CNTF-et vesekarosodas kapcsan a protektiv rendszer részeként tartjadk szdmon,
novekedési faktorként ischaemia-reperfusiot kovetden a vesetubulusok repair

folyamataiban szerepet jatszik (Yang et al. 2001). A PACAP azonban kisérletiinkben nem
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novelte a  CNTF-expressziot, mely alapjan  feltételezhetjiik, hogy a
PACAP ischaemia-reperfusios vesekarosodasban betoltott védd hatdsa egyéb mddon
fejezddik ki. Jelentds nemi kiilonbségek voltak megtigyelhetok tovabba a TIMP-1 és
MIP-3a-expresszioban, magasabb  szinttel a  himekben. Egerekben ma4j
ischaemia-reperfusio esetén a vizsgalt citokinek tobbségének esetében is hasonld
megfigyeléseket tettek (Crockett et al. 2006).

A vese ischaemia-reperfusios karosodasdnak kialakuldsaban az oxidativ stressz nagy
jelentdséggel bir (Maryam et Mehdi 2015), ezért munkank sordn antioxidans és
oxidativstressz-markerek meghatarozasat is célul tiztik ki. A lipidperoxidatio
melléktermékeként szdmon tartott MDA ¢és az antioxidans glutathion szintjében nem
talaltunk érdemi kiilonbséget a vizsgalt csoportjaink kozott, mig az antioxidans hatéssal
bir6 SOD aktivitasa magasabbnak bizonyult a PACAP-kezelt csoportokban ischaemia-
reperfusiot  kovetéen, mely megfigyelés 0Osszhangban van korabbi vizsgalati
eredményekkel intestinalis ischaemidban (Ferencz et al. 2009, Horvath et al. 2016).
A PACAP-kezelt és kontroll csoportok kdzotti kiilonbség csupan a ndstények esetében
mutatkozott szignifikdnsnak, felvetve a PACAP védo hatasat illetden nemi kiilonbségek
fennallasat.

A PACI-receptor aktivacidja tobb kapcsolodasi ponttal is bir a WNT (wingless-related
integration site)/pB-catenin- és BMP-jelatvitellel (Chen et al. 2012, Juhasz et al. 2015,
Yu et al. 2014), melyen keresztiil kiilonb6z6 cellularis funkciok (proliferatio,
differentiatio, matrixproductio) szabalyozasara képes (Katagiri et Watabe 2016).
A PACAP bekotddését kovetéen aktivalja az adenil-cikldz enzimet, mely az
intracellularis cAMP-szint emelkedéséhez vezet (Vaudry 2009). Ezt kdvetden a PKA
aktivalodhat, mely phosphorilatioja aktivabb formdja kialakulasat eredményezi (Solari et
al. 2014), valamint szamos transzkripcios faktor aktivacidjat serkenti. Kisérletiinkben
bizonyitottuk, hogy a PACAP eldsegiti a PKA phosphorilatiojat, kivédve/csokkentve az
ischaemia kéaros hatdsait. Hasonl6 — PACAP hatasara bekovetkez6 — PKA-
expresszidemelkedés megfigyelhetd volt chondroblast sejtkultaran is (Juhasz et al. 2014).
A PKA hatésa alatt szdmos transzkripcios faktor all, agymint 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 aktivacidja az ischaemia-reperfusio karos hatésait
kompenzalhatja, valamint egyéb jelatviteli utvonalakat is aktivalhat, melyek egyelore

ismeretlen folyamatokat indukélhatnak.
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A gyulladasos folyamat résztvevoi lehetnek a BMP-utvonal tagjai — mint a BMP2 —
(Nguyen et al. 2017), mely vizsgalatunk fontos részét képezte. Kordbban
munkacsoportunk igazolta, hogy a PACAP a BMP-expressziot ndveli osteoblastokban €s
chondroblastokban, ahol a BMP-jelatvitel az extracellularis matrix productiojat indukalja
(Juhasz et al. 2014, 2015). A BMP-k a vese fejlodésére is hatassal birnak, a BMP4 ¢és
BMP7 meghatdrozza a nephron differentiatidjat (Katagiri et Watabe 2016). A BMP
receptorahoz (BMPRI1) torténd kotddését kdvetéen a Smadl nuclearis translocatiojat
1dézi eld, mely a basalis membran részét képezd IV-es tipusu kollagén termelddését
indukalhatja, befolyasolhatja. Korabbi tanulmanyban igazoltdk, hogy a BMP4 a IV-es
tipustt kollagén expresszidjanak befolyasolasan keresztiil hatdssal van a membrana
basalis integritasara (Parkin et al. 2011). A vesetubulusokban a IV-es tipusu kollagén
sziikséges a BMP-utvonal normalis aktivaloddsahoz (Bunt et al. 2010). Korabbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy a PACAP képes a diabeteses nephropathia sulyossagat
mérsékelni (Banki et al. 2014), valamint megvaltoztatja a kollagén IV expressziojat.
Oxalat indukalta vesekarosodasban a BMP7-overexpresszio a karos hatasokat a TGFj-
utvonalon keresztiil mérsékelte (Convento et al. 2017), egy masik tanulmanyban pedig a
BMP6 hidnyanak kovetkeztében a tubulointerstitialis karosodas és fibrosis stulyosabb
megjelenését tapasztaltak (Dendooven et al. 2011).

Jelen kisérletiinkben igazolast nyert, hogy a PACAP a BMP-expressziora nem- ¢€s
1défliggd modon hatassal bir. A BMP2 a himekben valtozatlannak bizonyult, mig a
PACAP novelte a fehérje expressziojat ndstényekben 48 ora elteltével. A BMP4
fehérjeexpresszid mindkét nemben emelkedett volt PACAP-kezelés esetén 24 orat
kovetden, azonban 48 d6ra elteltével csupan a ndstényekben talaltunk emelkedést.
ismertek nemi eltérések (Lochab etal. 2017). A jelen eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a BMP2 nem bir jelentds szereppel a renalis ischaemia-reperfusio
soran a PACAP-indukalt folyamatokban. A BMP4 mindkét nemben emelkedést mutatott,
de a novekedés mértéke ¢és az idofliggdség tekintetében nemi eltéréseket talaltunk.
A BMP4 direkt kapcsolatban lehet a kollagén I'V-szintézissel (Parkin et al. 2011), melyen
keresztiill a tubulusrendszer basalis membranjanak megvastagodasahoz vezethet.
Diabeteses nephropathidban a Smad1 és a IV-es tipust kollagén (mely az extracellularis
matrix f0 alkotoeleme) magasabb expresszidjat irtdk le, mely tubulointerstitialis fibrosis
kialakulasahoz vezethet. Bizonyitott, hogy a Smad1 a kollagén IV-expressziot modositani

képes, nephropathiat indukalva. A Smadl blokkoldsa a diabeteses nephropathia
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kialakulasaban preventiv szereppel birhat (Abe et al. 2004, Korish et al. 2015).
Kisérletiinkben igazoltuk a BMP4-BMPR1-Smadl expresszidjanak nemfiiggd
emelkedését, mely megndvekedett kollagén IV-expressziohoz vezet. Ezen eredmény a
PACAP altal finoman szabdlyozott jelatviteli kaszkdd meglétét valoszinlsiti, mely
rendszerben az ischaemia-reperfusios vesekarosodas sordn zavar keletkezik. A PACAP
alkalmazasa kettds hatassal birhat, a gyulladdsos hat4dsokat direkten csokkentheti, a
BMP-utvonal egyenstlyat pedig a membrana basalis megvastagoddsanak iranyaban

eltolja.

Kovetkeztetésként elmondhato, hogy a PACAP mindkét nemben képes az ischaemia-
reperfusios vesekarosodds mérseéklésére, a ndstényekben kovetkezményesen enyhébb
eltérések jelenlétével. Hogy a nemek kozotti kiillonbségek hatterében hormondlis
eltérések allnak (Kang et al. 2014, Muller et al. 2002, Park et al. 2004, Soljancic et al.
2013, Talebi et al. 2016), vagy tovabbi faktorok jatszanak szerepet a PACAP nemi

kiilonbségeket mutatd hatasdban, még tovabbi vizsgalatokat igényel.
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4. AZ ENDOGEN PACAP HATASANAK
TANULMANYOZASA ISCHAEMIA-REPERFUSIOS
VESEKAROSODAS SORAN PACAP-GENHIANYOS
EGEREKBEN

Munkacsoportunkkal kordbban tanulmanyoztuk PACAP +/+ ¢és PACAP -/- egerek
ischaemia-reperfusios vesekarosodasat. Akkor a szovettani elvaltozasok megfigyelésére
koncentraltunk. Kutatdsi munkdm sordn ezen vizsgalatokat kiegészitettem a
SOD-aktivitas és a citokinexpresszid tanulmanyozasaval, majd valamennyi vizsgalatot
elvégeztem a PACAP +/- csoportndl is, kiegészitve egyéb antioxidans marker és a
jelatviteli utvonal megfigyelésével.

Minden esetben a PACAP -/- (homozigdta) és a PACAP +/- (heterozigota) csoport

eredményeit a PACAP +/+ (vad) csoport eredményeivel hasonlitottam Ossze.

4.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1.1. Kisérleti allatok

A kisérlet soran CDI1 egértorzset, felndtt him egereket hasznéaltunk, a vizsgalati
csoportok: kontroll (sham operalt) PACAP +/+ (n=9) és PACAP +/- (n=9), valamint
60, illetve 45 perces ischaemiat €s reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ (n=9, ill. 6) és
PACAP +/- (n=9, ill. 6). Tovabba a citokinexpresszids vizsgalatok és a SOD-aktivitas
tanulmanyozéasa soran a kordbbi szOvettani vizsgalat kiegészitéseként a csoportok:
kontroll PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5), valamint 60 perces ischaemiat €s
reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5). Az egerek allathazi
tartasa 12 oras sotét/vilagos ciklusban tortént, szabad hozzaférést engedve a vizhez és
taplalékhoz, a ’University of Pecs; BA02/2000-15024/2011° protokoll betartdsaval
tortént.
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4.1.2. Miitét

Az egerek miitéte elott intraperitonealis ketamin-xylazin anaesthesiat alkalmaztunk, a
miitét soran az allatok homérsékletet egy melegitd lap segitségével konstansan tartottuk.
Total median laparotomiat kdvetden a bal vesét 45/60 percre kirekesztettiik a keringésbol.
A kirekesztési id6 elteltével a leszoritast felengedtiik, az allatok hasfalat zartuk, majd

24 6ra/14 nap tulélést kovetden az egereket terminaltuk.

4.1.3. Morphometriai analizis

A PACAP +/+ és PACAP +/- egereket 14 nappal az ischaemia-reperfusiot kovetoen
ketamin-xylazin anaesthesidban fiziologias sooldattal, majd 4% paraformaldehyd- és
15% pikrinsavtartalmu oldattal perfundaltuk, a veséket eltavolitottuk, majd az el6bb
emlitett fixalo oldatban torténd tovabbi fixalast kovetden rutin szdvettani eljarassal
10 um-es HE és PAS/H festett metszeteket készitettiink.

A szovettani értékelés a korabban munkacsoportunk altal kidolgozott, PACAP -/- ¢és
PACAP +/+ egereken végzett kisérletiinkben alkalmazott modszer (Szakaly et al. 2011)
szerint tortént. Az alabbi paraméterek értékelése zajlott egy harmas (0-2) sulyossagi
fokozatu skalan (0-nincs, 1-enyhe-kdzepes, 2-stlyos): tubularis dilatatio, glycocalyx
karosodasa a tubulusokban, thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a tubulusokban),

lymphocyta-infiltratio, macrophag-infiltratio és a Bowman-tok dilatatidja (12. abra).

Lymphocyta-infiltratio Bowman-tok dilatatidja
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Macrophag-infiltratio, tubularis dilatatio, Bowman-tok dilatatidja, tubularis
glycocalyx karosodasa dilatatio

12. abra A vizsgalt elvaltozasok szovettani megjelenése

4.1.4. Western blot — jelatviteli atvonalak vizsgalata

A 60 perces ischaemiat és 24 o6ra reperfusiot elszenvedett, valamint a kontrollként
szolgald sham operalt PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjébol szarmazo mintakat
100 pl 50 mM Tris-HCl puffert (pH 7,0), 10 pg/ml Gordoxot, 10 pg/ml leupeptint, I mM
PMSF-et, SmM benzamidint és 10 pg/ml tripszininhibitort tartalmazé homogenizald
pufferben vettiik fel. Az elékészitett szovetmintat —70°C-on taroltuk a felhasznalasig.
A kisérlet kezdetén 30 masodperces szonikalassal teljes sejtlizatumot készitettiink.
A feltarast kovetéen a mintakat Laemmli elektroforézis mintapuffer (20 mM Tris-HCI
pH 7.4, 10% SDS, 100 mM B-merkaptoetanol, 0,01% bromfenolkék) hozzaadasaval és
10 percig torténd forralassal készitettiik eld. Fehérjemeghatarozas segitségével a mintakat
azonos koncentraciora allitottuk be. A 7,5% SDS-PAGE gélben torténd szeparalast
kovetden a mintdkat nitrocelluloz membranra transzferaltuk. Ezt kovetéen PBST-ben

oldott 5% sovany tejpor felhasznalasaval blokkoltuk, majd egy éjszakan keresztiil
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4°C-on inkubaltuk a membréanokat a kovetkezd 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
torténd mosast kovetéen masodlagos antitestként tormaperoxiddz-konjugalt anti-egér és
anti-nyul IgG-t alkalmaztunk (1:1500, 1:3000 higitds, Bio-Rad Laboratories, USA).
Az antigén-antitest komplexek vizualizalasa erdsitett chemilumineszcencia (EMD
Millipore, Billerica, Mass., USA) segitségével tortént. Belsé kontrollként aktint
hasznaltunk. Az optikai denzitds mérését Imagel 1.40 szoftver segitségével végeztiik, és

az értékeket aktinra normalizaltuk.

4.1.5. Citokinexpresszio tanulmanyozasa

A PACAP +/+ ¢és PACAP +/-, valamint PACAP -/- egerek veséit 24 o6raval a 60 perces
kirekesztést kovetden citokin array (Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit,
Panel A, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) elvégzése céljabol eltavolitottuk,
kontrollként sham operalt PACAP +/+, PACAP +/- és PACAP -/- egerek szolgaltak.
Az array elvégzése a gyarto utasitdsa szerint tortént. A veséket proteazgatlokat tartalmazo
PBS-ben homogenizaltuk, majd Triton X-100-at adtunk hozza, 1 %-os végso
koncentraciot elérve. A mintdkat -80°C-on lefagyasztottuk, €és az jbdli felolvadast
kovetden S percig centrifugdltuk (10000 rpm). A mintdk fehérjetartalmanak
meghatarozasat kovetden a citokinek/chemokinek elleni antitesteket kotott formaban
tartalmazo nitrocelluloz membréanokat blokkolod pufferben 1 6ran keresztiil inkubaltuk.
A pufferben oldott homogenizalt mintdkhoz 15 ul ‘detection antibody coctail’-t
pipettaztunk, majd szobahdmérsékleten 1 6rat inkubaltuk. A nitrocelluloz membranok
blokkolasat kovetden a biotinilalt antitest-homogenizalt minta keveréket a membranokra
helyeztiik, és 4°C-on egy ¢éjszakan keresztiil inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan a
membranokat pufferben 3x10 percig mostuk. A mosds utan pufferben oldott
tormaperoxidaz-konjugalt streptavidint adtunk minden membranhoz, fél oran &t
inkubaltuk, majd chemilumineszcens detektalo reagenst alkalmaztunk, és a filmeket
eléhivtuk (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). A kiértékelés sordn az

immunpozitivitas pixeldenzitasat ImageJ 1.40 szoftver segitségével hataroztuk meg.

49



4.1.6. Antioxidans markerek vizsgalata

A vizsgalatokhoz 60 perces ischaemiat €s 24 oras reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ és
PACAP +/-, valamint PACAP -/- egereket hasznaltunk, kontrollként sham operalt 4llatok
szolgaltak.

A SOD-mérés a vesehomogenizatumokbol SOD assay kit (Superoxide Dismutase Assay
Kit (Calbiochem-Novabiochem Corp., Darmstadt, Germany)) felhasznalasaval, a gyarto
utasitasa szerint tortént. A kit egyik reagensének autooxidatiojat gyorsitja a SOD-enzim.
A reakcid végterméke egy 525 nm-es absorptiés maximummal rendelkezé chromophor.

A glutathion szintjének meghatarozasat a Sedlak és Lindsay altal leirtak szerint végeztiik
(Sedlak ¢és Lindsay, 1968). A mintakhoz 10%-o0s triklorecetsavat adtunk, majd a
vesehomogenizatumokat 15 percig 4000 rpm-en centrifugaltuk. A feliilluszé 2 ml-¢hez
4 ml 0,4 M-os (pH 8,7) trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) puffert adtunk, és az igy
kapott elegyet 100 ul 5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzdadasat kovetden
412 nm-en fotometraltuk (Milton Roy Spectronic 6001). A renalis GSH-koncentraciot
standard gorbe alapjan pmol/g-ban hataroztuk meg.

4.1.7. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segitségével tortént.
A szovettani értékelésnél, a jelatviteli utvonalak, a citokinexpresszid, valamint az
antioxidans markerek vizsgédlata soran kapott eredmények kiértékeléséhez
varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel
kiegészitve, a normalis eloszlast Kolmogorov-Smirnov- ¢€s Shapiro-Wilk-teszt
segitségével, a homogenitast Levene-probaval vizsgaltuk. A p<0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.
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4.2. EREDMENYEK

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

A kontroll PACAP +/+, PACAP +/- és PACAP -/- egerek veséinek szovettani analizise

soran nem talaltunk eltérést a vese szerkezetében, normalis szOvettani kép volt

megfigyelhetd, a szovettani értékelés soran kapott pontszdm minden vizsgalt paraméter

esetében 0 volt (13. abra).

13. abra Reprezentativ fotok kontroll PACAP +/+ (A,C) és genhianyos (B, D) egerek
veséjebol  késziilt PAS/H  festett metszetekrél. Normal — szovettani — szerkezet.
A: Corticomedullaris hatar, B: Cortex, C: Tubulusatmetszetek nagyobb nagyitassal,

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

Ischaemia-reperfusiot kovetden azonban kiilonbséget tapasztaltunk a PACAP +/+ és
PACAP +/- egerek eredményei kozott. A lymphocyta- és macrophag-infiltratio
szignifikansan sulyosabbnak bizonyult a PACAP +/- allatokban (60, illetve 45 perces
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ischaemia soran) (14. és 15.4abra). A thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a
tubulusokban) kifejezettebb volt a PACAP +/- egerekben 45 és 60 perces ischaemiat
kovetéen egyarant, a PACAP +/+ csoportban ezen eltérés csupan igen enyhe formaban
volt jelen, a kiilonbség szignifikdnsnak mutatkozott (14. és 15. dbra). A glycocalyx
karosodasa a PACAP +/- egerekben mindkét alkalmazott ischaemias id6tartam esetén
szignifikansan sulyosabb volt (14. és 15. abra). A tubularis dilatatio és a Bowman-tok
tagulata tekintetében a PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredménye kozott nem
tapasztaltunk szamottevo kiillonbséget (14. és 15. abra).

késziilt PAS/H festett metszetekrol.

A: Kontroll PACAP +/+ egér normal szerkezetii veséje. A PAS+ glycocalyx szépen
kirajzolodik a tubulusokban. B: Tagult tubulusok a PACAP +/+ egér veséjeben 60 perces
ischaemiat és reperfusiot kovetéen. A PAS+ glycocalyx mar nem azonosithato az ellapult
tubularis epithelium sejtjeinek apikalis felszinén. Néhany mononuclearis sejt is
megfigyelheto a tubuluslumenben. C: Sulyos lymphocyta-infiltratio lathato a PACAP +/-
eger veséjének cortexében 60 perces ischaemidat és reperfusiot kovetoen. A Bowman-tok

tagulata is szembetiind. D: PACAP +/- egeér veséjének cortexe 45 perces ischaemia és

reperfusio elteltevel. A tubulusok PAS+ cylinderekkel kitoltottek (thyreoidisatio).
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15. abra A szovettani értékelés szamszerisitett eredménye (PACAP +/+ és PACAP +/-
egerek veséjebol 45/60 perces ischaemiat és 14 napos reperfusiot kovetoen).
Az eredmények atlag + SEM formaban keriiltek megadasra.

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

4.2.2. Western blot vizsgalat eredménye a PACAP +/+ és

PACAP +/- egerekben
A tAkt expresszidja tekintetében a vizsgalt csoportok (kontroll PACAP +/+ ¢és
PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemidt ¢és 24 o6ra reperfusiot elszenvedett
PACAP +/+ és PACAP +/- egerek) kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

A pAkt expresszidja ischaemia-reperfusio hatasara mind a PACAP +/+, mind a
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PACAP +/- egerek esetében szignifikans emelkedést mutatott, a PACAP +/+ egerekben
ischaemia-reperfusiét kovetéen mért érték szignifikdnsan magasabb volt, mint
PACAP +/- tarsaikban (16. és 17. dbra).

A p38MAPK expresszidojaban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a vizsgalati
csoportok (kontroll PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemiat és 24 6ra
reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ és PACAP +/- egerek) kozott, azonban a p38MAPK
phosphorilalt formajanak expresszioja szignifikdns emelkedést mutatott az ischaemia-
reperfusio hatasdra a PACAP +/- egerekben. Ischaemia-reperfusiot kovetéen tovabba a
p38MAPK phosphorilalt forméjanak expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a
PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz képest (16. és 17. abra).

A tERK1,2 expresszioja mindkét vizsgalt kontroll csoportban (kontroll PACAP +/+ €s
PACAP +/-) hasonlonak mutatkozott, ischaemia-reperfusio hatdsira a PACAP +/-
csoportban szignifikdns mértékli csokkenés volt megfigyelhetd. Ischaemia-reperfusiot
kovetden a PACAP +/- csoportban szignifikansan alacsonyabb értéket kaptunk a
PACAP +/+ csoporthoz képest. A pERKI1,2 a kontroll csoportokban alig wvolt
detektalhatd, a csoportok kozt nem talaltunk érdemi kiilonbséget. Ischaemia-reperfusiot
kovetden a PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben egyarant az expresszio szignifikdns
mértékli novekedése volt megtigyelhetd, a PACAP +/- csoportban szignifikdnsan

magasabb értéket mértiink a PACAP +/+ csoporthoz képest (16. és 17. abra).

PACAP PACAP PACAP PACAP
+/+ +/- +/+ +/-
kontroll kontroll IR IR

Aktin

’ - (40 kDa) 16. dbra Western blot eredmények —

—-— o > o PE(‘SSS“:DA:K a p38MAPK és pp3SMAPK, tERK 1,2
és pERK 1,2, valamint tAkt és pAkt

- pp38MAPK

o . (38 kDa) expresszioja a kontroll, valamint a
— . — G— (tAli(T) 60 perces ischaemiat és 24 drds
60 kDa
reperfusiot elszenvedett PACAP +/+
— (epcf\ lzg;) pe

és PACAP +/- egerek veséjében.

- W a2
- e = (42, 44 kDa)

o pERK1/2
" . (42, 44 kDa)
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17. abra A Western blot soran szemikvantitivan mért denzitasértékek statisztikai
analizise. A mért denzitasértékek az aktinnal mért értékre lettek normalizdlva.
Az eredmények atlag + SEM formaban keriiltek megadasra.

Tp <0,001 vs. PACAP +/+ kontroll, *“p< 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. Citokinexpresszio tanulmanyozasa

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

PACAP +/+ PACAP +/-
il 7 3 4 5] 6 7L 8 9 o R b e b il 2 2} 4 5 6 7 8 = 10 .11 12
o o - e
A .o oo 24 A . [ 1)
B B .n .o
& . c o8 .o
D D
) -
PACAP +/+ IR PACAP +/- IR
1 2 5 4 5 6 7 8 g a1 [0 Jeon By (0 15 ik 2 =y 4 o) 6 7 8 E 1053 112
o &0 - fee)
A e ®e A .e -2 .e
B .. B .e
C .e .e & .e .e .. .
D . D (1]
L] an
1] 2 [ 3] a4 | 5| 6 | 7 | 8 | 9 | 10] 11 1
ctr ctr
A |BLC |C5a G-CSF | GM-CSF | 1-309 | Eotaxin | SICAM-1 | IFN=y | IL-1ot | IL-1B |IL-1ra | IL-2
B IL3 |IL4 L5 |16 IL-7 IL-10  |IL-13 IL-12  |IL-16 | IL-17 | IL-23 IL-27
C|IP-10 | I-TAC | KC M-CSF | MCP-1 | MCP-5 | MIG MIP-1c. | MIP-1p | MIP-2 | RANTES | SDF-1
D TARC | TIMP-1 | TNF-c. | TREM-1
ctr

18. abra Reprezentativ citokin array kontroll PACAP +/+ és kontroll PACAP +/-,
valamint 60 perces ischaemiat és 24 ords reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ és

PACAP +/- egerek veséjébol. A membranokon a citokinek duplikatumban lathatok.

A vizsgalt citokinek/chemokinek: BLC (B lymphocyte chemoattractant), Ca
(complement 5a), G-CSF  (granulocyte-colony  stimulating  factor), GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 1-309, eotaxin, sSICAM-1 (soluble
intercellular adhesion molecule-1), IFN-y (interferon-y), IL-10, IL-1p, 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-la (macrophage
inflammatory protein-1a), MIP-1f (macrophage inflammatory protein-15), 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-a. (tumor necrosis factor-a), TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid
cells-1).
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A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek citokinexpresszids mintazatat tekintve nem
talaltunk lényegi kiilonbséget (18-19. dbra). Ischaemia-reperfusio hatdsara azonban
szamos citokin expresszidjanak novekedése volt megfigyelhetd, a PACAP +/+ ¢és
PACAP +/- csoport kozott kiilonbségeket eredményezve (18-19. dbra). A PACAP +/-
egerekben az IL-1ra, KC, M-CSF, RANTES ¢és TIMP-1 szignifikdnsan magasabb
expresszidjat talaltuk a PACAP +/+ egerekhez képest ischaemia-reperfusiot kovetden
(18-19. abra). Az ischaemia-reperfusio hatisara bekovetkezd expressziondvekedés a
PACAP +/+ egerekben a BLC, IL-1ra, IL-27, valamint a TIMP-1 esetében bizonyult
szignifikdnsnak (18-19. abra). A PACAP +/- egerekben ezen expressziondvekedés az
IL-1ra, KC, M-CSF, MCP-1, MIP-2 és TIMP-1 tekintetében érte el a szignifikans
mértéket (18-19. abra). A C5a, sICAM-1, IL-la és IL-16 tekintetében a vizsgalt
csoportok kozott (kontroll PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint ischaemia-reperfusion
atesett PACAP +/+ ¢és PACAP +/- csoport) nem mutatkozott szamottevd kiilonbség
(18-19. abra).
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19. abra A citokin array kvantifikalasa.

A normalizalt adatok atlag pixelintenzitas + SEM formaban keriiltek megadasra.
*0<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. sajat kontroll, *p<0,05, *p<0,01, *p<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
9 |10 | 1

ctr ctr
A |BLC |[C5a G-CSF | GM-CSF | I-309 | Eotaxin | SICAM-1 | IFN-y IL-1a IL-1p | IL-1ra IL-2
B|IL3 |IL4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-10 IL-13 IL-12 IL-16 IL-17 | IL-23 IL-27
C | IP-10 | I-TAC | KC M-CSF | MCP-1 | MCP-5 | MIG MIP-1c. | MIP-1[5 | MIP-2 | RANTES | SDF-1
D

TARC | TIMP-1 | TNF-o. | TREM-1
ctr

20. abra Reprezentativ citokin array kontroll PACAP +/+ és kontroll PACAP -/-,
valamint 60 perces ischaemiat és 24 ords reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ és
PACAP -/- egerek veséjebol. A membranokon a citokinek duplikatumban lathatok.

A vizsgalt citokinek/chemokinek megegyeznek a 18. abran szereplokkel.

A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei kdzott a citokinexpresszid
tekintetében nem taldltunk lényegi kiillonbséget (20-21. abra). Ischaemia-reperfusio
hatasara azonban mind a PACAP +/+, mind a PACAP -/- csoportban valtozas
mutatkozott a kontroll allatok eredményéhez képest, szamos citokin/chemokin
expresszidja fokozottabbnak bizonyult (20-21. abra). A PACAP +/+ és PACAP -/-
egerekben egyarant szignifikans mértékii expresszidonovekedés volt megfigyelhetd a
BLC, C5a, G-CSF, IL-16, IL-1ra, KC, MCP-1, M-CSF, MIP-2 és a TIMP-1 esetében
(20-21. abra). Ischaemia-reperfusiot kovetéen a BLC, C5a, G-CSF, IL-1ra, KC, MCP-1,
MIP-2, TIMP-1 ¢és TREM expresszioja a PACAP -/- egerekben szignifikdnsan
nagyobbnak mutatkozott, mint PACAP +/+ tarsaikban (20-21. abra). Az IL-16, M-CSF
¢s MIG azonban a PACAP +/+ csoportban mutatott szignifikansan magasabb expressziot

ischaemia-reperfusiot kovetéen (20-21. abra).
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21. abra A citokin array kvantifikalasa.

A normalizalt adatok atlag pixelintenzitas = SEM formaban keriiltek megadasra.

*n <0,05, **p <0,01, ***p<0,001 vs. sajat kontroll, #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001
vs. PACAP +/+ IR

4.2.4. Antioxidans markerek vizsgalata

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

A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjében mért SOD-aktivitds kdzott nem
mutatkozott szignifikdns kiilonbség (22. dbra). A SOD aktivitdsa azonban 60 perc
ischaemiat €s 24 ora reperfusiot kovetden szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a
PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz képest, a kontrollhoz viszonyitva a
PACAP +/- egerek esetében szignifikdns mértékli csokkenés volt megfigyelhetd
(22. 4bra).

A GSH-expresszi6 tekintetében a vizsgalt csoportok (kontroll PACAP +/+ ¢és
PACAP +/-, valamint 60 perces ischaemiat ¢és 24 ora reperfusiot elszenvedett
PACAP +/+ ¢és PACAP +/- egerek) kozott szamottevd kiilonbséget nem taldltunk
(23. 4bra).
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22. abra SOD-aktivitas a kontroll, valamint a 60 perces ischaemidat és 24 oras reperfusiot
elszenvedett ~ PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben. Az eredmények nemzetkozi
egyseg  per  grammban,  adtlag £+ SEM  formaban  keriiltek  megadasra.
*0<0,05 vs. PACAP +/- kontroll, “p<0,01 vs. PACAP +/+ IR

GSH (umol/g)

PACAP +/+ PACAP +/- PACAP +/+ PACAP +/-
kontroll kontroll IR IR

23. abra GSH-expresszio a kontroll, valamint a 60 perces ischaemiat és
24 oras reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben. Az eredmények
umol/g-ban, atlag + SEM formaban keriiltek megadasra.
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4.2.4.2. PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei

A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek veséjében a SOD-aktivitas tekintetében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (24. abra). Ischaemia-reperfusio hatdsara a PACAP -/-
egerek ves¢jében a SOD-aktivitas szignifikans mértékii csokkenése volt megfigyelhetd a
kontrollhoz viszonyitva, az ischaemia-reperfusiot kovetéen mért érték PACAP +/+

tarsaikéhoz képest szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult (24. abra).

1000 +

800

600 -

SOD (1U/g)

400 A

200 A

PACAP +/+ PACAP -/- PACAP +/+ PACAP -/-
kontroll kontroll IR IR

24. abra SOD-aktivitas a kontroll, valamint a 60 perces ischaemiat és 24 ords reperfusiot
elszenvedett ~ PACAP +/+ és PACAP -/- egerekben. Az eredmények nemzetkozi
egység  per  grammban,  atlag+SEM  formaban  keriiltek  megaddasra.
**9<0,01 vs. PACAP -/- kontroll, “p<0,01 vs. PACAP +/+ IR
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4.3. MEGBESZELES

Munkacsoportunk korabbi vizsgalata soran igazolast nyert, hogy a PACAP -/- egerek
fokozott érzékenységet mutatnak renalis ischaemia-reperfusio esetén PACAP +/+
tarsaikhoz képest. A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- allatok kozott a vese szdvettani
szerkezetét illetben nem igazolddott érdemi kiilonbség, mindkét csoportban normalis
szovettani kép volt megfigyelhetd (Szakaly et al. 2011). Ez jelen vizsgalatunk soréan is
hasonl6an alakult, a kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei kozott nem
talaltunk eltérést. Ischaemia-reperfusio hatdsara azonban megmutatkoztak a vizsgalati
csoportok kozotti kiillonbségek. Hasonld megfigyeléseket tettek retinalis ischaemia
kapcsan is (Szabadfi et al. 2012). A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek retinajanak
szOvettani analizise sordn nem talaltak kiilonbséget a csoportok kozott, gyakorlatilag
normal szovettani kép volt megfigyelhetd. Az ischaemia hatasara bekdvetkezo retinalis
degeneratio azonban sulyosabbnak bizonyult a PACAP -/- egerekben. Munkacsoportunk
korabban igazolta, hogy a PACAP -/- egerek stulyosabb szovettani karosodast szenvednek
el renalis ischaemia-reperfusio soran, mint PACAP +/+ tarsaik (Szakaly et al. 2011).
Mindez a PACAP +/- egerekben is megfigyelhetd volt, a vizsgalt paraméterek
tobbségének esetében szignifikans kiilonbséget okozva a PACAP +/+ csoporthoz képest.
Szamottevo volt a csoportok kozotti eltérés a thyreoidisatio, a lymphocyta- és macrophag-
infiltratio, valamint a glycocalyx karosodasa tekintetében.

Tovabba szamos proinflammatoricus citokin expresszidja is kifejezettebbnek bizonyult
ischaemia-reperfusiét kovetéen a PACAP +/- és PACAP -/- egerekben egyarant.
A (C5a magasabb expresszidja a génhidnyos egerekben fontos szerephez juthat a
sulyosabb karosodas kialakulasaban, hiszen bizonyitott, hogy a C5a-receptorantagonista
alkalmazasa képes a kiilonféle chemokinek upregulatiojat gatolni, valamint jelentésen
csOkkenteni a neutrophil infiltratio mértékét a vesében ischaemia-reperfusio sordn
(de Vries et al. 2003). Ismert tovabba, hogy a KC — mely szintén kifejezettebb expressziot
mutatott a PACAP +/- és PACAP -/- allatokban — is kulcsszerepet tolt be a neutrophil
infiltratio 1étrejottében a vesében ischaemia-reperfusiot kovetéen (Miura et al. 2001).
A génhidnyos egerekben a magasabb MCP-1-szint is a karosodas jelzdje lehet, ismert,
hogy a vese ischaemia-reperfusio pathogenesisében fontos szerepet jatszik a
macrophagokra kifejtett aktivacid révén (Furuichi et al. 2003). A génhianyos egerekben
tapasztalt magasabb TIMP-1-expresszi6 is utalhat a kéarosodas sulyossagara, a

nephrotoxikus cyclosporinkezelés alkalmazasa esetén is a TIMP-1-expresszio
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fokozddasa észlelhetd (Jin et al. 2008). A RANTES magasabb expresszioja is jellemz0
elvaltozas renalis ischaemia soran, a renoprotektiv hatast mutatd agensek képesek
expresszidjanak csokkentésére (Fischereder 2007, Jones et Shoskes 2000).
Kisérletiinkben a PACAP +/+ egerekben a RANTES alacsonyabb expresszidja volt
megfigyelhetd a PACAP +/- tarsaikhoz képest. Az sSICAM-1 — mely a leukocytdk
migratidjat befolyasolja — expresszidja tekintetében nem igazolodott a PACAP +/+ és a
génhianyos egerek kozott érdemi kiilonbség. Az sICAM-1 az acut vesekarosodas
pathomechanizmusaban fontos szerepet jatszik. Monoklondlis ICAM-I1-antitest
alkalmazasa protektivnek 1igazolodott renalis ischaemia esetén, valamint az
ICAM-1-deficiens egerek is védettebbnek bizonyultak a vese ischaemids karosodasa
soran (Akcay et al. 2009). A BLC-expresszio a PACAP -/- egerek esetén szignifikdnsan
magasabbnak mutatkozott a PACAP +/+ egerekhez képest, a PACAP +/- és PACAP +/+
egerek kozott azonban nem taldltunk szamottevd kiilonbséget. Ismert, hogy ezen
chemoattraktans faktor szintjének emelkedése eldsegiti a B-sejtek vandorlasat, a B-sejtes
infiltratio pedig gatld hatast fejt ki az ischaemia-reperfusiot kdvetd repair folyamatokra
(Jang et al. 2010). A MIP-2 kulcsszerepet tolt be a neutrophil infiltratio 1étrejottében
ischaemia-reperfusio okozta vesekdrosodasban (Miura et al. 2001), expresszidja
kifejezettebbnek igazolodott a PACAP -/- egerekben PACAP +/+ tarsaikhoz képest.
A PACAP +/- és PACAP +/+ csoport értékei kozott azonban nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget. A TREM expresszioja a PACAP -/- egerekben szignifikdnsan magasabbnak
mutatkozott, mint a PACAP +/+ éllatokban. Egy tanulmanyban azonban arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a TREM nem jatszik jelentds szerepet kisérletes renalis
ischaemidban, tovabba vesetranszplantacidé soran sem (Tammaro et al. 2016). Az IL-16
inaktivacioja bizonyitottan védd szereppel bir ischaemia-reperfusids vesekarosodasban
(Wang et al. 2008). Jelen vizsgalatban az IL-16-expresszid6 a PACAP -/- egerekben
alacsonyabbnak mutatkozott PACAP +/+ tarsaikhoz képest, a PACAP +/- és PACAP +/+
egerekben mért érték kozott nem igazolodott szignifikans kiilonbség. Az IL-1a és [L-27
tekintetében nem volt érdemi kiilonbség megfigyelheté a PACAP +/+ és génhianyos
egerek kozott, az IL-1ra expresszioja viszont mind a PACAP -/-, mind a PACAP +/-
csoportban szignifikansan magasabb volt, mint a PACAP +/+ allatokban. Az IL-1 renalis
ischaemia-reperfusio soran feltehetdleg karos hatasa (Haq et al. 1998), az IL-1ra
alkalmazasa képes volt az ischaemia-reperfusios karosodas mérséklésére (Rusai et al.
2008). Az M-CSF fontos szerepet tolt be az acut vesekarosodast kovetd repair

folyamatokban, upregulalodik a tubularis epitheliumban (Perry et al. 2015). A G-CSF is
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elsegiti a renalis tubularis epithelium regeneratiojat (Bi et al. 2015). Erdekes, hogy az
M-CSF expresszioja a PACAP +/-, a G-CSF expresszidja a PACAP -/- egerekben
bizonyult kifejezettebbnek PACAP +/+ tarsaikhoz képest.

A SOD-enzim aktivitasanak szignifikans mértékli csokkenése figyelhetd meg ischaemia-
reperfusio hatasara a homo- ¢és heterozigota génhianyos egerekben egyarant, az
ischaemia-reperfusiét kovetden a génhianyos egerekben mért érték szignifikdnsan
alacsonyabb, mint PACAP +/+ tarsaikban. Mindez a génhidnyos egerekben a csokkent
antioxidans kapacitas jelzdje lehet. Hasonlo eltérések keriiltek leirdsra intestinalis
ischaemia kapcsan is (Ferencz et al. 2010 a,b).

Ismert, hogy a p38MAPK aktivitdsdnak gatlasa az ischaemia-reperfusios karosodas
mérsékléséhez vezet (Wang et al. 2017, Yeda et al. 2017). Kisérletiinkben a PACAP +/-
egerek esetében a pp38MAPK-expresszid a PACAP +/+ A4llatokban mért értékkel
Osszehasonlitva szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott. Egyre tobb bizonyiték
tamasztja ala, hogy az ERK aktivacidja hozzajarul a karosodashoz és az apoptoticus
sejthalalhoz (Alderliesten et al. 2007). Vizsgéalatunkban a PACAP +/- allatokban
tapasztaltunk ~ magasabb  pERK-expressziot. A pAkt expresszidja  a
PACAP +/+ egerekben bizonyult magasabbnak, mely mértéke a PACAP +/- csoporthoz
képest szignifikansnak mutatkozott. Szdmos tanulmanyban szamolnak be arrdl, hogy az
Akt-utvonal aktivacidjan keresztiil az ischaemia-reperfusidos vesekdrosodas enyhithetd
(Hosszu et al. 2017, Hu et al. 2018, Wei et al. 2019).

A vizsgélatunk sordn tapasztaltak Gsszhangban vannak szamos tanulméannyal, ahol
bizonyitasra keriilt, hogy a PACAP-génhidnyos egerek érzékenyebben reagalnak
kiilonbozd karos behatasokra, sulyosabb eltérések kialakulasahoz vezetve (Reglodi et al.
2012b). Jelen kisérletiink soran igazoldst nyert, hogy a PACAP az endogén védekezési
rendszer részének fontos tagja, részleges/teljes hidnyaban a szervezetet érd karos
stimulusok komolyabb kdvetkezményekhez vezetnek.

Korabbi tanulmanyokban leirtdk mar, hogy a csokkent PACAP-szinttel rendelkezd
heterozigota PACAP-génhianyos egerek valtozatos eredményeket mutathatnak, a
vizsgalt szervtdl €és a kisérleti kortilményektdl fiiggden, mely jelen vizsgalat sordn is
¢szlelhetd volt néhany esetben. A 1étrejovo karosodas mértéke lehet a vad és homozigota
PACAP-génhianyos egerekben tapasztaltak kozott, de ez nem kovetkezetesen van igy,
eléfordul, hogy a karosodas inkabb a homozigota vagy a vad egerekben megfigyelthez
kozelit (Farkas et al. 2017b).
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Az endogén PACAP protektiv szerepe egyéb szerveket érintd ischaemia-reperfusios
karosodas kapcsan is ismert. A PACAP -/- egerekben sulyosabb karosodés alakult ki
intestinalis ischaemia-reperfusio esetén (Ferencz et al. 2010 a,b), retinalis ischaemia
kapcsan is igazoltdk a komolyabb elvaltozasok jelenlétét a génhianyos egerekben
(Szabadfi et al. 2012). A retinalis ischaemia kapcsan a génhianyos egerekben kialakult
sulyosabb eltérések exogén PACAP alkalmazésaval részben kompenzalhatok voltak
(Szabadfi et al. 2012). Az arteria cerebri media occlusidja altal kivaltott stroke modellben
mind a PACAP +/-, mind a PACAP -/- egerekben bizonyitottdk a sulyosabb karosodast,
az elhalt teriilet nagyobbnak igazolddott (Ohtaki et al. 2006). Exogén PACAP
alkalmazasa azonban a karosodds mérséklodéséhez vezetett a génhidnyos egerekben
(Ohtaki et al. 2006).

Tanulmdnyunk soran az is megerdsitést nyert, hogy az endogén védekezési rendszer
részét képezo, a szervezetben jelen levd PACAP protektiv szerepének hatterében a fehérje
antiapoptoticus, antiinflammatoricus hatasa, valamint az antioxidans rendszerre kifejtett

kedvezo hatasa allhat.
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5. A PACAP SZEREPENEK VIZSGALATA
GENTAMICIN INDUKALTA
NEPHROTOXICITASBAN HK-2 SEJTVONALON

5.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1.1. A vizsgalt sejtkultiara

HK-2 human 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) supplementalt médiumban tenyésztettiik.
A sejtek passzaldasa tripszinezést kovetden (Trypsin/EDTA; Biosera, USA),
10%  FBS-tartalmitT DMEM/F-12 médiumban  torténd  higitdssal  tortént.
A kisérletek a médiumban, a 95% paratartalmu, 5% CO»-tartalmt, 37°C-os kdzegben

torténd 24 oras inkubaciot kdvetden zajlottak.

5.1.2.MTT assay

A PACAP sejtproliferatiora €s a talélésre kifejtett hatasat 96 lyuku microplate-en
(10 000 sejt/well) vizsgaltuk.
A vizsgalt csoportok:

= kontroll (kezelés nélkiil)

= 10 nM PACAP-kezelés

= 100 nM PACAP-kezelés

= | uM PACAP-kezelés

A PACAP gentamicintoxicitasban kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz az alabbi csoportokat
hoztuk létre:

= kontroll (kezelés nélkiil)

= 24 6ras 100 nM PACAP-kezelés

= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid

= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid és szimultdn 100 nM PACAP-kezelés

A sejtek  ¢életképességének  vizsgéalatdhoz  kolorimetrikus  MTT  assay-t

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, St. Louis, MO,
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USA) hasznaltunk. A teszt soran az ¢€l6 sejtek mitochondriumai az eredetileg sarga
MTT-t kék formazan festékké alakitjak, mely absorptidjat vizsgalva tudunk az ¢I6 sejtek
mennyiségére kovetkeztetni. Az inkubacids periddus letelte utan a sejteket kétszer
PBS-sel (Sigma, St. Louis, MO, USA) mostuk, majd 0,5 mg/ml koncentraciojd MTT-t
tartalmaz6o PBS-ben inkubaltuk 3 6ran keresztiil, 37°C-on, 5% CO»-tartalmu 1égkdrben.
A 3 ora elteltével a folyadékot dvatosan leszivtuk, majd a kék festékpartikulumokat
wellenként 200 pl dimetil-szulfoxidban tjra feloldottuk. Ezt kovetden az abszorbanciat
ELISA leolvas6 (Dialab Kft., Hungary) segitségével 570 nm hullamhosszon megmértiik,

amely aranyos volt az €16 sejtek szdmaval.

5.1.3. Vese biomarker array

Proteome Profiler Human Kidney Biomarker Array (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA)-t végeztink a PACAP renalis proteinek expresszidjara kifejtett hatdsanak
megitélésére. A sejteket 6 lyuku plate-re helyeztiik, majd 24 6ras kezelésben részesiiltek.
A vizsgélati csoportok:

= kontroll (kezelés nélkiil)

= 24 6ras 100 nM PACAP-kezelés

= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid

= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid és szimultan 100 nM PACAP-kezelés

Az inkubacidt €és a szupernatansgyiijtést kovetden a vizsgalat a gyartd leirdsa szerint
tortént, a kit az 6sszes sziikséges dsszetevot tartalmazza. Roviden, a membranok egy orés
blokkolasa, és a ’detection antibody cocktail’ mintdkhoz torténé hozzaadasa utan (Gjabb
egy oOra szobahdmérsékleten), a membranokat egy éjszakan 4t 2—8°C-on a minta-antitest
keverékkel inkubaltuk. Mosast kdvetden, tormaperoxiddz-konjugalt streptavidint adtunk
a membranokhoz 30 percre, majd az el6hivashoz chemilumineszcens reagenst

alkalmaztunk. Az array-t az ImageJ 1.40 software segitségével analizaltuk.
5.1.4. Statisztikai analizis

Minden kisérlet minimum haromszor ismétlésre keriilt. A statisztikai analizist kétutas

varianciaanalizissel végeztiik, a p<0,05 érteket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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5.2.EREDMENYEK

5.2.1.Sejttulélés — MTT assay

A PACAP egyik alkalmazott koncentracidja (10 nM, 100 nM, 1 uM) sem volt képes

szignifikans valtozast eldidézni a sejtproliferatioban (25. abra).

A 2 ng/ml gentamicinexpozicio a sejttulélés szignifikdns mértékii csokkenéséhez vezetett
(26. abra). Az alkalmazott PACAP-kezelés képes volt a gentamicin toxikus hatasanak
mérséklésére, a sejttulélés jelentds (szignifikans) javulasdhoz vezetett, mig a PACAP
onmagaban (toxikus agens hidnyaban) a kontrollhoz képest nem idézett eld javulast a

sejttulélésben (26. abra).

120 -

100 - = =
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o
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él6 sejtek szazalékos aranya
B [e))
o o
T T

N
o
T

Kontroll 10 nM PACAP 100 nM PACAP 1 uM PACAP

7.

25. abra MTT assay eredménye — a HK-2 sejtek tulélése kiilonbozo koncentrdcioju
PACAP-kezelés esetén. Az adatok az élo sejtek szazalékos aranyaban £ SEM keriiltek

megadasra.
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26. abra MTT assay eredménye — a 2 ug/ml gentamicinexpozicionak kitett HK-2 sejtek
tulélése, valamint az alkalmazott PACAP-kezelés hatisa a  sejttulélésre.
Az adatok az élo sejtek szazalékos aranyaban + SEM keriiltek megadasra.

*0<0,05, ***p<0,001 vs. kontroll, ##p<0,01 vs. gentamicinkezelt csoport

5.2.2.Vese biomarker array

A PACAP 6nmagaban szignifikdnsan csokkentette az annexin V- és a Cyr 61 (cysteine-
rich protein 61)-expressziot, tovabba a PACAP-kezelées a DPPIV ¢és VEGF
expresszidjanak szignifikans mértekll novekedéséhez vezetett (27. és 28. abra).

A gentamicin a kovetkezd peptidek expresszidjanak szignifikans mértékii csokkenéseét
idézte el6: Cyr 61, DPPIV, interleukin-6, VEGF (27. és 28. 4bra).

A DPPIV ¢s VEGF eset¢ben a PACAP képes volt a gentamicin indukalta

expressziocsokkenés szignifikans mérséklésére (27. és 28. 4bra).
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kontroll 100 nM PACAP-kezelés

2 ug/ml gentamicinexpozicié 2 ug/ml gentamicinexpozicié és szimultan

100 nM PACAP-kezelés

27. abra Reprezentativ vese biomarker array.

Szamottevd valtozas volt megfigyelhetd a kovetkezok esetében:
(1) - annexin V.

(2) - p2-microglobulin

(3) - Cyr 61

(4) - DPPIV

(5) - interleukin-6

(6) - VEGF-A

Nem volt érdemi eltérés a tovabbiak esetében (a bal felsé sarokbol indulva, szamozas
nélkiil): adiponectin, ANPEP (alanyl aminopeptidase), angiotensinogen, clusterin,
CXCL6 (chemokine ligand 6), cystatin C, EGF (epidermal growth factor), EGF-R
(epidermal growth factor receptor), FABPI (fatty acid-binding protein 1), fetuin A,
GROaq (growth-regulated oncogene o), 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, TNFa. (tumor
necrosis  factor alpha), TNF-RI (TNF-receptorl), 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. abra A vese biomarker array kvantifikalasa.

B2-microglobulin
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PACAP

Dipeptidyl peptidase IV
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A normalizalt adatok atlag pixelintenzitas = SEM formaban keriiltek megadasra.

*0<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll,

*p<0,05, *p<0,01 vs. gentamicinkezelt csoport
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5.3.MEGBESZELES

Az aminoglikozid-toxicitas a klinikailag egyik legfontosabb vesét érintd
Novoa etal. 2011). Human vese proximalis tubulus — HK-2 — sejteken végzett
vizsgélataink sordn bizonyitast nyert a PACAP védd szerepe gentamicin indukalta
toxicitas soran.

Egy korabbi tanulmanyban igazoltdk, hogy a PACAP képes patkanyokban a gentamicin
hatasara emelkedett TNF-a-szint csokkentésére (L1 et al. 2008b). Ismert tovabba, hogy
az exogén PACAP védo hatdsu a vesében oxidativ stressz esetén (Horvath et al. 2011),
cisplatin- (L1 et al. 2010a) és cyclosporin A-toxicitasban (Khan et al. 2011). In vivo
kisérletek bizonyitottak a renoprotektiv hatast ischaemia-reperfusio soran (Li et al.
2010b) és adriamycinexpozicidban is (Eneman et al. 2017).

Kutatasunk nemcsak a PACAP sejttalélésre kifejtett hatdsdnak vizsgédlatara iranyult,
kiterjedt szdmos, a vesefunkcidhoz kapcsolt faktorra gyakorolt hatas tanulmanyozaséara
is. Vizsgalatunkban a PACAP a DPPIV-szint gentamicin altal kivaltott valtozasa ellen
hatott — a gentamicin hatasdra a DPPIV szintjének in vitro csokkenését tapasztaltuk,
melyet a PACAP-kezelés mérsékelni tudott. Ez alapjan felvetddik, hogy a PACAP
hatassal bir a DPPIV-expressziora. Megfigyeléseink a gentamicin DPPIV-suppressiot
okoz6 hatasar6l Osszhangban vannak az irodalomban taldlhato adatokkal
(Blais et al. 1993). A DPPIV két formaban talalhaté meg: solubilis formaja a keringd
PACAP degradatidjaban in vivo fontos szerepet jatszik (Zhu et al. 2003), masik formaja
membrankd6tott, melyet mar szdmos epithelialis sejttipusban kimutattak, azonban a f6
eléfordulasa a vesecortex proximalis tubulus kefeszegélyéhez kothetd (Kenny et al.
1976), mely alapjan a renalis fehérjetranszport-rendszer részének tekinthetd (Tiruppathi
et al. 1990). Egy tanulmanyban (Girardi et al. 2001) a DPPIV és a Na'™-H" transzporter
egy isoformaja kozott kapcsolatot taldltak, mely a DPPIV proximalis tubularis epithelium
fiziologias funkcidjaban betoltott szerepét jelzi. Kisérletiinkben a PACAP-kezelés képes
volt a gentamicin altal eldidézett DPPIV-csokkenés mérseklésére, jelezve a PACAP
hozzajaruldsat a proximalis tubularis epithelium fehérjetranszport-rendszerének
védelméhez.

Tanulmdnyunkban a PACAP a VEGF-expressziot szignifikdns mértékben emelte,
valamint a gentamicin altal eldidézett csokkenését mérsékelte. Az alternativ splicing

eredményeként a VEGF szamos isoformaja ismert. A VEGF-A az egyik legnagyobb
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mennyiségben jelen levé isoforma (Neufeld etal. 1999), melyet mi is vizsgaltunk.
A VEGEF hatéssal bir az endothelsejt-proliferatiora €s -differentiatiora, befolydsolja a
vascularis permeabilitast €s az ératmérdt (Neufeld et al. 1999). Ismert a jelenléte a
vesében, ahol a kiilonleges eloszlasa a glomerularis permeabilitasban betdlt6tt szabalyozo
szerepét valosziniisiti. A VEGF-rendszer hibas milkodését vesebetegségek széles
spektrumaban irtak le, mely a klinikai jelent6ségét hangstlyozza (Schrijvers et al. 2004).
Vizsgéalatunk sordn az in vitro gentamicintoxicitas kovetkeztében csokkent VEGF-
expresszid volt megfigyelhetd a human proximalis tubulussejtekben, mely csokkenést a
PACAP-kezelés mérsékelni tudta. A PACAP ezen hatasa Gsszhangban van kordbbi
tanulmanyokban leirdsra keriilt eredményekkel, ahol a PACAP-ot az angiogenesis
szabalyozodjaként emlitik (Ribatti et al. 2007), emeli a VEGF mRNS-expressziét human
tiid6- és prostatatumor-sejtekben (Collado et al. 2004, Moody et al. 2002).

A mechanizmus, melyen keresztiil a PACAP a HK-2 sejteken a gentamicintoxicitas ellen
hat, feltehetdleg a PACI-receptor aktivaciojahoz kotott. A PACAP G-protein-kotott
receptorokon (PAC1, VPACI1 és VPAC?2) keresztiil hat, melyek koziila PAC1 a PACAP
specifikus receptora. Korabbi tanulmanyban (Li et al. 2010a) igazoltdk a PAC1- és a
VPACI-receptor jelenlétét a HK-2 sejteken, melyek koziil a PACI-receptor lehet felelds
a PACAP gentamicintoxicitdsban kifejtett protektiv hatasaért.

Vizsgalatunk soran 6sszefoglalva tehat bizonyitast nyert az exogén PACAP gentamicin
indukalta karosodés esetén a proximalis tubulussejteken kifejtett védo hatésa: serkenti a
sejttulélést, valamint mérsékli a gentamicin altal indukalt DPPIV- ¢és VEGF-
expresszidcsokkenést. A megfigyelések alapjan a gentamicin indukalta nephrotoxicitas

esetén a PACAP lehetséges terapias lehetdségként szolgalhat a jovoben.
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6. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

ISMERTETESE, MEGBESZELES

v

Az exogén PACAP protektiv szerepének igazolasa ischaemia-reperfusios
vesekarosodas soran him patkanyok mellett ndstény patkanyokban is.

Bizonyitast nyert, hogy a PACAP mindkét nemben mérsékli renalis ischaemia-
reperfusioban a szdvettani karosodéas sulyossagat, csokkenti az inflammatoricus
citokinek expressziojat, valamint ndveli az antioxidans hatasa SOD aktivitasat.
A PACAP hatasanak hatterében allo jelatviteli utvonalak vizsgélata soran pedig a
BMP4-BMPR1-Smadl-kollagénlV tengely jelentdségére deriilt fény.

A tanulmany a renalis ischaemia-reperfusio sordn fennallo, valamint a PACAP-
kezelés hatdsadban is megfigyelhetd nemi kiilonbségekre is ravilagitott, a ndstények

esetében kisebb mértékli karosodas igazolddott.

Az endogén PACAP védd szerepének bizonyitasa —PACAP-génhidnyos egerek
segitségével- renalis ischaemia-reperfusio esetén.

Igazoltuk, hogy a szervezetben jelen levd PACAP képes az ischaemia-reperfusio
soran kialakuld szovettani karosodasok mérséklésére, az inflammatoricus citokinek
expresszidjanak csokkentésére, valamint az antioxidans rendszer pozitiv
befolydsolasara. Tovabba a jelatviteli utvonalak vizsgalata sordan a PACAP-
génhidnyos egerekben tapasztalt sulyosabb karosodas hatterében magasabb

pp38MAPK, pERK1,2, valamint alacsonyabb pAkt aktivitdsra deriilt fény.

A PACAP protektiv funkcidjanak igazolasa a vesében a széleskdrben hasznalt,
nephrotoxikus hat4su gentamicin antibiotikum alkalmazésa soran.

Bizonyitast nyert, hogy a PACAP képes a proximalis tubulussejtek talélését javitani
a toxikus hatast gentamicinkezelés esetén, valamint kedvezd hatéssal bir a renalis

proteinek expresszidjara.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az elvégzett vizsgalatok tovabbi bizonyitékokkal
tamasztottak ald mind az endogén, mind az exogén PACAP renoprotektiv szerepét, a
klinikai gyakorlatban jelentdséggel biré ischaemia-reperfusios, valamint gentamicin
indukalta karosodasban is igazolast nyert a szervezetben is jelen levo fehérje védo

hatasa, mely a jovoben akar potencialis terdpias jelentdséggel is birhat.
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A PhD-munkdm soran vizsgalt ischaemia-reperfusios €s a gentamicin altal indukalt
vesekarosodas komoly jelentdséggel bird problémat jelentenek a klinikai gyakorlatban.
A Gram- infekciok kezelésére hasznalt gentamicin alkalmazésa az altala indukalt oxidativ
stressz medidlta apoptosis kovetkeztében kialakuldé nephrotoxikus hatdsa miatt
korlatokba iitkdozik (Cao et al. 2019). Mindez indokolja a toxikus hatast
mérsékelni/kivédeni képes lehetdségek feltérképezésének sziikségességét. Ismert, hogy a
gentamicin vesére kifejtett toxikus hatdsa elsdsorban a proximalis tubulus sejtjein
keresztiil valosul meg, hiszen ez a reabsorptio és aktiv transzport elsédleges helye, mely
a gentamicin magasabb koncentricidjdhoz vezet a tubularis epitheliumban
(Dursun et al. 2018).

Kisérletlinkben in vitro HK-2 vese proximalis tubulussejteken igazoltuk, hogy a PACAP
a gentamicin altal kivaltott csokkent sejttulélést mérsékelni képes, szignifikdnsan jobb
eredményhez vezetve. A PACAP DPPIV- és VEGF-expressziot befolyasold hatdsara is
fény deriilt. A gentamicin karos hatasanak hatterében fontos szerephez juthatnak az
oxigénszabadgyokok ¢€s az oxidativ stressz. A gentamicin alkalmazasat kovetden
megndvekedett MDA-szintet, tovabba a fO enzimatikus antioxidansok szintjének
csOkkenését talaltdk a vesében (Cao et al. 2019, Dursun et al. 2018). Ugyanakkor a
gentamicin altal indukalt nephrotoxicitas okaként a vesesejtek apoptosisat/necrosisat is
fontos tényezdként emlitik (Cao et al. 2019, Dursun et al. 2018). A karos hatas hatterében
a proinflammatoricus citokinek expresszidjanak serkentése is szerephez juthat (Cao et al.
2019, Dursun et al. 2018). Mindez magyardzatul szolgalhat, hogy az ismert
antiapoptoticus, antiinflammatoricus és az endogén antioxidans rendszerre is kedvezd
hatassal bir6 PACAP miért javithatja a proximalis tubulus sejtjeinek talélését

gentamicinkezelés esetén.

Az ischaemia-reperfusios vesekdrosodds a klintkkumban szamos esetben Iétrejohet,
komoly, rovid- és hosszatava kovetkezményekhez vezetve, kihatdssal a vesefunkciora és
a vese ¢lettartamara (Bonventre et Yang 2011, Dare et al. 2015). Ismert, hogy az
ischaemia primeren a tubularis epithelium struktirgjat és funkcidjat befolyasolja, azonban
az interstitialis gyulladas és a microvasculopathia is fontos szerephez jutnak a karosodas
kialakuldsaban (Patschan et al. 2012). Az ischaemia-reperfusio az endothelsejtek
duzzadésat, a glycocalyx karosodasat idézi eld, megfigyelhetd tovabba az adhézios
molekuldk upregulatiéja. A tubularis epithelium kérosodasa proinflammatoricus

citokinek ¢és chemokinek fokozott expressziojat eredményezi, ami az immunsejtek
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toborzasahoz vezet. Az epithelsejtek adhézids molekuldkat és toll-like receptorokat is
expresszalnak, az immunvalasz fokozodasat eldidézve. A neutrophilek, a macrophagok,
az NKT-sejtek a tubularis epithelium direkt karosodasat eredményezik (Bonventre et
Yang 2011). A reaktiv oxigénszabadgyokok ischaemia-reperfusios vesekarosodasban
betoltott szerepe is megkérddjelezhetetlen, az oxidativ stressz a membranlipidek, a
proteinek, valamint a DNS oxidativ karosodasdn keresztiil apoptosist indukal
(Devarajan 2006).

Vizsgalatainkban igazolast nyert, hogy mind a szervezetben jelen levd endogén, mind az
exogén PACAP képes az ischaemia-reperfusio karositd hatdsat mérsékelni a vesében.
Homo- ¢és heterozigota génhianyos egerekben egyarant stlyosabb karosodéas volt
észlelhetd renalis ischaemia esetén, melyet szOvettani, citokinexpresszios €s az
antioxidans rendszer megfigyelésére kiterjedd vizsgalataink is megerdsitettek. Mindez
O0sszhangban van az endogén PACAP kiilonb6z0 kéarosodasok kapcsan leirt védo
szerepével (Reglodi et al. 2012b), mely szerint a PACAP-génhianyos egerekben
sulyosabb eltérések alakulnak ki kiilonféle karos behatasokra. Bizonyitottuk tovabba,
hogy a PACAP-kezelés him és ndstény patkanyokban egyarant protektiv hatassal bir
ischaemia-reperfusio kivaltotta vesekarosodas esetén, a ndstények esetében — a kezelt és
kezeletlen csoportokban egyarant — kedvezdbb kimenetel volt megfigyelhetd. A kialakult
szovettani eltérések enyhébbek voltak a PACAP-kezelt csoportokban, a védo hatést a
citokinexpresszids, valamint az oxidativ stressz és antioxidans rendszer
tanulmanyozéasara kiterjedt vizsgéalataink is alatdmasztottak. A jelatviteli utvonalak
tanulmanyozasa soran a BMP4-BMPRI1-Smadl-kollagén IV tengely jelentdségére
vilagitottunk ra, melynek nemfiiggd valtozasa igazolddott. A vizsgalat soran a nemek
kozt tapasztalt kiilonbség hatterében allé tényezdk még nem teljesen tisztazottak, ezzel
kapcsolatban felmeriil a nemi hormonok szerepe, valamint a PACAP himekben és
ndstényekben kifejtett hatasanak kiilonbozdsége (Reglodi et al. 2006 a,b). Ennek pontos
megitélése céljabdl azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek a jovoben. A vese
ischaemia-reperfusids karosodasaval kapcsolatos vizsgalatainkban tapasztaltak valojaban
nem meglepdek, hiszen az ischaemia-reperfusios karosodas pathomechanizmusaban az
apoptosis, az inflammatoricus ¢€s oxidativ folyamatok jutnak kiemelt szerephez, az
altalunk tanulméanyozott peptid, a PACAP, pedig ¢éppen antiapoptoticus,
antiinflammatoricus €s az antioxidans rendszert is kedvezden befolyasold hatasair6l

ismert (Vaudry et al. 2009).

78



7. IRODALOMJEGYZEK

Abe H, Matsubara T, Iehara N, Nagai K, Takahashi T, Arai H, Kita T, Doi T. Type IV
collagen is transcriptionally regulated by Smadl under advanced glycation end product

(AGE) stimulation. J Biol Chem. 2004; 279:14201-14206.

Alderliesten M, de Graauw M, Oldenampsen J, Qin Y, Pont C, van Buren L, van de
Water B. Extracellular signal-regulated kinase activation during renal
ischemia/reperfusion mediates focal adhesion dissolution and renal injury. Am J Pathol.

2007; 171:452-62.

Ali Akcay, Quocan Nguyen and Charles L. Edelstein. Mediators of inflammation in acute
kidney injury. Mediators Inflamm. 2009; 2009:137072.

Arimura A, Li M, Batuman V. Potential protective action of pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP38) on in vitro and in vivo models of myeloma kidney
injury. Blood. 2006a; 107:661-668.

Arimura A, Li M, Batuman V. Treatment of renal failure associated with multiple

myeloma and other diseases by PACAP-38. Ann. NY Acad. Sci. 2006b; 1070:1-4.

Arms L, Vizzard MA. Neuropeptides in lower urinary tract function. Handb. Exp.
Pharmacol. 2011; 202:395-423.

Azuma YT, Hagi K, Shintani N, Kuwamura M, Nakajima H, Hashimoto H, Baba A,
Takeuchi T. PACAP provides colonic protection against dextran sodium sulfate induced

colitis. J Cell Physiol. 2008; 216:111-119.

Banki E, Degrell P, Kiss P, Kovacs K, Kemeny A, Csanaky K, Duh A, Nagy D, Toth G,
Tamas A, Reglodi D. Effect of PACAP treatment on kidney morphology and cytokine
expression in rat diabetic nephropathy. Peptides. 2013; 42:125-130.

Banki E, Kovacs K, Nagy D, Juhasz T, Degrell P, Csanaky K, Kiss P, Jancso G, Toth G,
Tamas A, Reglodi D. Molecular mechanisms underlying the nephroprotective effects of

PACAP in diabetes. J Mol Neurosci. 2014; 54:300-309.

Bardosi S, Bardosi A, Nagy Z, Reglodi D. Expression of PACAP and PACI receptor in
normal human thyroid gland and in thyroid papillary carcinoma. J Mol Neurosci. 2016;
60:171-178.

79



BiL, Hou R, Yang D, Zhao D, Li S, Zhao J, Zhang HE. Effect of bone marrow stem cell
mobilisation on the expression levels of cellular growth factors in a rat model of acute

tubular necrosis. Exp Ther Med. 2015; 10:618-624.

Blais A, Morvan-Baleynaud J, Friedlander G, Le Grimellec C. Primary culture of rabbit
proximal tubules as a cellular model to study nephrotoxicity of xenobiotics. Kidney Int.

1993; 44:13-8.

Bonventre Joseph V. and Yang Li. Cellular pathophysiology of ischemic acute kidney
injury. J Clin Invest. 2011; 121:4210-4221.

Brubel R, Horvath G, Reglodi D, Lubics A, Tamas A, Kiss P, Laszlo E, Nemeth J,
Mark L, Szakaly P. Presence of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide and its
type I receptor in the rat kidney. Transplant Proc. 2011; 43:1297-9.

Bunt S, Hooley C, Hu N, Scahill C, Weavers H, Skaer H. Hemocyte-secreted type IV
collagen enhances BMP signaling to guide renal tubule morphogenesis in Drosophila.

Dev Cell. 2010; 19:296-306.

Cao L, Zhi D, Han J, Kumar Sah S, Xie Y. Combinational effect of curcumin and
metformin against gentamicin-induced nephrotoxicity: Involvement of antioxidative,

antiinflammatory and antiapoptotic pathway. J Food Biochem. 2019; 43:e12836.

Carrero JJ. Gender differences in chronic kidney disease: underpinnings and therapeutic

implications. Kidney Blood Press Res. 2010; 33:383-92.

Chen G, Deng C, Li YP. TGF-beta and BMP signaling in osteoblast differentiation and
bone formation. Int J Biol Sci. 2012; 8:272-288.

Chen LF, Kaye D. Current use for old antibacterial agents: polymyxins, rifamycins and

aminoglycosides. Inf Dis Clin North Am. 2009; 23:1053—-1075.

Collado B, Gutierrez-Canas I, Rodriguez-Henche N, Prieto JC, Carmena MJ. Vasoactive
intestinal peptide increases vascular endothelial growth factor expression and
neuroendocrine differentiation in human prostate cancer LNCaP cells. Regul Pept. 2004;

119:69-75.

Convento MB, Pessoa EA, Cruz E, da Gloria MA, Schor N, Borges FT. Calcium oxalate
crystals and oxalate induce an epithelial-to-mesenchymal transition in the proximal

tubular epithelial cells: contribution to oxalate kidney injury. Sci Rep. 2017; 7:45740.

80



Crockett ET, Spielman W, Dowlatshahi S, He J. Sex differences in inflammatory cytokine
production in hepatic ischemia-reperfusion. J Inflamm (Lond). 2006; 3:16.

Dare AJ, Bolton EA, Pettigrew GJ, Bradley JA, Saeb-Parsy K, Murphy MP. Protection
against renal ischemia-reperfusion injury in vivo by the mitochondria targeted antioxidant

MitoQ. Redox Biol. 2015; 5:163-168.

Dendooven A, van Oostrom O, van der Giezen DM, Leeuwis JW, Snijckers C, Joles JA,
Robertson EJ, Verhaar MC, Nguyen TQ, Goldschmeding R. Loss of endogenous bone
morphogenetic protein-6 aggravates renal fibrosis. Am J Pathol. 2011; 178: 1069-1079.

Devarajan P. Update on mechanisms of ischemic acute kidney injury. J Am Soc Nephrol.

2006; 17:1503-20.

de Vries B, Kohl J, Leclercq WK, Wolfs TG, van Bijnen AA, Heeringa P, Buurman WA.
Complement factor C5a mediates renal ischemia-reperfusion injury independent from

neutrophils. J Immunol 2003; 170:3883—-3889.

Dursun M, Sahin S, Besiroglu H, Otunctemur A, Ozbek E, Cakir SS, Cekmen M,
Somay A. Protective effect of nebivolol on gentamicin-induced nephrotoxicity in rats.

Bratisl Lek Listy. 2018; 119:718-725.

Elekes K, Sandor K, Moricz A, Kereskai L, Kemeny A, Szoke E, Perkecz A,
Reglodi D, Hashimoto H, Pinter E, Szolcsanyi J, Zs H. Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide plays an antiinflammatory role in endotoxin-induced airway

inflammation: in vivo study with gene-deleted mice. Peptides. 2011; 32:1439-1446.

Eneman B, van den Heuvel L, Freson K, Van Geet C, Willemsen B, Dijkman H,
Levtchenko E. Distribution and function of PACAP and its receptors in the healthy and
nephrotic kidney. Nephron. 2016; 132:301-11.

Eneman B, Elmonem MA, van den Heuvel LP, Khodaparast L, Khodaparast L,
van Geet C, Freson K, Levtchenko E. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(PACAP) in zebrafish models of nephrotic syndrome. PLoS ONE. 2017; 12:e0182100.

Fahrenkrug J, Hannibal J. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide
immunoreactivity in capsaicin-sensitive nerve fibres supplying the rat urinary tract.

Neuroscience 1998; 83:1261-1272.

81



Farkas J, Kovacs LA, Gaspar L, Nafz A, Gaszner T, Ujvari B, Kormos V, Csernus V,
Hashimoto H, Reglodi D, Gaszner B. Construct and face validity of a new model for
the three-hit theory of depression using PACAP mutant mice on CDI1 background.
Neuroscience. 2017a; 354:11-29.

Farkas J, Sandor B, Tamas A, Kiss P, Hashimoto H, Nagy AD, Fulop BD, Juhasz T,
Manavalan S, Reglodi D. Early neurobehavioral development of mice lacking

endogenous PACAP. J Mol Neurosci. 2017b; 61:468—478.

Ferencz A, Racz B, Tamas A, Nedvig K, Nemeth J, Kalmar-Nagy K, Horvath OP,
Weber Gy, Roth E, Reglodi D. Changes and effect of PACAP-38 on intestinal ischemia-
reperfusion and autotransplantation. Transplant Proc. 2009; 41: 57-9.

Ferencz A, Kiss P, Weber Gy, Helyes Z, Shintani N, Baba A, Reglodi D. Comparison
of intestinal warm ischemic injury in PACAP knockout and wild-type mice. J Mol

Neurosci. 2010a; 42:435-442.

Ferencz A, Weber Gy, Helyes Z, Hashimoto H, Baba A, Reglodi D. Presence of
endogenous PACAP-38 ameliorated intestinal cold preservation tissue injury. J Mol

Neurosci. 2010b; 42:428-434.

Fischereder M. Chemokines and chemokine receptors in renal transplantation from

bench to bedside. Acta Physiol Hung. 2007; 94:67-81.

Fulop BD, Sandor B, Szentleleky E, Karanyicz E, Reglodi D, Gaszner B, Zakany R,
Hashimoto H, Juhasz T, Tamas A. Altered notch signaling in developing molar teeth of
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)-deficient mice. J Mol
Neurosci. 2019; 68:377-388.

Furuichi K, Wada T, Iwata Y, Kitagawa K, Kobayashi K, Hashimoto H, Ishiwata Y,
Asano M, Wang H, Matsushima K, Takeya M, Kuziel WA, Mukaida N, Yokoyama H.
CCR2 signaling contributes to ischemia-reperfusion injury in kidney. J Am Soc

Nephrol. 2003; 14:2503-2515.

Gardiner SM, Rakhit T, Kemp PA, March JE, Bennett T. Regional haemodynamic
responses to pituitary adenylate cyclase activating polypeptide and vasoactive intestinal

polypeptide in conscious rats. Br. J. Pharmacol. 1994; 111:589-597.

82



Gasz B, Racz B, Roth E, Borsiczky B, Ferencz A, Tamas A, Cserepes B, Lubics A,
Gallyas F Jr, Toth G, Lengvari I, Reglodi D. Pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide protects cardiomyocytes against oxidative stress-induced apoptosis.

Peptides. 2006; 27:87-94.

Girard BM, Malley SE, Braas KM, May V, Vizzard MA. PACAP/VIP and receptor
characterization in micturition pathways in mice with overexpression of NGF in

urothelium. J Mol Neurosci. 2010; 42:378-89.

Girardi AC, Degray BC, Nagy T, Biemesderfer D, Aronson PS. Association of Na(+)-
H(+) exchanger isoform NHE3 and dipeptidyl peptidase IV in the renal proximal tubule.
J Biol Chem. 2001; 276:46671-46677.

Gray SL, Cummings KJ, Jirik FR, Sherwood NM. Targeted disruption of the pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide gene results in early postnatal death associated
with dysfunction of lipid and carbohydrate metabolism. Mol Endocrinol. 2001;
15:1739-1747.

Hamelink C, Tjurmina O, Damadzic R, Young WS, Weihe E, Lee HW, Eiden LE.
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is a sympathoadrenal neurotransmitter
involved in catecholamine regulation and glucohomeostasis. Proc. Natl. Acad. Sci. 2002;

99:461-466.

Hag M, Norman J, Saba S R, Ramirez G, Rabb H. Role of IL-1 in renal ischemic
reperfusion injury. J Am Soc Nephrol. 1998; 9:614-9.

Hashimoto H, Shintani N, Tanaka K, Mori W, Hirose M, Matsuda T, Sakaue M,
Miyazaki J, Niwa H, Tashiro F, Yamamoto K, Koga K, Tomimoto S, Kunugi A,
Suetake S, Baba A. Altered psychomotor behaviors in mice lacking pituitary adenylate

cyclase-activating polypeptide (PACAP). Proc. Natl. Acad. Sci. 2001; 98:13355-13360.

Hashimoto H, Shintani N, Tanida M, Hayata A, Hashimoto R, Baba A. PACAP is
implicated in the stress axes. Curr. Pharm. Des. 2011; 17:985-9809.

Hautmann M, Friis UG, Desch M, Todorov V, Castrop H, Segerer F, Otto C, Schutz G,
Schweda F. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide stimulates renin secretion

via activation of PACI1 receptors. J. Am. Soc. Nephrol. 2007; 18:1150—-1156.

83



Havasi A and Steven C. Borkan. Apoptosis and acute kidney injury. Kidney Int. 2011;
80:29—-40.

Heimesaat MM, Reifenberger G, Vicena V, Illes A, Horvath G, Tamas A, Fulop BD,
Bereswill S, Reglodi D. Intestinal microbiota changes in mice lacking pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) - Bifidobacteria make the
difference. Eur J Microbiol Immunol. 2017; 7:187-199.

Heppner TJ, Hennig GW, Nelson MT, May V, Vizzard MA. PACAP38-mediated
bladder afferent nerve activity hyperexcitability and Ca®" activity in urothelial cells

from mice. J Mol Neurosci. 2019; 68:348-356.

Horvath G, Racz B, Szakaly P, Kiss P, Laszlo E, Hau L, Tamas A, Helyes Z, Lubics A,
Hashimoto H, Baba A, Reglodi D. Mice deficient in neuropeptide PACAP demonstrate
increased sensitivity to in vitro kidney hypoxia. Transplant Proc. 2010a; 42:2293-5.

Horvath G, Racz B, Reglodi D, Kovacs K, Kiss P, Gallyas F Jr, Bognar Z, Szabo A,
Magyarlaki T, Laszlo E, Lubics A, Tamas A, Toth G, Szakaly P. Effects of PACAP on
mitochondrial apoptotic pathways and cytokine expression in rats subjected to renal

ischemia/reperfusion. J Mol Neurosci. 2010b; 42:411-8.

Horvath G, Mark L, Brubel R, Szakaly P, Racz B, Kiss P, Tamas A, Helyes Z,
Lubics A, Hashimoto H, Baba A, Shintani N, Furjes G, Nemeth J, Reglodi D. Mice
deficient in pituitary adenylate cyclase activating polypeptide display increased

sensitivity to renal oxidative stress in vitro. Neurosci Lett. 2010c; 469:70-4.

Horvath G, Brubel R, Kovacs K, Reglodi D, Opper B, Ferencz A, Szakaly P, Laszlo E,
Hau L, Kiss P, Tamas A, Racz B. Effects of PACAP on oxidative stress-induced cell
death in rat kidney and human hepatocyte cells. J Mol Neurosci. 2011; 43:67-75.

Horvath G, Illes A, Heimesaat MM, Bardosi A, Bardosi S, Tamas A, Fulop BD,
Opper B, Nemeth J, Ferencz A, Reglodi D (2016) Protective intestinal effects of
pituitary adenylate cyclase activating polypeptide. In: Reglodi D, Tamas A (eds)
Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide - PACAP. Springer, Switzerland,
pp 271-289

Horvath G, Opper B, Reglodi D. The neuropeptide pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP) is protective in inflammation and oxidative stress-

induced damage in the kidney. Int J Mol Sci. 2019; 20:4944.

84



Hosszu A, Antal Z, Lenart L, Hodrea J, Koszegi S, Balogh DB, Banki NF, Wagner L,
Denes A, Hamar P, Degrell P, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. ol-receptor agonism
protects against renal ischemia-reperfusion injury. J Am Soc Nephrol. 2017;

28:152-165.

HuC, LiL, Ding P, Li L, Ge X, Zheng L, Wang X, Wang J, Zhang W, Wang N, Gu H,
Zhong F, Xu M, Rong R, Zhu T, Hu W. Complement inhibitor CRIg/FH ameliorates
renal ischemia reperfusion injury via activation of PI3K/AKT signaling. J Immunol.

2018;201:3717-3730.

Ivic I, Fulop BD, Juhasz T, Reglodi D, Toth G, Hashimoto H, Tamas A, Koller A.
Backup mechanism maintains PACAP/VIP-induced arterial relaxations in PACAP-
deficient mice. J Vasc Res. 2017; 54:180-192.

Iwasa T, Matsuzaki T, Tungalagsuvd A, Munkhzaya M, Yiliyasi M, Kato T,
Kuwahara A, Irahara M. Developmental changes in the hypothalamic mRNA expression
levels of PACAP and its receptor PACI1 and their sensitivity to fasting in male and female
rats. Int J Dev Neurosci. 2016; 52:33-7.

Jang HR, Gandolfo MT, Ko GJ, Satpute SR, Racusen L, Rabb H. B cells limit repair after
ischemic acute kindey injury. J. Am. Soc. Nephrol. 2010; 21:654-665.

Jin KB, Choi HJ, Kim HT. Cytokine array after cyclosporine treatment in rats. Transplant
Proc. 2008; 40:2682-2684.

Jones EA, Shoskes DA. The effect of mycophenolate mofetil and polyphenolic
bioflavonoids on renal ischemia reperfusion injury and repair. J Urol. 2000;

163:999-1004.

Jozsa G, Szegeczki V, Palfi A, Kiss T, Helyes Z, Fulop B, Cserhati C, Daroczi L,
Tamas A, Zakany R, Reglodi D, Juhasz T. Signalling alterations in bones of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) gene deficient mice. Int J Mol Sci.
2018; 19:2538.

Juhasz T, Matta C, Katona E, Somogyi C, Takacs R, Gergely P, Csernoch L, Panyi G,
Toth G, Reglodi D, Tamas A, Zakany R. Pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide (PACAP) signalling exerts chondrogenesis promoting and protecting effects:

Implication of calcineurin as a downstream target. PLoS One. 2014; 9:¢91541.

85



Juhasz T, Helgadottir SL, Tamas A, Reglodi D, Zakany R. PACAP and VIP signaling
in chondrogenesis and osteogenesis. Peptides. 2015; 66:51-57.

Kanasaki H, Oride A, Hara T, Mijiddorj T, Sukhbaatar U, Kyo S. Interactions between
two different G protein-coupled receptors in reproductive hormone-producing cells: the

role of PACAP and its receptor PACI1R. Int J Mol Sci. 2016; 17:1635.

Kang KP, Lee JE, Lee AS, Jung YJ, Kim D, Lee S, Hwang HP, Kim W, Park SK. Effect
of gender differences on the regulation of renal ischemia-reperfusion-induced

inflammation in mice. Mol Med Rep. 2014; 9:2061-8.

Katagiri T, Watabe T (2016) Bone morphogenetic proteins. Cold Spring Harb Perspect
Biol 8:a021899.

Kemeny A, Reglodi D, Cseharovs.zky R, Hashimoto H, Baba A, Szolcsanyi J, Pinter E,
Helyes Z. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide deficiency enhances
oxazolone-induced allergic contact dermatitis in mice. J Mol Neurosci. 2010;

42:443-449.

Kenny AJ, Booth AG, George SG, Ingram J, Kershaw D, Wood EJ, Young AR.
Dipeptidyl peptidase IV, a kidney brush-border serine peptidase. Biochem J. 1976;
157:169-182.

Khan AM, Li M, Brant E, Maderdrut JL, Majid DS, Simon EE, Batuman V.
Renoprotection with pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in cyclosporine

A-induced nephrotoxicity. J Investig Med. 2011; 59:793-802.

Khan AM, Maderdrut JL, Li M, Toliver HL, Coy DH, Simon EE, Batuman V. Pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide prevents contrast-induced nephropathy in a

novel mouse model. Physiol Rep. 2013; 1:¢00163.

Khan MA, Batuman V (2016) Renoprotective effects of pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide 38 (PACAP38). In: Reglodi D, Tamas A (eds) Pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide - PACAP. Springer, Switzerland, pp 289-313

Kher A, Meldrum KK, Wang M, Tsai BM, Pitcher JM, Meldrum DR. Cellular and
molecular mechanisms of sex differences in renal ischemia-reperfusion injury.

Cardiovasc Res. 2005; 67:594-603.

86



King SB, Toufexis DJ, Hammack SE. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide
(PACAP), stress, and sex hormones. Stress. 2017; 20:465-475.

Kirry AJ, Herbst MR, Poirier SE, Maskeri MM, Rothwell AC, Twining RC,
Gilmartin MR. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) signaling in
the prefrontal cortex modulates cued fear learning, but not spatial working memory, in

female rats. Neuropharmacology. 2018; 133:145-154.

Kiss P, Reglodi D, Tamas A, Lubics A, Lengvari I, Jozsa R, Somogyvari-Vigh A,
Szilvassy Z, Nemeth J. Changes of PACAP levels in the brain show gender differences
following short-term water and food deprivation. Gen Comp Endocrinol. 2007;

152:225-30.

Korish AA, Abdel Gader AG, Korashy HM, Al-Drees AM, Alhaider AA, Arafah MM.
Camel milk attenuates the biochemical and morphological features of diabetic
nephropathy: inhibition of Smadl and collagen type IV synthesis. Chem Biol Interact.
2015;229:100-108.

Lajko A, Meggyes M, Fulop BD, Gede N, Reglodi D, Szereday L. Comparative analysis
of decidual and peripheral immune cells and immune-checkpoint molecules during
pregnancy in wild-type and PACAP-deficient mice. Am J Reprod Immunol
2018; 9:¢13035.

Laszlo E, Kiss P, Horvath G, Szakaly P, Tamas A, Reglodi D. The effects of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide in renal ischemia/reperfusion. Acta Biol Hung.

2014; 65:369-78.

Li M, Cortez S, Nakamachi T, Batuman V, Arimura A. Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide is a potent inhibitor of the growth of light chain-secreting human
multiple myeloma cells. Cancer Res. 2006; 66:8796—-8803.

Li M, Maderdrut JL, Lertora JJL, Batuman V. Intravenous infusion of pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide (PACAP) in a patient with multiple myeloma and
myeloma kidney: a case study. Peptides. 2007; 28:1891-1895.

Li M, Hering-Smith KS, Simon EE, Batuman V. Myeloma light chains induce epithelial-
mesenchymal transition in human renal proximal tubule epithelial cells. Nephrol. Dial.

Transplant. 2008a; 23:860—870.

87



Li M, Maderdrut JL, Lertora JIL, Arimura A, Batuman V. Renoprotection by pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide in multiple myeloma and other kidney diseases.

Regul. Pept. 2008b; 145:24-32.

Li M, Balamuthusamy S, Khan AM, Maderdrut JL, Simon EE, Batuman V. Pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide ameliorates cisplatin-induced acute kidney

injury. Peptides. 2010a; 31:592—-602.

Li M, Khan AM, Maderdrut JL, Simon EE, Batuman V. The effect of PACAP38 on
MyD88-mediated signal transduction in ischemia-/hypoxia-induced acute kidney injury.

Am. J. Nephrol. 2010b; 32:522-532.

Li M, Balamuthusamy S, Khan AM, Maderdrut JL, Simon EE, Batuman V. Pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide prevents cisplatin-induced renal failure. J. Mol.

Neurosci. 2011; 43:58-66.

Lima-Posada I, Portas-Cortés C, Pérez-Villalva R, Fontana F, Rodriguez-Romo R,
Prieto R, Sanchez-Navarro A, Rodriguez-Gonzéilez GL, Gamba G, Zambrano E,
Bobadilla NA. Gender differences in the acute kidney injury to chronic kidney disease
transition. Sci Rep. 2017; 7:12270.

Liu DM, Cuevas J, Adams DJ. VIP and PACAP potentiation of nicotinic ACh evoked
currents in rat parasympathetic neurons is mediated by G-protein activation. Eur J

Neurosci. 2000; 12:2243-2251.

Lochab AK, Extavour CG. Bone morphogenetic protein (BMP) signaling in animal
reproductive system development and function. Dev Biol. 2017; 427:258-269.

Lopez-Novoa JM, Quiros Y, Vicente L, Morales Al, Lopez-Hernandez FJ. New insights
into the mechanism of aminoglycoside nephrotoxicity: an integrative point of view.

Kidney Int. 2011; 79:33-45.

Maryam Malek and Mehdi Nematbakhsh. Renal ischemia/reperfusion injury: from
pathophysiology to treatment. J Renal Inj Prev. 2015; 4:20-27.

May V, Vizzard MA. Bladder dysfunction and altered somatic sensitivity in PACAP-/-
mice. J. Urol. 2010; 183:772-779.

Mehier P, Burnier M, Pruijm M. Gender differences in chronic kidney diseases: myth or

reality? Revue Medicale Suisse. 2017; 13:473-476.

88



Misra HP, Firdovich 1. The role of superoxide anion in the antioxidation of epinephrine

and a simple assay for superoxide dismutase. J Biol Chem. 1972; 247:3170-3175.

Miura M. Fu X, Zhang QW, Remick DG, Fairchild RL. Neutralization of Gro alpha and
macrophage inflammatory protein-2 attenuates renal ischemia/reperfusion injury. Am J

Pathol. 2001; 159: 2137-2145.

Moody TW, Leyton J, Casibang M, Pisegna J, Jensen RT. PACAP-27 tyrosine
phosphorylates mitogen activated protein kinase and increases VEGF mRNAs in human

lung cancer cells. Regul Pept. 2002; 109:135-140.

Mori H, Nakamachi T, Ohtaki H, Yofu S, Sato A, Endo K, Iso Y, Suzuki H,
Takeyama Y, Shintani N, Hashimoto H, Baba A, Shioda S. Cardioprotective effect of
endogenous pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide on doxorubicin-induced

cardiomyopathy in mice. Circ J. 2010; 74:1183-1190.

Mosca EV, Rousseau JP, Gulemetova R, Kinkead R, Wilson RJ. The effects of sex and
neonatal stress on pituitary adenylate cyclase-activating peptide expression. Exp Physiol.

2015; 100:203-15.

Muller V, Losonczy G, Heemann U, Vannay A, Fekete A, Reusz G, Tulassay T,
Szabo AJ. Sexual dimorphism in renal ischemia-reperfusion injury in rats: possible role

of endothelin. Kidney Int. 2002; 62:1364-71.

Nakamura J, Yanagita M. Bmp modulators in kidney disease. Discov Med. 2012;
13:57-63.

Nakata M, Shintani N, Hashimoto H, Baba A. Intra-islet PACAP protects pancreatic
betacells against glucotoxicity and lipotoxicity. J Mol Neurosci. 2010; 42:404—410.

Nemetz N, Abad C, Lawson G, Nobuta H, Chhith S, Duong L, Tse G, Braun J,
Waschek JA. Induction of colitis and rapid development of colorectal tumors in mice

deficient in the neuropeptide PACAP. Int J Cancer. 2008; 122:1803—18009.

Neufeld G, Cohen T, Gengrinovitch S, Poltorak Z. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) and its receptors. FASEB J. 1999; 13:9-22.

Neugarten J, Golestaneh L, Kolhe NV. Sex differences in acute kidney injury requiring
dialysis. BMC Nephrol. 2018; 19:131.

89



Nguyen V, Meyers CA, Yan N, Agarwal S, Levi B, James AW. BMP-2-induced bone
formation and neural inflammation. J Orthop. 2017; 14:252-256.

Ohtaki H, Nakamachi T, Dohi K, Aizawa Y, Takaki A, Hodoyama K, Yofu S,
Hashimoto H, Shintani N, Baba A, Kopf M, Iwakura Y, Matsuda K, Arimura A,
Shioda S. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) decreases
ischemic neuronal cell death in association with IL-6. Proc Natl Acad Sci. 2006;

103:7488-7493.

Ohtaki H, Satoh A, Nakamachi T, Yofu S, Dohi K, Mori H, Ohara K, Miyamoto K,
Hashimoto H, Shintani N, Baba A, Matsunaga M, Shioda S. Regulation of oxidative stress
by pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) mediated by PACAP
receptor. J Mol Neurosci. 2010; 42:397—403.

Ojala J, Tooke K, Hsiang H, Girard BM, May V, Vizzard MA. PACAP/PACI expression
and function in micturition pathways. J Mol Neurosci. 2019; 68:357-367.

Park KM, Kim JI, Ahn Y, Bonventre AJ, Bonventre JV. Testosterone is responsible for
enhanced susceptibility of males to ischemic renal injury. J Biol Chem. 2004;

279:52282-92.

Parkin JD, San Antonio JD, Pedchenko V, Hudson B, Jensen ST, Savige J. Mapping
structural landmarks, ligand binding sites, and missense mutations to the collagen IV
heterotrimers predicts major functional domains, novel interactions, and variation in
phenotypes in inherited diseases affecting basement membranes. Hum Mutat. 2011;

32:127-43.

Parsons RL, May V. PACAP-induced PAC1 receptor internalization and recruitment of
endosomal signaling regulate cardiac neuron excitability. J Mol Neurosci. 2019;

68:340-347.

Patschan D, Patschan S, Miiller GA. Inflammation and microvasculopathy in renal

ischemia reperfusion injury. J Transplant. 2012; 2012:764154.

Perry HM, Okusa MD. Driving change: kidney proximal tubule CSF-1 polarizes
macrophages. Kidney Int. 2015; 88:1219-1221.

Placer ZA, Cushman LL, Johnson BC. Estimation of product of lipid peroxidation
(malondialdehyde) in biochemical systems. Anal Biochem. 1966; 16:359-364.

90



Ramikie TS, Ressler KJ. Stress-related disorders, pituitary adenylate cyclase-activating
peptide (PACAP)ergic system, and sex differences. Dialogues Clin Neurosci. 2016;
18:403-413.

Randjelovic P, Veljkovic S, Stojiljkovic N, Sokolovic D, Ilic I. Gentamicin
nephrotoxicity in animals: Current knowledge and future perspectives. EXCLI J. 2017;
16:388-399.

Reglodi D, Tamas A, Lengvari I, Toth G, Szalontay L, Lubics A. Comparative study of
the effects of PACAP in young, aging, and castrated males in a rat model of Parkinson's

disease. Ann N Y Acad Sci. 2006a; 1070:518-24.

Reglodi D, Lubics A, Kiss P, Lengvari I, Gaszner B, Toth G, Hegyi O, Tamas A. Effect
of PACAP in 6-OHDA-induced injury of the substantia nigra in intact young and
ovariectomized female rats. Neuropeptides. 2006b; 40:265-74.

Reglodi D, Borzsei R, Bagoly T, Boronkai A, Racz B, Tamas A, Kiss P, Horvath G,
Brubel R, Nemeth J, Toth G, Helyes Z. Agonistic behavior of PACAP6-38 on sensory
nerve terminals and cytotrophoblast cells. J Mol Neurosci. 2008; 36:270-278.

Reglodi D, Kiss P, Lubics A, Tamas A. Review of the protective effects of PACAP in
models of neurodegenerative diseases in vitro and in vivo. Curr Pharm Des. 2011;

17:962-972

Reglodi D, Kiss P, Horvath G, Lubics A, Laszlo E, Tamas A, Racz B, Szakaly P. Effects
of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide in the urinary system, with special

emphasis on its protective effects in the kidney. Neuropeptides. 2012a; 46:61-70.

Reglodi D, Kiss P, Szabadfi K, Atlasz T, Gabriel R, Horvath G, Szakaly P, Sandor B,
Lubics A, Laszlo E, Farkas J, Matkovits A, Brubel R, Hashimoto H, Ferencz A,
Vincze A, Helyes Z, Welke L, Lakatos A, Tamas A. PACAP is an endogenous
protective factor-insights from PACAP-deficient mice. J Mol Neurosci. 2012b;
48:482-492.

Reglodi D, Renaud J, Tamas A, Tizabi Y, Socias B, Del-Bel E, Raisman-Vozari R.
Novel tactics for neuroprotection in Parkinson’s disease: role of antibiotics,

polyphenols and neuropeptides. Prog Neurobiol. 2017; 155:120-148.

91



Reglodi D, Cseh S, Somoskoi B, Fulop BD, Szentleleky E, Szegeczki V, Kovacs A,
Varga A, Kiss P, Hashimoto H, Tamas A, Bardosi A, Manavalan S, Bako E, Zakany R,
Juhasz T. Disturbed spermatogenic signaling in pituitary adenylate cyclase activating

polypeptide-deficient mice. Reproduction. 2018a; 155:129-139.

Reglodi D, Atlasz T, Szabo E, Jungling A, Tamas A, Juhasz T, Fulop BD, Bardosi A.
PACAP deficiency as a model of aging. Geroscience. 2018b; 40:437-452.

Reglodi D, Jungling A, Longuespée R, Kriegsmann J, Casadonte R, Kriegsmann M,
Juhasz T, Bardosi S, Tamas A, Fulop BD, Kovacs K, Nagy Z, Sparks J, Miseta A,
Mazzucchelli G, Hashimoto H, Bardosi A. Accelerated pre-senile systemic amyloidosis
in PACAP knockout mice - a protective role of PACAP in age-related degenerative
processes. Journal of Pathology. 2018c; 245:478-490.

Reglodi D, Tamas A, Jungling A, Vaczy A, Rivnyak A, Fulop BD, Szabo E, Lubics A,
Atlasz T. Protective effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide against

neurotoxic agents. Neurotoxicology. 2018d; 66:185-194.

Ressler KJ., Mercer KB., Bradley B, Jovanovic T, Mahan A, Kerley K, Norrholm SD.,
Kilaru V, Smith AK, Myers AJ., Ramirez M, Engel A, Hammack SE., Toufexis D,
Braas KM., Binder EB. & May V. Post-traumatic stress disorder is associated with
PACAP and the PACI receptor. Nature. 2011; 470:492—-497.

Ribatti D, Conconi MT, Nussdorfer GG. Nonclassic endogenous novel regulators of

angiogenesis. Pharmacol Rev. 2007; 59:185— 205.

Rusai K, Huang H, Sayed N, Strobl M, Roos M, Schmaderer C, Heemann U, Lutz J.
Administration of interleukin-1 receptor antagonist ameliorates renal ischemia-

reperfusion injury. Transpl Int. 2008; 21:572-80.

Sakamoto K, Kuno K, Takemoto M, He P, Ishikawa T, Onishi S, Ishibashi R, Okabe E,
Shoji M, Hattori A, Yamaga M, Kobayashi K, Kawamura H, Tokuyama H, Maezawa Y,
Yokote K. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide protects glomerular

podocytes from inflammatory injuries. J Diabetes Res. 2015:727152.

Sakurai Y, Shintani N, Hayata A, Hashimoto H, Baba A. Trophic effects of PACAP on

pancreatic islets: a mini-review. J Mol Neurosci. 2011; 43:3-7.

92



Salvadori M, Rosso G, Bertoni E. Update on ischemia-reperfusion injury in kidney

transplantation: Pathogenesis and treatment. World J Transplant. 2015; 5:52-67.

Sandor B, Fintor K, Reglodi D, Fulop BD, Helyes Z, Szanto I, Nagy P, Hashimoto H,
Tamas A. Structural and morphometric comparison of lower incisors in PACAP-deficient

and wild-type mice. ] Mol Neurosci. 2016; 59:300-308.

Sasaki S, Watanabe J, Ohtaki H, Matsumoto M, Murai N, Nakamachi T, Hannibal J,
Fahrenkrug J, Hashimoto H, Watanabe H, Sueki H, Honda K, Miyazaki A, Shioda S.
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide promotes eccrine gland sweat

secretion. Br J Dermatol 2017; 176:413-422.

Schrijvers BF, Flyvbjerg A, De Vriese AS. The role of vascular endothelial growth factor
(VEGF) in renal pathophysiology. Kidney Int. 2004; 65:2003-2017.

Sedlak J, Lindsay R. Estimation of total protein-bound and non-protein sulphydryl groups
in tissue with ellman's reagent. Anal Biochem. 1968; 25:192-205.

Shintani N, Mori W, Hashimoto H, Imai M, Tanaka K, Tomimoto S, Hirose M,
Kawaguchi C, Baba A. Defects in reproductive functions in PACAP-deficient female
mice. Regul Pept. 2002;109:45-48.

Solari CA, Tudisca V, Pugliessi M, Nadra AD, Moreno S, Portela P. Regulation of PKA
activity by an autophosphorylation mechanism in Saccharomyces cerevisiae. Biochem J.

2014; 462:567-79.

Soljancic A, Ruiz AL, Chandrashekar K, Maranon R, Liu R, Reckelhoff JF, Juncos LA.
Protective role of testosterone in ischemia-reperfusion-induced acute kidney injury.

Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2013; 304:R951-8.

Szabadfi K, Atlasz T, Kiss P, Danyadi B, Tamas A, Helyes Z, Hashimoto H, Shintani N,
Baba A, Toth G, Gabriel R, Reglodi D. Mice deficient in pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) are more susceptible to retinal ischemic injury in vivo.

Neurotox. Res. 2012; 21:41-48.

Szabo A, Danyadi B, Bognar E, Szabadfi K, Fabian E, Kiss P, Mester L, Manavalan S,
Atlasz T, Gabriel R, Toth G, Tamas A, Reglodi D, Kovacs K. Effect of PACAP on MAP
kinases, Akt and cytokine expressions in rat retinal hypoperfusion. Neurosci Lett. 2012;

523:93-98.

93



Szabo E, Nemeskeri A, Arimura A, Koves K. Effect of PACAP on LH release studied by
cell immunoblot assay depends on the gender, on the time of day and in female rats on

the day of the estrous cycle. Regul Pept. 2004; 123:139-45.

Szakaly P, Kiss P, Lubics A, Magyarlaki T, Tamas A, Racz B, Lengvari I, Toth G,
Reglodi D. Effects of PACAP on survival and renal morphology in rats subjected to renal
ischemia/reperfusion. J Mol Neurosci. 2008; 36:89-96.

Szakaly P, Horvath G, Kiss P, Laszlo E, Farkas J, Furjes G, Nemeth J, Reglodi D.
Changes in pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide following renal ischemia-

reperfusion in rats. Transplant Proc. 2010; 42:2283-6.

Talebi N, Nematbakhsh M, Monajemi R, Mazaheri S, Talebi A, Vafapour M.
The protective effect of y-aminobutyric acid on kidney injury induced by renal ischemia-

reperfusion in ovariectomized estradiol-treated rats. Int J Prev Med. 2016; 7:6.

Tammaro A, Kers J, Emal D, Stroo I, Teske GJD, Butter LM, Claessen N, Damman J,
Derive M, Navis GJ, Florquin S, Leemans JC, Dessing MC. Effect of TREM-1 blockade
and single nucleotide variants in experimental renal injury and kidney transplantation.

Sci Rep. 2016; 6:38275.

Tanaka K, Hashimoto H, Shintani N, Yamamoto A, Baba A. Reduced hypothermic and
hypnotic responses to ethanol in PACAP-deficient mice. Regul Pept. 2004; 123:95-98.

Tiruppathi C, Miyamoto Y, Ganapathy V, Roesel RA, Whitford GM, Leibach FH.
Hydrolysis and transport of prolinecontaining peptides in renal brush-border membrane
vesicles from dipeptidyl peptidase [V-positive and dipeptidyl peptidase IV-negative rat
strains. J Biol Chem. 1990; 265:1476-1483.

Tomimoto S, Ojika T, Shintani N, Hashimoto H, Hamagami K, lkeda K, Nakata M,
Yada T, Sakurai Y, Shimada T, Morita Y, Ishida C, Baba A. Markedly reduced white
adipose tissue and increased insulin sensitivity in Adcyapl-deficient mice. J Pharmacol

Sci. 2008; 107:41-48.

Toth D, Szabo E, Tamas A, Juhasz T, Horvath G, Fabian E, Opper B, Szabo D,
Maugeri G, D'Amico AG, D'Agata V, Vicena V, Reglodi D. Protective effects of PACAP
in peripheral organs. Front Endocrinol. 2020a; 11:377.

94



Toth D, Tamas A, Reglodi D. The neuroprotective and biomarker potential of PACAP in
human traumatic brain injury. Int J Mol Sci. 2020b; 21:827.

Vaudry D, Falluel-Morel A, Bourgault S, Basille M, Burel D, Wurtz O, Fournier A,
Chow BK, Hashimoto H, Galas L, Vaudry H. Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide and its receptors: 20 years after the discovery. Pharmacol Rev. 2009;
61:283-357.

Vicente-Vicente L, Casanova AG, Hernandez-Sanchez MT, Pescador M, Lopez-
Herndndez FJ, Morales Al. A systematic meta-analysis on the efficacy of pre-clinically
tested nephroprotectants at preventing aminoglycoside nephrotoxicity. Toxicology. 2017;

377:14-24.

Vu JP, Benhammou JN, Goyal D, Luong L, Oh S, Germano P, Pisegna JR (2016) PACAP
regulation of gastrointestinal function and obesity. In: Reglodi D, Tamas A (eds) Pituitary

adenylate cyclase activating polypeptide — PACAP. Springer, Switzerland, pp 261-270

Wang S, Diao H, Guan Q, Cruikshank WW, Delovitch TL, Jevnikar AM, Du C.
Decreased renal ischemia-reperfusion injury by IL-16 inactivation. Kidney Int. 2008;

73: 318-326.

Wang C, Hao Z, Zhou J, Zhang L, Sun Y, Liang C. Rutaecarpine alleviates renal ischemia
reperfusion injury in rats by suppressing the JNK/p38MAPK signaling pathway and
interfering with the oxidative stress response. Mol Med Rep. 2017; 16:922-928.

Watanabe J, Seki T, Shioda S (2016) PACAP and neural development. In: Reglodi D,
Tamas A (eds) Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide - PACAP. Springer,
Switzerland, pp 65-83

Wei Q, Zhao J, Zhou X, Yu L, Liu Z, Chang Y. Propofol can suppress renal ischemia-
reperfusion injury through the activation of PI3K/AKT/mTOR signal pathway. Gene.
2019; 708:14-20.

Werling D, Banks WA, Salameh TS, Kvarik T, Kovacs LA, Vaczy A, Szabo E, Mayer F,
Varga R, Tamas A, Toth G, Biro Z, Atlasz T, Reglodi D. Passage through the ocular
barriers and beneficial effects in retinal ischemia of topical application of PACAP1-38 in

rodents. Int J Mol Sci. 2017; 18:675.

95



Wilson RJ, Cummings KJ. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is vital for
neonatal survival and the neuronal control of breathing. Respir Physiol Neurobiol. 2008;

164:168-178.

Wojcieszak J, Zawilska JB. PACAP38 and PACAP6-38 exert cytotoxic activity against
human retinoblastoma Y79 cells. J Mol Neurosci. 2014; 54:463-8.

Yang CW, Lim SW, Han KW, Ahn HJ, Park JH, Kim YH, Kirsh M, Cha JH, Park JH,
Kim YS, Kim J, Bang BK. Upregulation of ciliary neurotrophic factor (CNTF) and CNTF
receptor alpha in rat kidney with ischemia-reperfusion injury. J Am Soc Nephrol. 2001;
12:749-757.

Yang YL, Liu YS, Chuang LY, Guh JY, Lee TC, Liao TN, Hung MY, Chiang TA. Bone
morphogenetic protein-2 antagonizes renal interstitial fibrosis by promoting catabolism

of type I transforming growth factor-beta receptors. Endocrinology. 2009; 150:727-40.

Yeda X, Shaoqing L, Yayi H, Bo Z, Huaxin W, Hong C, Zhongyuan X.
Dexmedetomidine protects against renal ischemia and reperfusion injury by inhibiting the
P38MAPK/TXNIP signaling activation in streptozotocin induced diabetic rats. Acta Cir
Bras. 2017; 32:429-439.

Yu R, Cui Z, Li M, Yang Y, Zhong J. Dimer-dependent intrinsic/basal activity of the
class B G protein-coupled receptor PAC1 promotes cellular anti-apoptotic activity
through Wnt/B-catenin pathways that are associated with dimer endocytosis. PLoS One.
2014; 9:e¢113913.

Zhang Z, Yao L, Yang J, Wang Z, Du G. PI3K/Akt and HIF-1 signaling pathway in
hypoxia-ischemia. Mol Med Rep. 2018; 18:3547-3554.

Zhu L, Tamvakopoulos C, Xie D, Dragovic J, Shen X, Fenyk-Melody JE, et al. The role
of dipeptidyl peptidase IV in the cleavage of glucagon family peptides: in vivo
metabolism of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-(1-38). J Biol Chem.
2003; 278:22418-22423.

96



8. SAJAT KOZLEMENYEK

A dolgozat alapjaul szolgalo kozlemények

Laszlo E, Juhasz T, Varga A, Czibere B, Kovacs K, Degrell P, Horvath G, Jancso G,
Szakaly P, Tamas A, Reglodi D. Protective effect of PACAP on ischemia/reperfusion-
induced kidney injury of male and female rats: gender differences. J Mol Neurosci. 2019;

68:408-419. (IF: 2,678, Q1: Medicine)

Laszlo E, Varga A, Kovacs K, Jancso G, Kiss P, Tamas A, Szakaly P, Fulop B,
Reglodi D. Ischemia/reperfusion-induced kidney injury in heterozygous PACAP-
deficient mice. Transplant Proc. 2015; 47:2210-5. (IF: 0,867)

Horvath G, Reglodi D, Czetany P, Illes A, Reman Gy, Fekete A, Toth G,
Laszlo E, Opper B. Effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide in human
proximal tubule cells against gentamicin toxicity. Int J Pept Res Ther 2019; 25:254-267.
(IF: 1,5)

Szakaly P, Laszlo E, Kovacs K, Racz B, Horvath G, Ferencz A, Lubics A, Kiss P,
Tamas A, Brubel R, Opper B, Baba A, Hashimoto H, Farkas J, Matkovits A,
Magyarlaki T, Helyes Z, Reglodi D. Mice deficient in pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) show increased susceptibility to in vivo renal
ischemia/reperfusion injury. Neuropeptides. 2011; 45:113-21. (IF: 1,553)

Reglodi D, Kiss P, Horvath G, Lubics A, Laszlo E, Tamas A, Racz B, Szakaly P.
Effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide in the urinary system, with
special emphasis on its protective effects in the kidney (review). Neuropeptides. 2012;

46:61-70. (IF: 2,067)

Laszlo E, Kiss P, Horvath G, Szakaly P, Tamas A, Reglodi D. The effects of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide in renal ischemia/reperfusion (review).

Acta Biol Hung. 2014; 65:369-78. (IF: 0,589)

A dolgozat alapjaul szolgalo kozlemények osszesitett impakt faktora:
review nélkiil: 6,598

review-val: 9,254

97



Egyéb kozlemények

Brubel R, Horvath G, Reglodi D, Lubics A, Tamas A, Kiss P, Laszlo E, Nemeth J,
Mark L, Szakaly P. Presence of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide and its
type I receptor in the rat kidney. Transplant Proc. 2011; 43:1297-9. (IF: 1,005)

Ferencz A, Nedvig K, Laszlo E, Magyarlaki T, Lorinczy D. DSC examination of kidney
tissue following warm ischemia and reperfusion injury. Thermochimica Acta 2011;

497:41-5 (IF: 1,805)

Horvath G, Racz B, Szakaly P, Kiss P, Laszlo E, Hau L, Tamas A, Helyes Z, Lubics A,
Hashimoto H, Baba A, Reglodi D. Mice deficient in neuropeptide PACAP demonstrate

increased sensitivity to in vitro kidney hypoxia. Transplant Proc. 2010; 42:2293-5.
(IF: 0,993)

Horvath G, Racz B, Reglodi D, Kovacs K, Kiss P, Gallyas F Jr, Bognar Z, Szabo A,
Magyarlaki T, Laszlo E, Lubics A, Tamas A, Toth G, Szakaly P. Effects of PACAP on
mitochondrial apoptotic pathways and cytokine expression in rats subjected to renal

ischemia/reperfusion. J Mol Neurosci. 2010; 42:411-8. (IF: 2,922)

Horvath G, Brubel R, Kovacs K, Reglodi D, Opper B, Ferencz A, Szakaly P, Laszlo E,
Hau L, Kiss P, Tamas A, Racz B. Effects of PACAP on oxidative stress-induced cell
death in rat kidney and human hepatocyte cells. J Mol Neurosci. 2011; 43:67-75.
(IF: 2,504)

Reglodi D, Kiss P, Szabadfi K, Atlasz T, Gabriel R, Horvath G, Szakaly P, Sandor B,
Lubics A, Laszlo E, Farkas J, Matkovits A, Brubel R, Hashimoto H, Ferencz A,
Vincze A, Helyes Z, Welke L, Lakatos A, Tamas A. PACAP is an endogenous protective
factor-insights from PACAP-deficient mice. J Mol Neurosci. 2012; 48:482-92.
(IF: 2,891)

Szakaly P, Horvath G, Kiss P, Laszlo E, Farkas J, Furjes G, Nemeth J, Reglodi D.
Changes in pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide following renal ischemia-

reperfusion in rats. Transplant Proc. 2010; 42:2283-6. (IF: 0,993)

Tudomanyos kozlemények osszesitett impakt faktora: 22,367

98



KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Prof. Dr. Reglodi
Doranak, aki tudomanyos diakkords hallgatd koromtol kezdve irdnyitotta €s
tdmogatta kutatdsi munkdmat, €és akinek szakmai tuddsa mindig példaként allt
eléttem, valamint Dr. Horvdath Gabriellanak, aki szintén segitette és tamogatta

kutatomunkamat.

Koszondom a miitétek kidolgozasdban ¢és elvégzésében nyujtott segitséget

Dr. Szakdly Péternek és Dr. Varga Addmnak.

Haélas vagyok Dr. Magyarlaki Tamdsnak (¥) ¢és Dr. Degrell Péternek, hogy
szakmai odaadasukkal példat mutattak, bevezettek a vesepathologia rejtelmeibe,

tevékenyen részt vettek a szovettani értékelés kidolgozasaban.

Koszonettel tartozom Dr. Juhdsz Tamdsnak ¢és Dr. Kovdacs Krisgtindnak a
molekuléris bioldgiai vizsgalatokban nyujtott segitségért, a preciz €s pontos

munkaért, iranymutataseért.

Hasonloképpen koszondm Dr. Jancso Gabornak ¢és Fajtik Csillanak az

antioxidans és oxidativstressz-markerek meghatarozasaban val6 segitséget.

Ko6szonom tovabbd Bolboacea Alina ¢és Kiss Aniko szOvettani metszetek
elkészitésében, valamint Mercz Tiinde in vitro kisérletekben nyujtott megbizhatd

segitd munk3ajat.

Ezuton szeretném megkoszonni Dr. Kiss Péternek, hogy a kezdetektdl fogva
tamogatta allatkisérletes munkaimat. Barmikor fordulhattam hozzd kérdéssel,

tudasara, tapasztalatdra mindig szamithattam.

99



TAMOGATOK

TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 ‘Nemzeti Kivalosag Program’, MTA-TKI 14016,
EFOP-3.6.2-16-2017-00008 “A neuroinflammacidé vizsgdlata a neurodegenerativ
folyamatokban: a molekulatol a betegagyig”/Idegtudomanyi Centrum, PTE AOK
Kutatasi Alap KA, 2017-1.2.1-NKP-2017-00002, NAP2, GINOP-2.3.2-15-2016-00050
“PEPSYS”, EFOP-3.6.1.-16-2016-00004 - ,Atfogd fejlesztések a Pécsi Tudomany-
egyetemen az intelligens szakosodas megvalositasa érdekében”, FIKPII, EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00009.

100



