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II. BEVEZETES

1. A HYPOPHYSIS ADENILAT CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID (PACAP)

A hypophysis adenilat cikldz aktivaldé polipeptidet (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide — PACAP) 1989-ben izolaltdk birka hypothalamusbol, patkany
hypophysisben kifejtett adenilat cikldz aktivaldo hatdsa alapjan. A PACAP-ot tartalmazo
hypothalamikus neuronok az eminentia mediana teriiletére vetiilnek, ahol elérik a
hypothalamo-hypophysealis portalis rendszer kapilldrisait (Miyata et al., 1989). 1990-ben
azonositottak 27 aminosavbol felépiild rovidebb fragmensét, a PACAP27-et (Miyata et al.,
1990). A két forma koziil emlésokben a 38 aminosavat tartalmaz6 PACAP38 fordul el
nagyobb mennyiségben (Arimura et al., 1991) A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv
intesztinalis peptid csalddba tartozé polipeptid (1. dbra), melynek N-termindlis szakasza (1-

28) 68%-0s homologiat mutat a VIP-pel (Miyata et al., 1989).

PACAP2IE HSDGIFIDSYSRYREOHAVEREYLAARVLGERYEQRVENE-HH,

PACAP2T  ccmommmmomc e M,
VIP R A i NG RSN — HaI-N-HH,
Secretin - ---T--SEL- - L-EGARLQRL- QGLV -NH,
GHRH YA-A---N---EVLG-LEAR-L-QDIHSRQQCESHOERGARARL-NH,
Helodermin - --A- - -EE- -ELLAEL-LQ- - - -SI--3-TSPPP-HE,
Glucagon --@-T--80--E- LOSRRAQDFVOWLHNT
GLP-2 -A--8- 8- EMNTILDNL- ARDFINWLIQTEITD
FRP DVAH- - LNEA - REVLD- LAAG-H- QSLVA
PHM -A--¥--8DF-ELLG-LEA- - - - ESLH-NH,
GIP YAE-T-ISD-- IAMDETHQQDFVHHL- AQEG-ENDHEENITG
1. abra A szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptid csaladba tartozd peptidek aminosav

szekvenciai (Vaudry et al. 2009)

A peptid a filogenezis sordn nagy mértékben konzervalodott, aminosav-
szekvenciaja minden emlds fajban azonos. Egyéb gerincesekben is csupan 1-4 aminosav
eltérés mutathato ki (2. dbra) (Vincze és Koves, 2001; Vaudry et al., 2000). Tovabba, a
PACAP nagyfoku konzervaltsagat bizonyitja az is, hogy PACAP-tartalmi neuronok
jelenléte kimutathaté nem-emlds szovetekben is, igy pl. madarakban (Nowak és Zawilska,
2003), halakban (Matsuda et al., 1997; Montero et al., 1998; Jakab et al., 2004) és
kétéltliekben (Yon et al., 2001) is.
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2. abra A PACAP aminosav-szekvenciaja kiilonboz6 fajokban

A PACAP elofordulasa a szervezetben

A. Idegrendszer

A peptid izoldlasa wutdn szdmos vizsgalatot végeztek eldforduldsanak
feltérképezésére emlds, illetve nem-emlés mintakon. Legnagyobb mennyiségben a
kozponti €és a periférids idegrendszerben taldlhatd. Patkany kozponti idegrendszer
kiilonb6z6 teriileteinek analizisével kimutattdk, hogy legnagyobb mennyiségben a
hypothalamusban fordul eld, ahol féleg a nucleus supraopticus és paraventricularis magno-
és parvocellularis rendszerhez tartozd neuronjaiban detektalhaté (Koves et al., 1991;
Kivipelto et al., 1992; Ando et al., 1994; Kimura et al., 1994; Hannibal et al., 1995a,b;
Piggins et al., 1996). Emellett jelenléte kimutathat6 a retindban is (Seki et al., 2000;
Hannibal et al., 1997). Tovabba, a PACAP detektalhato tobbek kozott: a bulbus
olfactoriusban (Skogldsa et al., 1999a), a hippocampus CA1-3 zdénaiban (Kdves et al.,
1994), az amygdala kiilonb6zo teriiletein (Koves et al.,, 1991; Piggins et al., 1996), az
agykéregben (Koves et al.,, 1991; Kivipelto et al., 1992; Hannibal et al., 2002), a
diencephalonban (Koves et al., 1991, 1994; Hannibal et al., 2002; Skoglosa et al., 1999), a
mesencephalonban (Kivipelto et al., 1992), a cerebellumban (Skoglosa et al., 1999b) és a
medulla oblongataban (Légradi et al., 1994).

A PACAP két formaja koziil, a kozponti idegrendszerben a 38 aminosavat
tartalmaz6 PACAP38 a dominans. A PACAP27 a teljes peptid tartalom kevesebb, mint 10
%-at teszi ki (Arimura et al., 1991; Ghatei et al., 1993; Masuo et al., 1993; Hannibal et al.,
1995a; Piggins et al., 1996).



A PACAP, VIP-hez valo hasonlosaga ellenére, attol eltérd eloszlast mutat a
kodzponti idegrendszerben (Masuo et al., 1993). A két peptid kolokalizacidja figyelhetdé meg
az agyi erekben: VIP-, és PACAP-immunopozitiv rostok egyarant kimutathatéak az agyi
erek falaban (Jansen-Olesen et al., 1994).

B. Nem-neuronalis szovetek

A nem-neurondlis szovetekben — az idegrendszerhez hasonléan — szintén a
PACAP38 a dominans forma, bar a két peptid aranya a kiilonb6z6 szervekben valtozéd
(Arimura et al., 1991). A peptidet kimutattak az endokrin szervek tobbségében, tobbek
kozott az adenohypophysisben (Vigh et al., 1993; Kimura et al., 1994; Mikkelsen et al.,
1995; Koves et al., 1998; Heinzlmann et al., 2008), a mellékvesében (Ghatei et al., 1993;
Kéntor et al.,, 2002), az endokrin pancreasban (Filipsson et al., 1998, Hannibal ¢és
Fahrenkrug, 2000) és a mellékpajzsmirigyben (Luts és Sundler, 1994).

Patkanyban a legnagyobb mennyiségben a herében detektalhatd, koncentracidja
meghaladja az egyéb, ismert peptidek mennyiségét (Arimura et al., 1991). Ezenkiviil a
PACAP jelenléte kimutathatd: az ovariumban (Fahrenkrug és Hannibal, 1996; Gras et al.,
1996), a placentdban (Scaldaferri et al., 2000), az uterusban (Spencer et al., 2001), a
kivalaszté rendszerben (Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Radziszewski et al., 1996; Moller et
al.,, 1993), a légzdrendszerben (Moller et al., 1993) és a gastrointestinalis tractusban
(Arimura et al., 1991; Hauser-Kronberger et al., 1992; Ghatei et al., 1993; Mao et al., 1998;
Vincze et al., 1999).

PACAP receptorok

A PACAP hatasait G-protein receptorokon keresztiil fejti ki. A receptor hét
transzmembran kart és egy intracelluldrisan G-proteint kot domént tartalmaz. A
receptoroknak két {6 tipusa ismert: a PAC1 receptor nagysagrendekkel nagyobb affinitassal
koti a PACAP-ot, mint a VIP-et, mig a VPACI1 ¢és VPAC2 receptorok mindkét peptidet
egyforma erdsséggel kotik (Arimura 1998; Laburthe et al., 2007). A PACI receptornak 8
splice variansa ismert (Vaudry et al., 2000).



A PACAP receptorok eloszlasa fiigg a receptor tipusatol: PACI1 receptor talalhato a
kozponti idegrendszerben, az adenohypophysisben, a mellékveseveldben és a herében. A
specifikus PACI receptor kimutathatd a hypothalamus kiilonb6zd teriiletein, a cortexben, a
thalamusban, a mesencephalonban, a ponsban és a kisagyban (Masuo et al., 1992).

A PACAP-ot és VIP-et egyforma erdsséggel koté VPACI receptor megtalalhaté a
kozponti idegrendszer mellett a tiidében, a majban, a 1épben, a thymusban, az ovariumban
¢s a gastrointestinalis tractusban (Hashimoto et al., 1996; Joo et al., 2004). A kodzponti
idegrendszer teriiletén féleg a nagyagykéregben és a hippocampusban detektalhatd (Usdin
et al., 1994; Sheward et al., 1995). A PACAP-ot hasonl¢ affinitassal koté VPAC2 receptor
az elobb emlitett VPACI receptortdl teljesen eltérd eloszlast mutat (Usdin et al., 1994;
Ishihara et al., 1992). A VPAC2 receptor mRNS-e nagy mennyiségben kimutathat6 a
thalamusban, a nucleus suprachiasmaticusban, az amygdalaban, illetve a ponsban. A
VPACI, illetve VPAC2 receptor eloszlasa csupan a hippocampus teriiletén mutat atfedést
(Usdin et al., 1994).

Specifikus PAC1 receptor van jelen tobbek kozott: a retindban (D’Agata és
Cavallaro, 1998), a pancreasban, a majban, az ovarium granulosa sejtjeiben (Usdin et al.,
1994), a vesében (Peeters et al., 1999), a placentaban (Koh et al., 2003). VPACI, illetve
VPAC?2 receptor azonosithatd: a herében, a gyomorban, az ovariumban, a pancreas beta-

sejtjeiben, illetve a mellékvesében (Usdin et al., 1994).

A PACAP protektiv hatasai

A PACAP védd hatasat eldszor kisagyi szemcsesejteken mutattdk ki (Canonico et
al., 1996). Hasonld protektiv hatast figyeltek meg PCI12 sejteken, szérum- és NGF
megvonds altal kivaltott apoptdzis esetén (Tanaka et al., 1997). Cerebellaris
szemcsesejtekben a PACAP antiapoptotikus hatdst mutat ethanol, oxidativ stressz ¢és
ceramid-indukalta kdrosodaskor (Vaudry et al., 2002a,b, 2003). Tovabba, a PACAP
protektiv hatdsat igazoltdk beta-amiloid protein, 6-hidroxidopamin (6-OHDA), HIV-
burokfehérje, in vitro hypoxia és emelkedett Ca*" szint-indukélta sejtkarosodassal szemben
is (Onoue et al., 2002a,b,c; Brenneman et al., 2002; Takei et al., 1998). Kutatocsoportunk

korabbi vizsgalatai soran igazolddott a peptid védd hatdsa arteria cerebri media okkluzid



okozta fokalis agyi ischaemidban (Reglddi et al., 2000), 6-OHDA-indukalta Parkinson-kor
(Reglddi et al., 2004) és quinolinsav indukélta Huntington-chorea modellekben (Tamas et
al., 2006a) in vivo. Ezek mellett a PACAP enyhiti a koponyasériilés kivaltotta diffuz
axonalis karosodast (Tamas et al., 2006¢).

A PACAP protektiv hatasat el6szor a kozponti idegrendszerben igazoltak (Canonico
et al., 1996), azéta azonban szdmos tanulmény igazolta nemcsak a PACAP, hanem
receptorai jelenlétét is a nem idegi struktirdkban. Felfedezése ota szdmos nem-neurondlis
modellben igazolddott antiapoptotikus hatasa, tobbek kozott: hypophysis adenoma
sejtekben TGFB-indukalta sejtkarosodassal szemben (Oka et al., 1999), ovarialis follicularis
sejtekben (Lee et al., 1999), PC-3 prostata tumorsejtekben (Gutierrez-Canas et al., 2003).
Protektiv hatdsat mutattdk ki T-lymphocytdkban Fas-ligand, illetve glukokortikoid
indukalta apoptdzis esetén (Delgado és Ganea, 2000; Delgado et al., 1996).

Kutatoécsoportunk korabbi tanulmanyai soran igazoldédott a PACAP antiapoptotikus
hatdsa tobb, kiilonb6z6 nem-neuronalis sejttenyészetben. H,O,-indukalta oxidativ
stressznek kitett EOMA endothelsejtek életképességének vizsgalata soran egyidejii PACAP
kezelés szignifikansan megndvelte az ¢életképes sejtek szamat. Ezt a védd hatast a PAC1
receptor antagonista, PACAP6-38 szimultan alkalmazasa blokkolta (Racz et al., 2007b).
Ehhez hasonl6 hatas volt megfigyelhetd primer cardiomyocyta sejttenyészet vizsgalatakor
(Gasz et al., 2006). Emellett a PACAP a vékonybél ischaemia esetén szintén protektiv
hatast mutat (Ferencz et al., 2009). Tovabba, a PACAP antiapoptotikus hatisa nem
korlatozodik a gerinces fajokra, hanem védo hatasa detektalhatd gerinctelenekben is (Pirger
et al., 2008).

Ugyanakkor a PACAP protektiv hatdsa nem minden sejttipusban érvényesiil.
Korabbi vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az oxidativ stressznek é&s in vitro hypoxidnak
kitett JAR human choriocarcinoma sejtek esetén a peptid nem ndvelte a sejttalélést, hanem
inkabb csokkentette azt (Boronkai et al., 2009). Ezenfeliil a JAR sejtekben, az egyébként
PACI1 receptor antagonistaként alkalmazott PACAP6-38 az altalaban megfigyeltektdl
eltéréen agonista hatassal rendelkezik (Reglddi et al., 2009).



A PACAP protektiv hatasanak mechanizmusai

A. Antiapoptotikus hatas

Az apoptotikus sejthalal kiemelkedd szerepet jatszik a vese ischaemia/reperfiizio-
indukalta karosodasa esetén (Saikumar és Venkatachalam, 2003). Az apoptozis
(programozott sejthaldl) — a nekrozissal ellentétben - fiziologias koriilmények kozott is
lezajlo folyamat. Az egyedfejlddés soran bizonyos iddszakokban nélkiilozhetetlen a
normalis fejlédés eléréséhez. Viszont élettani szerepe mellett szamos patologias allapot,
betegség patomechanizmusaban is részt vesz.

Az apoptdzis molekularis mechanizmusaban tobb, egymastol fliggetlen jelatviteli
utvonal azonosithatd, amelyek egy kozos végrehajtdo rendszer felé konvergalnak. A
folyamat végrehajté elemei a kaszpazok, amelyek inaktiv prekurzorként varjak az
aktivalodasukat jelentd szignalt (Strasser, 2000). A kaszpazaktivalodas két kiilonb6z6 tton
mehet végbe: a haldlligand-haldlreceptor uton vagy a mitokondridlis citokrom c¢
kibocsatassal eldidézett uton. Jelen vizsgélatainkban a mitokondridlis ttvonalra
fokuszaltunk, vizsgalva a renalis ischaemia/reperfuzié kapcsan létrejovo valtozasokat a
mitokondrialis itvonalhoz tartozo Bcl-2 fehérjére (3. abra).

A Bcl-2 fehérjecsaladon beliil két csoportot kiilonboztetiink meg az apoptdzisban
betdltott szerepliknek megfeleléen: az antiapoptotikus fehérjék kozé tartozik tobbek kozott
a Bcl-2 és a Bel-XL. A Bcel-2 csalad egyes képviseldi proapoptotikus funkcioval
rendelkeznek, mint pl. a Bax, Bad, Bak, Bik stb. A csalad pro-és antiapoptotikus tagjai az
€16, intakt sejtben (halalszignal nélkiil) kiilon kompartmentekben, szeparaltan helyezkednek
el: az antiapoptotikus molekuldk tobbnyire membranhoz (mitokondrium, endoplazmas
retikulum, stb.) kotve, a proapoptotikus molekulak pedig szabadon a citoszdlban.

A proapoptotikus Bax molekula monomer formaban van jelen vagy a citoszolban,
vagy membranokhoz lazan kapcsolodva. Amennyiben a sejtet apoptdzist indukald hatés éri,
a citoszolban 1év0 monomer szerkezetii Bax transzlokalodik a mitokondriumba, ahol
integrans membran proteinné valik és homodimerré alakul (Wolter et al., 1997; Gross et al.,
1998), majd kifejti proapoptotikus hatasat. Hatdsara a mitokondrialis membranpotencial és

permeabilitds megvaltozik, majd az addig a mitokondridlis térbe zart citokrom c



felszabadul. Ezt kovetden tobb 1€pés eredményeként a végrehajtd kaszpazok aktivalodnak
és a sejt az apoptozis kovetkeztében elpusztul. Az antiapoptotikus Bcl-2 és Bcl-XL
jelenléte képes meggatolni a Bax aktivaciojat (Gross et al., 1998). A szintén proapoptotikus
Bad fehérje a citoplazmaban talalhato, foszforilalt forméaban, 14-3-3 fehérjéhez kototten.
Amennyiben a Bad defoszforilaloédik, a 14-3-3-mal val6 kapcsolata megszakad, lehetové
gatolja azok funkcidjat. A Bcel-2 és Bel-XL proteinek a mitokondrium membranjaban 1évo
integrans proteinek, amelyek megakadalyozzak a citokrom c kibocsatasat a citoszolba,

megeldzve ezzel a sejt apoptozisat.

oligomerizacit A ;

poruskepzodes
permeabilitas valtozas

e

citokrom ¢ kiboesatas

kaszpaz kaszkid e

apoptoszoma

3. abra A Bcl-2 fehérjék szerepe az apoptdzisban

A PACAP antiapoptotikus hatdsdnak egyik lehetséges eleme az antiapoptotikus
molekuldk expresszidjanak fokozasa. Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai soran
igazoloddott, hogy a PACAP fokozza a Bcl-2 és Bel-XL expresszidt cardiomyocytakban
(Gasz et al., 2006, Racz et al., 2008), illetve noveli a Bel-XL szintjét retinaban (Racz et al.,
2007a).



Kisérleteink soran vizsgéltuk az antiapoptotikus Bcl-2 molekula expresszidjanak
valtozasat a vese ischaemia/reperfiizid okozta karosoddsa esetén, illetve a PACAP ezen

valtozasokra kifejtett hatdsat.

B. Antiinflammatorikus hatasok

Egy masik, a PACAP protektiv hatdsaiban fontos szerepet jatszo tényezd az
antiinflammatorikus hatds. A PACAP immunrendszerben kifejtett hatdsa igen Osszetett
(Ganea és Delgado, 2002). Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a PACAP gatolja a
hypoxia-indukélta microglia aktivaciét (Suk et al., 2004). Az idegrendszeri 1ézidk soran a
sejtadhézidos molekulak, citokinek és kemokinek fokozott elvéalasztasat, melyek hatésa
rendkiviil 6sszetett (Falus, 1998; Stoll et al., 2002). A microglia sejtek szdmos gyulladasos
faktort termelnek, pl. TNF-a, IL-1B3, IL-12, NO ¢és tobb kemokint, melyeket a PACAP ¢és
VIP egyarant csokkent (Abrahém et al., 2003; Delgado et al., 2002, 2003; Lee ¢és Suk,
2004). Ezen hatasok tobbnyire nem a PACI1, hanem a VIP-pel k6zds, VPAC receptorokon
keresztiil valosulnak meg. Ujabb megfigyelések arra utalnak, hogy az in vitro megfigyelt
hatdsok in vivo korilmények kozott is érvényesiilnek (Abad et al., 2006). A PACAP
antiinflammatorikus hatdsat korabbi vizsgdlatok is igazoltdk. Periférids gyulladdsos
folyamatokban a PACAP felszabadul a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésekbdl és ez
gatolja a gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek (mint a substance P és a calcitonin gene-
related peptide) felszabadulasat (Németh et al., 2006). Tovabba a sziszt¢émas PACAP
kezelés szintén gatldo hatast fejt ki a periféridn kapszaicinnal vagy resiniferatoxinnal
kivaltott akut neurogén és karrageninnel kivaltott vegyes gyulladas esetén (Helyes et al.,
2007). A legljabb vizsgalatok szerint periférids gyulladasos modellekben a PACAP
antinociceptiv, antihyperalgézias ¢és antiallodinias hatassal is rendelkezik (Sandor et al.,
2009).

Miutan ismert, hogy a PACAP neuroprotektiv hatdsdban fontos szerephez jut az
antiinflammatorikus hatasa, arra voltunk kivancsiak, hogy a vese ischaemia/reperfizid

okozta karosodasaban is érvényesiil-e ez a hatés.
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2. A PACAP RENOPROTEKTIV HATASA

A PACAP jelenlétét leirtdk a patkany vizeletelvezetd rendszerében. A PACAP
immunreaktivitast idegrostokra korlatozodva kimutattdk az ureterben, a hugyhdlyagban,
illetve a hugycsében. A PACAP38-pozitiv rostokat az erek faldban, illetve a
simaizomrétegekben lokalizaltdk. A PACAP 27 és 38 aminosavat tartalmaz6 forméja koziil
utobbi bizonyult a domindnsnak (Fahrenkrug és Hannibal, 1998).

1991-ben Shivers és munkatdrsai vizsgaltdk a PACAP receptorainak lehetséges
szervezeten beliili eloszlasat. Vizsgalataikban nem talaltak arra vonatkozo adatokat, hogy a
vesében lenne a PACAP szdmara megfeleld receptor (Shivers et al., 1991). Viszont a
késébbiekben tobb tanulmany is leirta a PACAP mindharom receptoranak jelenlétét a
vesében (Harmar et al., 2004; Lam et al., 1990; Peeters et al., 1999; Reubi 2000;
Sreedharan et al., 1995; Wei és Mojsov, 1996). Azonban a receptorok vesén beliili
eloszlasa nem volt ismert. Annak ellenére, hogy a PACAP mindharom receptora
kimutathat6 a vesében, a PACAP jelenlétét mindeddig nem detektaltak.

A PACAP vesében kifejtett hatdsai még nem minden részletében ismertek. Elettani
jelentéségét valodsziniisiti mindharom receptoranak jelenléte. Emellett PACI receptor
aktivacion keresztiil megvalosuld6 mechanizmussal stimulalja a renin szekréciojat
(Hautmann et al., 2007), valamint fokozza a vesén ataraml6 vér mennyiségét (Gardiner et
al., 1994; Nilsson, 1994).

A PACAP renoprotektiv hatasat korabban igazoltdk myeloma multiplex okozta
karosodasban, ahol csokkentette a TNF-a szintjét patkany vesében. Emellett — szintén
patkadny vese vizsgalatakor - véddé hatdsa igazolodott diabetes, illetve gentamicin okozta
vesekarosodasban (Li et al., 2008). Kutatdcsoportunk kordbbi vizsgalatai soran igazolddott,
hogy intravénasan adott PACAP szignifikdnsan javitja a vese ischaemia/reperfuzidonak
kitett allatok talélését, emellett csokkenti a tubularis karosodas mértékét (Szakaly et al.,
2008). Viszont a PACAP vesevédd hatdsanak mechanizmusa még nem minden részletében
ismert, ezért jelen értekezés egyik részében a PACAP eloszlasanak és vesére kifejtett

hatasanak vizsgalatat célzo kisérleteinket és azok eredményeit ismertetném.
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3. A PACAP HATASAIT BEFOLYASOLO TENYEZOK: A PACAP ES
BIOLOGIAI RITMUSOK

Kutatdcsoportunk kordbbi vizsgdlatai soran bebizonyosodott, hogy a PACAP
neuroprotektiv hatdsa a Parkinson-kor kisérletes allatmodelljében egyértelmii nem- ¢és
korfiiggést mutat (Tamas et al., 2006b). 6-OHDA indukalta substantia nigra karosodas
esetén az akutan fellépd tiinetek, illetve a neurologiai allapot javuldsa idésebb allatokban
lényegesen rosszabb, annak ellenére, hogy a dopaminerg sejtek pusztulasanak mértéke csak
kissé fokozottabb. A korkiilonbség mellett nemi kiilonbségek is megfigyelheték voltak.
Nostény allatok esetén mind a dopaminerg sejtek pusztulasa, mind pedig a neuroldgiai
tiinetek megjelenése sokkal mérsékeltebb volt. Ez a megfigyelés azonban nemcsak a
Parkinson-korra  jellemzé, hanem egyéb idegrendszeri karosodasok esetében is
megfigyelheté (Alkayed et al., 1998; Stein, 2001; Suzuki et al., 2003). A substantia
nigrabol a striatumba huz6do nigrostriatalis palya miikddésében is kimutathatok a nemi
kiilonbségek, emellett az Osztrogén dopaminerg neuronokra gyakorolt protektiv hatdsa is
ismert (Dluzen és Horstink, 2003). Az 0sztrogénnek tulajdonitott endogén neuroprotekcid
magyarazhatja a PACAP neuroprotektiv hatdsdban megfigyelt nemi kiilonbségeket,
miszerint a PACAP kezelés Parkinson-kor modellben csokkentette a dopaminerg sejtek
pusztuldsanak mértékét, illetve a hidnytlineteket himekben ¢és ovariektomizalt
nbstényekben, viszont csupan kismértéki magatartdsi javulds volt detektalhatod
ndstényekben és kasztralt him allatokban. Ezen megfigyelések hatterében feltehetdleg az
allhat, hogy 0sztrogén és a PACAP altal kifejtett neuroprotektiv hatdsok nem additivek.

Emellett, a PACAP gonadotrop sejtekre kifejtett hatdsai fiiggnek a kezelés
idépontjatol, valamint ndstény patkdnyok esetén a ciklus-allapottol (Szabo et al., 2004).
Jelen dolgozatban targyalt vizsgalatainkban a PACAP hatédsait befolyasold lehetséges

tényezoként vizsgaltuk a napi ritmust.

A PACAP szerepe a circadian ritmusok szabalyozasaban

Az ¢lovilagban az ¢lettani jelenségek nagy része periodikusan ismétlddik, azaz

ritmusosan milkodik. A kiilonbdzd peridodusidejii ritmusok koziil a leginkdbb
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tanulmanyozott a circadian ritmus. Circadian (napszaki) ritmusnak nevezziik bizonyos
folyamatok kb. 24 6rés periddusonkénti ismétlodését.

Tobbek kozott circadian ritmikus valtozasok figyelhetdk meg szdmos endokrin
szerv esetében. A pajzsmirigyben a szezonalis valtozdsokon kiviil napi ritmus is
megfigyelhetd. Circadian ritmust mutat a szérum trijod-tironin és tiroxin (csucs a vilagos
fazis végén), valamint a szérum TSH szintje (csucs a vildgos fazis kozepén) (Weeke és
Gundersen, 1978; Kalsbeek et al., 2000). Emellett a mellékvesekéreg glukokortikoid
termelése is napi ritmust mutat (Lengvari és Halasz, 1973).

A keringési rendszeren beliil napi ritmus figyelhetd meg a vérnyomas és a pulzus
tekintetében is. Mindezen jelenségekre vezethetd vissza, hogy az akut myocardialis
infarktus, egyéb akut ischaemids torténések és a hirtelen szivhalal nagyobb szamban
fordulnak eld a reggeli 6rakban. Napszaki ingadozast mutat még a sympathicus aktivitas, a
plazma katecholamin szint, a coronaria ténus, a coagulabilitds, a haemorrheologiai
paraméterek és a myocardialis O,-igény is.

A ritmus fenntartasaért és szinkronizalasaért felelds élettani mechanizmusokat
bioldgiai o6ranak nevezziik. A bioldgiai ora (oszcillator) kornyezettdl fiiggetlen modon
mikodik, ugyanakkor a kornyezet befolyasolja a bioldgiai ora fazisat, amennyiben
periodikusan ismétlédve hat a rendszerre.

A hypophysis adenilat ciklaz aktivalod polipeptid (PACAP) circadian ritmusokban
betoltott szabalyozo szerepe mar bizonyitast nyert emldsok esetében. Az emldsok biologiai
ordja a nucleus suprachiasmaticus, amely a retinabol vizudlis informaciét kap a tractus
retinohypothalamicuson keresztiil (Fahrenkrug, 2006). Emlésokben a PACAP kimutathat6
a retinalis ganglionsejtek egy részében és emellett a tractus retinohypothalamicusban a
glutamat 6 ko-transzmittere (Hannibal, 2002; Hannibal and Fahrenkrug, 2004; Hannibal et
al., 1997, 2000, 2002).

A circadian ritmikus folyamatok vezérlésében a tobozmirigy kiemelkedd szerepet
jatszik. Az é&ltala termelt melatoninon keresztiil a szervezetben 1évd legtobb circadian
folyamatra hat. A szerv emldsokben effektor funkcioval rendelkezik, mig madarakban
hogy a napi ritmusok f6 szabalyoz6 faktora, szintén circadian ritmusban termelddik a

tobozmirigyben.
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A PACAP detektalhatd mind az emldés, mind pedig a madar tobozmirigyben
(Csernus et al., 2004; Moller et al., 1999), ahol stimulalja a melatonin termelését (Csernus
et al., 2004; Faluhelyi et al., 2006; Nakahara, 2002; Simonneaux et al., 1993). Ezen hatasok
mellett a PACAP stimulalja az arilalkilamin N-acetiltranszferaz (AA-NAT) enzimet, amely
a tobozmirigy altal termelt melatonin szintézisének sebességmeghatarozo 1épését katalizalja
(Rékasi és Czompoly, 2002).

Madar pinealocytdk in vitro, sejttenyészetben megtartjdk a melatonin termelés
circadian ritmusat (Faluhelyi et al., 2004). Habar a PACAP serkenti a melatonin szintézisét,
a biologiai oOra fazisat nem tolja el, amennyiben azt megelézéen nem volt kitéve a
periodikusan valtozo kornyezeti hatdsoknak (Csernus et al., 2004; Faluhelyi et al., 2004;
Nakahara et al., 2002). Viszont alland6 sotét kornyezetben, kora este, a PACAP képes
modositani az oOragének expressziojat mind csirke tobozmirigyben (Nagy és Csernus,
2007), mind pedig emlds nucleus suprachiasmaticusban (Minami et al., 2002; Nielsen et al.,

2001).

A PACAP hatasanak molekularis mechanizmusa

A molekuldris mechanizmusok, amelyeken keresztiili a PACAP befolyasolja a
circadian ritmikus folyamatokat, illetve a melatonin szintézisét, még nem teljesen ismertek.
A PACAP nagy valoszinliséggel komplex jelatviteli Gtvonalakon keresztiil valdsitja meg

hatasait.

MAPK kaszkadok

A mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) csaladba tartozo enzimek szabalyozzak a
sejtek novekedését, differencialédasat, apoptozisat, illetve részt vesznek a bioldgiai ora
szabalyozasaban. Az 0Osszes eukariota sejtben zajlanak komplex MAPK jelatviteli
utvonalak, amelyek kiilonb6zé cellularis folyamatokban szabalyozdsdban vesznek részt,
tobbek kozott befolydsoljak a mitotikus folyamatokat, a génexpressziot, a sejtek

differencialodasat, talélését, illetve a sejthalalt.
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A tudomany mai alldsa szerint emldésokben a klasszikus MAP kindzok 4 csoportjat
kiilonboztetjiik meg:

1. extracellularis szignal altal regulalt kindz 1/2(ERK1/2)

2. c-Jun amino-terminalis kinéz 1,2,3 (JNK)

3. p38 MAP kinazok (a, B, v, 0)

4. ERKS
A MAP kinazok szamos stimulus hatasara aktivalédhatnak. Altalanossagban az ERK1/2
novekedési faktorok hatdséra aktivalodik, mig a JNK és a p38 MAPK {0 serkentd faktorai a
sejtet érd kiilonféle stressz hatasok (ozmotikus sokk, ionizald sugarzas stb.).

Feltehetéleg, nem-emlésokben a p38 MAPK a circadian folyamatok
szabalyozasaban szerepet jatszo 6 MAP kinaz (Hayashi et al., 2003; Yadav et al., 2003).
Korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a p38 MAPK kozponti szerepet jatszik a madar
tobozmirigyben 1évé biologiai ora periodusidejének fenntartdsdban. Az enzim gatlasakor
dramaian megnd a periodusidd, viszont ez a hatas csak nappal érvényesiil. A csirkében
végzett vizsgalatok sordn azt tapasztaltdk, hogy a p38 MAPK foszforilacioja fiigg a
kornyezeti megvilagitastol, mégpedig a fény fokozza azt (Hayashi et al., 2003). Emlds
tobozmirigyen végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy a p38 MAPK aktivacio gatolja az
AA-NAT enzim akitivitasat, igy csokkentve a melatonin termelését (Chik et al., 2004).

A p38 MAPK-on kiviil a circadian oszcillacid fenntartasaban fontos szerepet jatszik
az ERK1/2 is. A p38 MAPK-zal szemben az ERK1/2 szintje éjszaka magasabb (Hayashi et
al., 2001).

14-3-3 fehérje

A 14-3-3 fehérjecsaladba tartoz6 proteinek szamos sejtben zajlo folyamatban
szerepet jatszanak, tobbek kozott a melatonin szintézist is befolyéasoljak. (Rosiak and
Zawilska, 2006). A melatonin szintézis sebességmeghatirozd enzimje, az AA-NAT,
foszforilalt formaban komplexet képez a 14-3-3 fehérjével, ami stabilizalja az enzimet és
megvédi a proteolyticus hatdsoktol. Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai soran
igazolddott, hogy a PACAP bizonyos sejttipusokban aktivalja a 14-3-3 fehérjét (Racz et al.,
2007a,c).
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Az elébbiek alapjan célul tiiztiik ki a PACAP p38 MAPK foszforilaciora és 14-3-3

fehérjére kifejtett hatasainak, illetve ezek napszaki ingadozasanak vizsgalatat.
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4. CELKITUZESEK OSSZEFOGLALASA

1. Célul taztiik ki a PACAP jelenlétének és a PACI receptor vesén beliili eloszlasanak

vizsgalatat patkany vesében.

2. Emellett vizsgaltuk a PACAP vesében mutatott protektiv hatasat és annak

hatterében 4ll6 mechanizmusokat in vitro és in vivo kisérleti koriilmények kozott.

3. Tovébba, tobozmirigy modellben vizsgaltuk a napi ritmus befolyasat a PACAP

antiapoptotikus, illetve jelatviteli utvonalakra kifejtett hatasaira.
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III. A PACAP RENOPROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Az endogén PACAP szerepének vizsgalatat célzo kisérleteinket PACAP génnel nem
rendelkez6 egereken végeztiik (Osaka University , Japan). A PACAP KO egereken végzett
vizsgalataink eredményét endogén PACAP-pal rendelkezé, vad tipusu egerekkel
hasonlitottuk ossze.

Patkany vesén végzett vizsgalatainkhoz Wistar patkanyokat hasznaltunk.

Az allatok gondozasa, tartdsa és kisérleteinkben valo alkalmazdsa az aktudlis egyetemi
ajanlasoknak megfelelden tortént (No: BA02/2000-20/2006, Pécsi Tudomanyegyetem). Az
allatokat normal megvilagitasban (12 6ra sotét, 12 ora vilagos), €lelem és viz folyamatos

biztositasa mellett tartottuk.

I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout (KO) egereken

I/1. Endogén PACAP szerepének vizsgalata oxidativ stressz és hypoxia indukalta

vesesejtkarosodasban in vitro

A. In vitro oxidativ stressz hatasa vad és PACAP KO egerek vesesejtjeire

A vizsgalatokat 2-7 napos 0jsziilott vad, illetve PACAP KO egerek (n=7 minden kisérlet
alkalméaval; négyszer ismételve) veséibol nyert primer sejttenyészeten végeztiilk. A vesék
eltavolitdsa utan a szervdarabkakat kollagenazzal (collagenase type II) emésztettilk. Az
izolalt vesesejteket 96 lyuku plate-re helyeztiik és 10% FBS-t (foetal bovine serum), illetve
100IU/ml penicillin/streptomycint tartalmazé médiumban inkubéltuk 48 éran keresztiil.

Ezt kovetden mind a vad, mind pedig a PACAP knockout egerek veséibdl szarmazéd
sejteket csoportokra osztottuk €s a kovetkezoképpen kezeltiik:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil;

2., 0,5 mM H,0,

3., 1,5 mM H,0,
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4., 3 mM HzOz

A kezelés id6tartama 2, illetve 4 6ra volt.

B. Exogén PACAP hatiasa PACAP KO egerek oxidativ stressznek Kitett vesesejtjeire

A kisérlet masodik részében azt vizsgaltuk, hogy a vad, illetve PACAP KO egerek
vesesejtjeinek vizsgalatakor tapasztalt magasabb foku érzékenység enyhithetd-e exogén
PACAP kezeléssel. Ehhez a dolgozatban bemutatott eredményeinket megel6z6 kisérletek
soran alkalmazott H,O,-koncentraciok koziil azt a legkisebb koncentracidt valasztottuk,
amely képes volt szignifikdnsan csokkenteni az €16 sejtek aranyat. A 2 6rads kezelés soran
ImM H,0,, a 4 6rés kezelés alkalmaval 0,5mM H,O, bizonyult megfelelonek. A sejteket a
fent leirt koriilményekkel azonos modon nyertiik, majd 48 ora utdn kezeltiik Oket. Az
alkalmazott csoportok:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil,;

2.,10 nM PACAP1-38-cal;

3.,100 nM PACAP1-38-cal;

4.,0,5 mM (4h), illetve 1 mM (2h) H,0O,-dal

5., 0,5 mM (4h), illetve 1 mM (2h) H,O,-dal és 10 nM PACAP1-38-cal;

6., 0,5 mM (4h), illetve 1 mM (2h) H,0O,-dal és 100 nM PACAP1-38-cal egyiittesen kezelt
sejtek.

A vizsgélatok soran alkalmazott PACAP1-38 Toth Géabor professzor ur laboratoriumabol

szarmazik (Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet).

C. In vitro hypoxia hatasa vad és PACAP KO egerek vesesejtjeire

A vizsgalatokat a fent leirt (Id. 1.) kisérleti koriilmények kozott végeztiik. Az in vitro
hypoxiat CoCl,-kezeléssel hoztuk 1étre. Az alkalmazott CoCl, hatdséra intracellularisan az
in vivo hypoxia esetén fellépd molekularis mechanizmusok zajlanak, a CoCl, stabilizalja a
HIF-a (hypoxia inducible factor-a) transzkripcids faktort, amely kdzponti szerepet jatszik a

hypoxia soran jatsz6do sejten beliili valtozadsokban (Yuan et al., 2003).
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Az elézéekhez hasonldéan mind a vad, mind pedig a PACAP KO egerek veséibdl szarmazé
sejteket csoportokra osztottuk és a kdvetkezOképpen kezeltiik:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil,

2.,500 uM CoCl,.

A kezelés id6tartama 24, illetve 48 ora volt.

A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességének vizsgalatahoz kolorimetrikus MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazo6lium bromid) tesztet hasznaltunk. A teszt soran az €16 sejtek
mitokondriumai az eredetileg sairga MTT-t kék formazan festékké alakitjak. A kezeléseket
melyben 3 oraig tartottuk a sejteket. A 3 ora elteltével a folyadékot ovatosan leszivtuk,
majd a kék festék partikulumokat lyukanként 200 pl dimetilszulfoxidban tjra feloldottuk.

Ezt kovetéen az abszorbanciat ELISA leolvasd segitségével 570 nm hulldmhosszon

megmértiik, amely ardnyos volt az €16 sejtek szamaval (Mosmann, 1983).

1/2. PACAP knockout egerek veséjének szovettani vizsgalata

Vad, illetve PACAP KO egerek (n=4 minden csoportban) veséit vizsgaltuk. Az allatokat
isoflurannal altattuk, median laparotomiat kovetden izolaltuk a veseereket, majd az egyik
oldali vesét 45 vagy 60 percre kirekesztettiik a keringésbol. Ezt kovetden az erek lekotését
felengedtiik, az allatokat 2 hétig életben tartottuk, majd a pentobarbital anaesthesia mellett
eltavolitott vesékbdl, paraformaldehides fixalast kovetden 10um vastagsagli sorozat
metszeteket készitettink. A  metszeteket haematoxylin-eosinnal, illetve PAS-sal
(perjodsav—Schiff) festettiik. A metszetekben az aldbbi morfoldgiai jegyeket értékeltiik:
tubularis dilatacid, megtartott PAS+ glycocalyx réteg a proximalis tubulusban, gyulladdsos
sejtek (lymphocyta, macrophag) jelenléte, vesetestecske morfoldgidja, PAS+ cylinderek
jelenléte a tubulusokban. A megfigyelt szovettani szerkezetet egy 0-2 skalanak megfelelden
értékeltiik. Grade 0: nincs patologias eltérés, grade 1: enyhén patologias megjelenés, grade

2: stlyos patologias eltérések.
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1/3. PACAP jelenlétének vizsgalata egér vesében

A PACAP38 egér vesében (n=3) torténd detektalasat MALDI TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight) tomegspektrometriaval végeztiik.

A vad tipusi egerek veséibdl szarmazé mintdkat homogenizaltuk, majd centrifugalis
ultrasziirén atsziirve tisztitottuk (Amicon Ultra-4 10,000 MWCO, Millipore Kft, Hungary).
Mindegyik minta esetében 500 pl homogenizdtumot mértiink be egy specidlis membrannal
ellatott centrifugacsébe, majd azokat 30 percig 3000 rpm fordulatszdmon centrifugaltuk.
Ezt kovetden a filtratumokat liofilizaltuk, majd trifluor-ecetsavban (TFA, Sigma-Aldrich)
ujra feloldottuk. Ezt kovetden a tovabbi tisztitas céljabol ZipTipl8 pipettahegyet
alkalmaztunk (Millipore). A tisztitott proteineket és peptideket a ZipTip felszinérdl a
MALDI mintatartd plate-re (MTP 384 massive target T, Bruker Daltonics) 3 pul
acetonitril/0,1% trifluor-ecetsav 1:1 keverékével oldottuk le. Ezt kovetGen a leoldott
mintdhoz 1 pl telitett matrixot adtunk (CHCA matrix, alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav
acetonitril/0,1% trifluor-ecetsav 1:2 aranyu keverékében oldva), majd a mintikat
tomegspektrométer (Bruker Daltonics) segitségével vizsgaltuk. A vizsgélat sordn kapott

spektrumot PACAP38 standard segitségével értékeltiik.

I1. PACAP szerepének vizsgalata patkany vesében

11/1. Exogén PACAP hatdsa a sejttalélésre in vitro

Kisérleteinket 4-7 napos 0jsziilott Wistar patkanyok veséibdl nyert primer sejttenyészeten
végeztik. A szervek eltavolitasat kovetden azokat feldaraboltuk, majd az igy nyert
szervdarabkakat kollagenazzal (collagenase type II, Gibco, Magyarorszag) emésztettiik. Az
izolalt vesesejteket 96 lyukt platere helyeztiik €¢s 10% FBS-t (foetal bovine serum), illetve
100IU/ml penicillin/streptomycint tartalmaz6é médiumban inkubaltuk 48 oran keresztiil.

Ezt kovetéen a sejteket random modon csoportokra osztottuk és a kovetkezOképpen
kezeltiik: kontroll csoport kezelés nélkiil; 10, illetve 100 nM PACAP-pal 6nalléan kezelt

cre

H,0,-dal egyidében szimultdn PACAP-pal inkubalt sejtek. A csoportok:
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1., kontroll csoport,

2., 10nM PACAP1-38,

3.,100nM PACAP1-38

4., ImM H,0,

5., ImM H,0, +10nM PACAP1-38,
6., ImM H,0, +100nM PACAP1-38,
7., 3mM H,0,

8., 3mM H,0, +10nM PACAP1-38,
9., 3mM H,0, +100nM PACAP1-38,
10., 6mM H,0,

11., 6mM H,0, +10nM PACAP1-38,
12., 6mM H,0, +100nM PACAP1-38,

A sejteket a fent részletezett protokoll szerint 2, illetve 4 o6ran keresztiil kezeltiik.

Ezt kovetden azt vizsgalando, hogy melyik a legkisebb még hatdst mutato6 PACAP-
koncentracio, kisérleteink sordn alacsonyabb PACAP-koncentraciokat alkalmaztunk.
Szintén jsziilott patkdnyok veséibdl primer tenyészetet készitettiink, majd az eldkészitést
kovetden az alabbiak szerint kezeltiik:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil,

2., csak 10nM PACAP1-38-cal,

3., csak 100nM PACAP1-38-cal kezelt sejtek,

4., 1mM H,O0.,

5., ImM H,0; + 10pM PACAP1-38,

6., 1mM H,0O, + 100pM PACAP1-38,

7., ImM H,0, +1nM PACAP1-38,

8., ImM H,0, +10nM PACAP1-38.

A kezelés idGtartama 2 oOra volt.
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11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfuziot kovetoen in vivo

A vizsgalatokhoz 300-350 g sulyt him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. Az allatokat
szintén isoflurannal altattuk. A mitét el6tt 100 IU/kg heparinnal, illetve intravéndsan vagy
PACAP-pal (100 ng PACAP1-38 100 ul fiziologias s6oldatban oldva) vagy vivoanyaggal
(100 pl fiziologids sooldat) kezeltik az allatokat. Median laparotomiat kovetden a

veseereket 45 vagy 60 percig lekotottikk (n=5/csoport). Az allatok veséit az ischaemia

letelte utan vagy azonnal vagy 10 percig tartd reperfuziot kovetden tavolitottuk el.

4. abra Mitéti képek a vese ereinek lekotésérdl. (A) a veseerek feltarasa; (B) az erek lekotése.

Ezt kovetden a Bcl-2 mennyiségét Western blot segitségével vizsgaltuk. A mintakat
izotonias, 0,5 mM natrium-metavanadatot, 1 mM EDTA-t, és Protease Inhibitor Coctail-t
(1:1000, Sigma-Aldrich) tartalmaz6 Tris pufferben (50 mM, pH:8,0) homogenizaltuk.

A sejtmembranokat ultrahanggal roncsoltuk, a fehérjéket triklorecetsavval kicsaptuk, majd
-20°C hoémérsékletii acetonnal haromszor atmostuk és Laemmli pufferben oldottuk. Az
elektroforézishez 12% SDS-poliakrilamid gélt hasznaltunk. A szeparalast kovetden a
mintdkat nitrocellul6z membranra vittiik at.

Ezt kovetden 2 oOran keresztiil TBS-ben (Tris-buffered saline) oldott 3% sovany tejpor
felhasznalasaval blokkoltuk, majd egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk a membranokat 4°C-
on, anti-Bcl-2-t tartalmazo6 oldatban (1:1000 higitas, Cell Signaling Technology).
Masodlagos antitestként peroxiddz-konjugalt anti-nytl IgG-t alkalmaztunk (1:3000 higitas,
Bio-Rad), majd az immunreaktiv band-eket ECL (enhanced chemiluminescence labeling)

rendszer (ECL Western blotting detection system, Amersham Biosciences) segitségével
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tettiik lathatova. A band-ek intenzitasdnak kiértékelésére NIH’s Image J szoftvert

hasznaltunk. Az adatok statisztikai analizisét ANOVA, illetve t-teszt segitségével végeztiik.

11/3. In vivo ischaemia/reperfuziot koveto citokin array

Isofluran anaesthesia mellett 300-350g sulytt him Wistar patkanyok jobb v. jugularisaba
heparint (100 IU/ttkg) injektaltunk. Emellett a laparotomiat megel6zden az allatok vagy
intravénasan 100ug PACAP-ot (100ul fiziologias s6oldatban oldva), vagy 100ul fiziologias
sooldatot kaptak. A median laparotomiat kdvetden a veseereket izolaltuk, majd mindkét
oldali vesét 45 vagy 60 percre kirekesztettiik a keringésbol. A kontroll allatoknal csak 1
masodpercre fogtuk le az ereket. 24 ora elteltével az allatok veséit eltavolitottuk, majd a
kontroll, PACAP-, vivoanyag-kezelt csoportok

bol szarmazo mintakat citokin array modszerrel (Rat Cytokine Array Panel A Array kit, R
& D Systems, Biomedica) vizsgaltuk (n=4 minden csoportban).

A modszer 1ényege: az altalunk alkalmazott kit 4 nitrocelluloz membrant tartalmaz,

amelyen a vizsgalt citokinek/kemokinek ellen termeltetett antitestek duplikatumban a
membranhoz kotve talalhatok. A homogenizalt vesemintakat biotinilalt (szintén a vizsgalt
antigénekre specifikus) antitestekkel kezeljik, majd ezt az elegyet helyezziik a
citokinek/kemokinek elleni specifikus antitesteket hordozd nitrocelluléz membranra. A
biotinilalt antitest-citokin/kemokin-citokin/kemokin elleni specifikus antitest komplex
kemilumineszcens modszerrel detektalhato.

A mintakat proteaz inhibitorokat tartalmaz6 PBS-ben homogenizaltuk, majd ezt kdvetden,
1%-nyi Triton X-100 hozzdadasa utan -80°C-on lefagyasztottuk és a mintak Ujboli
felolvadéasat kovetéen 5 percig centrifugaltuk (10000 rpm). A mintdk fehérjetartalmanak
meghatarozasat kovetden a citokinek/kemokinek elleni antitesteket kotott forméban
tartalmazo nitrocelluloz membranokat blokkolo pufferben 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A
pufferben oldott homogenizalt mintakhoz 15 pl biotinilalt antitestet pipettaztunk, majd
szobahdmérsékleten 1 orat inkubaltuk. A nitrocellul6z membranok blokkoldsat kovetden a
biotinilalt antitest-homogenizalt minta keveréket a membranokra helyeztiikk és 4°C-on egy
¢jszakan keresztiil inkubaltuk. Az inkubaciés 1d6 letelte utdn a membranokat pufferben

3x10 percig mostuk. A mosas utdn a membranokat pufferben oldott streptavidin-
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tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahdmérsékleten 30 percig. 3x10 perc mosas utan
kemilumineszcens reagens hozzdadasat kovetden az immunpozitiv foltokat vizualizaltuk. A
foltok intenzitdsdnak kiértékeléséhez GenePix Pro 3.0 szoftvert hasznaltunk. Az adatok

statisztikai analizisét ANOVA, illetve t-teszt segitségével végeztiik.

11/4. PACAP és PACI1 receptor jelenlétének vizsgalata

A PACAP38 patkdny vesében (n=3) torténd azonositdsat az I/3. pontban leirtaknak
megfelelden MALDI TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
tomegspektrometriaval végeztiik. A vizsgalat soran kapott spektrumot PACAP38 standard
felhasznalaséaval értékeltiik.

A PACI receptor jelenlétét immunhisztokémiaval detektaltuk. Az eltavolitott veséket (n=4)
4% paraformaldehid oldatban fixaltuk és paraffinba agyaztuk. Ezt kdvetéen 10 um
vastagsagu metszeteket készitettlink, majd poliklonalis PAC1 receptor antitesttel (1:100,
Sigma) festettiik. Az inkubdlast kovetéen Vectastain ABC kit-et (Biomarker,
Magyarorszag) hasznéltunk, a lépéseket a gyartd leirdsanak megfelelden végeztik. Az
elkésziilt metszetekrdl Nikon FXA mikroszkophoz csatolt Spot RT digitalis kameréaval

felvételeket készitettiink.

I1/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfiziot kovetéen in vivo

Kisérleteinket 300-350 g sulyt him Wistar patkanyokon végeztiik. Isofluran anaesthesia
mellett az egyik a. renalis-t 60 percre kirekesztettiik a keringésbdl. Ezt kdvetéen az allatok
veséit — az ischaemids és az intakt oldalit egyarant - a reperfuzié utan 1, 6 és 24 6ra mulva
eltavolitottuk (n=5 minden csoportban). A kontroll csoportba tartoz6 allatokon miitéti
beavatkozas nem tortént. Az eltavolitott vesékben egy, a kutatdcsoportunk altal korabban
kifejlesztett specifikus ¢€s szenzitiv radioimmunassay moddszerrel hatdroztuk meg a

PACAPI1-27 és PACAPI1-38 mennyiségét (Jakab et al., 2004; Németh et al., 2007).
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RIA modszer leirasa roviden

Antiszérum:

Az 4ltalunk hasznalt PACAP1-38 antiszérumot karbodiimid altal konjugalt Cys®-
PACAP24-28 ¢és borju thyreoglobulin antigén ellen termeltetik nyalban. A ,,.88111-3"-as
szdmu antiszérum, 1:10 000 higitdsban bizonyult a legeredményesebbnek a RIA
kifejlesztése soran.

A PACAPI1-27 esetén a ,,88123-3" szamu antiszérumot hasznaltuk 1:45 000 higitasban. Az
antiszérum eloallitdsa az elézében leirtaknak megfelel. Az antiszérumok Akira Arimura

professzor (Tulane University, New Orleans, USA) laboratériumabol szarmaznak.

Jeloletlen antigén:

Sajat laboratériumban késziilt mono-'>I izotoppal jodozott birka PACAP24-38 és birka
PACAPI1-27 (5000 cpm/ tubus).

Standard:

A RIA mérés soran birka PACAP1-27 illetve PACAP1-38 peptidet (Sigma) hasznaltunk
standardként 0-1000 fmol/ml tartomanyban.

Pufferoldat (assay-puffer)

oldat Osszetevoi:
-0,25 % (w/v) BSA,
-0,1 mol/l NaCl,
-0,05 % (w/v) NaN3

Immunoassay eljaras
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A polipropilén RIA csovekbe (Merck) duplikdtumban az aldbbi inkubdcios elegyet mértiik
be:

-100 ul PACAP1-27 vagy PACAP1-38 standard, ill. mérni kivant/ismeretlen minta,

-100 pl antiszérum”88111-3” PACAP1-38 (1: 10000 higitasban), vagy ,,88123-3”
PACAPI1-27 (1: 45000 higitasban),

-100 ul (kb. 5000cpm) '*°I izotoppal jelolt PACAP24-38 vagy PACAP1-27

-assay-puffer.

A mintdkat, az Osszekeverést kovetden 4 °C-on 48-72 6raig inkubaltuk. Ez utdn az
antitesthez kotott jelolt antigén frakciot elvalasztottuk a szabad jelolt peptidektdl oly
modon, hogy csovenként 100 pl szeparal6 oldatot mértiink hozza, melynek dsszetétele:

-10 g mosott szén,

-1 g dextran,

-0,5 g zsirmentes tejpor,

-100 ml desztillalt viz.

A csoveket 4 °C-on 15 percig 3000 rpm-en centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottiik, és
itatospapirral leitattuk. A szénhez kotddott szabad peptidfrakcid radioaktivitasat
(gammasugarzast) NZ310 tipust spektrométeren megmértiik. Ebbol kovetkeztethetiink az
ellenanyaghoz kotott radioaktivitas értékére, majd egy kalibracids gorbérdl leolvashatjuk az
ismeretlen minta PACAP1-38 vagy PACAPI1-27 koncentraciojat (Németh et al., 2007;
Jakab et al., 2004).
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EREDMENYEK

I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout egereken

I/1. Endogén PACAP szerepének vizsgalata oxidativ stressz és hypoxia indukalta

vesesejtkarosodasban in vitro

A. In vitro oxidativ stressz hatasa vad és PACAP KO egerek vesesejtjeire

A vad tipusu, illetve PACAP KO egerekbdl szarmazo vesesejtek életképességének
vizsgalatakor az alkalmazott H,O,-kezelés dozisfiiggé moddon csokkentette a sejtek
¢letképességét (5.A és 5.B abra). A sejtek életképességének csokkenése markansabban
mutatkozott meg a H,O,-dal 4 oran keresztiil kezelt csoportban.
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kontroll 0,5mMHO, 1,5mMH,0, 3mMH,0,

5.A abra 2 oras H,O,-kezelés hatasa a vad és PACAP KO egerek vesesejtjeinek talélésére
(atlag%+SEM)

**p < 0,01, ***P < 0,001 vs azonos koncentracioju H,O,-dal kezelt vad sejtek.
P < 0,05, P <0,01,"P < 0,001 vs megfeleld kontroll sejtek csoportja.
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Mind a 2 oras (5.A ébra), mind pedig a 4 oras (5.B abra) H,O,-kezelést kapott
csoportokban azt figyeltiik meg, hogy a PACAP KO egerek veséibdl szarmazd sejtek

szignifikansan érzékenyebben reagalnak a H,O,-indukalta oxidativ stresszre.

120 # VAD

M Ko
dekk

kontroll 0,5mMH,0, 1,5mMH,0, 3mMH,0,
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a sejtek életképessége (a kontroll %-aban)
N D
o o

5.B abra 4 orads H,0O,-kezelés hatasa a vad és PACAP KO egerek vesesejtjeinek talélésére
(atlag%+SEM) (MTT assay)

s

P < 0,001 vs a megfeleld kontroll sejtek csoportja.

B. Exogén PACAP hatasa PACAP KO egerek oxidativ stressznek kitett vesesejtjeire

Ezt kovetd kisérleteinkben vizsgaltuk az exogén PACAP hatdsit a PACAP KO egerek
vesesejtjeire, amennyiben H,0,-dal kezeljiik 6ket. Onalloan alkalmazott 10, illetve 100 nM
PACAP-kezelés nem volt hatassal a sejtek talésére. 2 6ras 1mM (6.A abra), illetve 4 oras
0,5mM H,0,-kezelés (6.B 4&bra) szignifikansan csokkentette az €16 sejtek aranyat.
Egyidejlileg alkalmazott PACAP-kezelés — mindkét vizsgalt koncentracioban —
szignifikansan enyhitette a H,O, karositd hatasat (6.A és 6.B abra).

30



120
100 | oL
80 -
60
40 -

20

a sejtek életképessége (a kontroll %-aban)

ek

e

O Kontroll  10nM 100nM 1mM H,0,1mM H,0, 1mM H.O,

PACAP PACAP

+

10nM
PACAP PACAP

+
100nM
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**p < 0,01, ***P < 0,001 vs kontroll csoport;

P < 0,01vs H,O,-kezelt sejtek csoportja.
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##%P < 0,001 vs kontroll csoport; “*P < 0,001vs H,0,-kezelt sejtek csoportja.
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C. In vitro hypoxia hatasa vad és PACAP KO egerek vesesejtjeire

CoCl,-indukalta in vitro hypoxia esetében a H,O,-kezelés soran megfigyeltekhez hasonlo
eredményt kaptunk. Az alkalmazott CoCl,-kezelés szignifikansan csokkentette a sejtek
¢letképességét. Mind a 24 6rés (7.A abra), mind pedig a 48 6rés (7.B abra) kezelést kapott
csoportokban szignifikans mértékii kiilonbséget taldltunk a vad, illetve PACAP KO

egerekbdl szarmazod vesesejtek tulélésében.

A 120 4 B 120 -
100 - 100 -

a sejlek elelképessége (a kontroll % -aban)
a sejtek eletképessége (a kontroll % -aban)

B0 - 60 - vad
=KD
40 - 40
20 - 20
0l _ ol b ]
Kantroll S00uM CoCl, Kontroll S500uM CoCl,
7. abra A. 24 és B. 480ras CoCly-kezelés hatasa a vad és PACAP KO egerek vesesejtjeinek

tulélésére (atlag%=+SD)
*P < 0,05, **P < 0,01vs vad sejtek.
P < 0,001 vs a megfeleld kontroll sejtek csoportja.
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1/2. PACAP knockout egerek veséjének szovettani vizsgalata

A vad és PACAP knockout egerek veséinek szOvettani analizise sordn nem talaltunk

eltérést a vese szerkezetében (8. abra). A kéreg-vel6 arany is mindkét vizsgalt csoportban

normalisnak bizonyult.

vad, kéreg-vel6 hatar  20x PACAP KO, kéreg-vel6 hatar  20x

8. abra Vad és PACAP knockout egér vese szovettani képei PAS festéssel. A: vad, kéregallomany;
B: PACAP knockout, kéregallomany; C: vad, veldallomany; D: PACAP knockout, veléallomany;
E: vad, kéreg-veld hatar; F: PACAP knockout, kéreg-vel6 hatar. Aranymérték: 100 um.

33



Lymphocyta vagy macrophag infiltratio, illetve PAS+ cylinderek egyik csoportban sem
voltak megfigyelhetéek (grade mindkét csoportban: 0+0). A proximadlis tubulus kefeszegély
alatti PAS+ glycocalyx rétege 0,033+0,023 volt a vad, illetve 0,067+0,046 a PACAP KO
egerekben. A tubuléris morfologia mértéke az osztalyozas alapjan 0,183+0,050 volt a vad,
0,233+0,070 volt a PACAP KO vesékben. A vesetestecskék analizise soran szintén nem
talaltunk szignifikans eltérést. (a grade-ek: 0,11+0,02 a vad, 0,12+0,02 a PACAP KO
egerekben).

A kontroll (nem lek6tott oldali) vesékben (9. abra) szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg
a lymphocyta és macrophag infiltratio mértékében, a PAS+ glycocalyx vastagsagaban,
valamint a Bowman-tok tigulatdban a vad, illetve PACAP knockout egerek veséinek

vizsgalatakor (12. abra).

b PV T

9. dbra A-C normal szerkezetet mutatd vesemetszetek vad egérbol, PAS festéssel; a luminalis
felszinen jol lathato a PAS+ glycocalyx (nyilak); M: Malpighi-testecske
A kéreg-vel6 hatar; B kéregallomany; C tubulusok keresztmetszete (nagyobb nagyitassal)
D PACAP knockout egér vese PAS festéssel. A tubulusok enyhén tagultak (nyilak), a
Bowman-tok iirege néhol kiszélesedett (M).
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Néhany KO egér esetében lymphaticus infiltracid, valamint a vesetestecskék tdgulata volt
lathat6 (9.D. abra).

A kontroll vesék esetében tapasztalt megfigyelésekkel szemben, markans kiilonbség
mutatkozott renalis ischaemia/reperfizio esetében, mind a 45 (10. 4bra), mind pedig a 60

percig tartd ischaemia esetén (11. dbra).

10. abra Veseszovet fénymikroszkopos felvételei 45 perces ischaemiat kovetéen vad (A), illetve
PACAP KO egerekbdl (B-D) PAS festéssel.
A vad, kéregallomany. A tubulusok kitagultak (nyilak) és koziiliik néhany PAS+ homogén
anyaggal kitoltott (csillagok). A luminalis felszinen 1évé glycocalyx megtartott (kettds
nyilak).
B-C KO, kéregallomany a tubulusok nagyobb mértékben tagultak, a hamréteg erdsen
ellaposodott (nyilak). A tubulusok donto részében megfigyelhetd a (csillagok). A tubulusok
koriili  kotészovetben néhany PAS-festett macrophag (nyilhegyek) lathatdok, nagyobb
nagyitassal a macrophagok egy csoportja jol lathato a C képen (nyilhegyek).
D KO, kéregallomany. Extrém mértékben tagult Bowman-tok (B), periarterialis lymphocyta
infiltracio (nyilak).
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A vad egerek veséiben mérsékelten jelentkeztek az ischaemids karosodésra jellemzo
eltérések tubularis degeneracioval, valamint lymphocyta besziirddéssel. Azonban a vad
egerekhez képest, a PACAP knockout egerek veséiben az ischaemia/reperfuzi6 szignifikans
mértékben sulyosabb foki karosodast eredményezett. A tubularis karosodas sulyosabb

fokban jelentkezett, illetve a Bowman-tok nagymértékii dilatacidja a PACAP KO egerek

kéregallomanyat szivacsos megjelenésiivé tette.

11. abra Veseszovet fénymikroszkopos felvételei 60 perces ischaemiat kdvetden vad (A-B), illetve
PACAP KO egerekbdl (C-D) PAS festéssel.
A-B vad, kéregallomany. A tubulusok kitagultak és cylinder képzédést mutatnak. A PAS+
glycocalyx jelenléte nagyobb nagyitassal egyértelmiien lathato.
C-D KO, kéregallomany. Mindkét felvételen nagyszamu, tdg PAS+ homogén anyaggal
kitoltott tubulus (nyilak), nagymértékli lymphocyta infiltraciod (csillagok) 1athato. A PAS+
glycocalyx teljesen eltfint.
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12. abra Ischaemia/reperfiizio okozta szdvettani eltérések mértéke vad, illetve PACAP knockout
egerekben

*P < 0,05 vs vad egereknél mért értékek

1/3. PACAP jelenlétének vizsgalata

A PACAP jelenlétét az eltavolitott patkdny vesékben MALDI TOF tomegspektrometriaval
vizsgaltuk. A mérés sordn a vese homogenizatumokban a PACAP standardra jellemzd

csucsot detektaltunk 4535Da-nal (13. abra) (Borzsei et al., 2009).
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13. abra MALDI TOF tomegspektrometria (A) PACAP38 standard spektruma, (B) egér vese

homogenizatum.

II. PACAP vizsgalata patkany vesében

I1/1. Exogén PACAP hatasa a sejttalélésre in vitro

A sejtek életképességét MTT teszt segitségével hatdroztuk meg. Onalldan alkalmazott
PACAPI1-38-kezelés nem volt hatassal az 0jsziilott patkanyok veséibdl nyert vesesejtek
tulélésére sem a 2 oras, sem a 4 oras kezelés esetén (14., 15. és 16. adbra). Ezzel szemben, az
alkalmazott kiillonbozé id6étartamiu ¢és koncentracidoju H,O,-kezelés minden esetben
szignifikans mértékben csokkentette az €16 sejtek aranyat. A H,O,-kezeléssel egyidében
alkalmazott 10, illetve 100 nM PACAP1-38 kezelés szignifikdns mértékben képes volt
csokkenteni a H,O, sejttilélést csokkentd hatdsat minden esetben, kivéve a 4 oOra

idétartamia 6mM H,O;-kezelés esetén fellépd karosodast (15. abra).
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KONTROLL 10nM 100nM  1mM H.O, 1rr11\l|_'.H,0z 1mMH,0; 3mMH,0, 3mMH,0, 3mMH,0, 6mMH.0, 6mMH.0, 6mMH.0,

ESRE mar 10nM 100nM 10nM 100nM 10nM 100nM
PACAP  PACAP PACAP  PACAP PACAP  PACAP

PACAP-kezelés hatasa a vesesejtek talélésére 2 oras H,O,-kezelés esetén a kontroll sejtek

tuléléséhez viszonyitva (atlag%+SEM) (MTT assay)
##%P < 0,001 vs kontroll csoport; “*P < 0,001vs H,0,-kezelt sejtek csoportja.
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KONTROLL 10nM  100nM  1mM H,0, 1mM H,0, 1mM H.0, 3mM H,0, 3mM H.0, 3mM H,0, 6mM H,0, 6mM H,0, 6mM H,0,
PACAP  PACAP + - + + + +*

10nM  100nM 10nM 100nM 10nM 100nM

PACAP  PACAP PACAP  PACAP PACAP  PACAP

PACAP-kezelés hatasa a vesesejtek tulélésére 4 oras H,O,-kezelés esetén a kontroll sejtek
tuléléséhez viszonyitva (atlag%=+SEM) (MTT assay)
*¥*p < 0,01, ***P < 0,001 vs kontroll csoport; P < 0,001vs Hy0,-kezelt sejtek csoportja.
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Mivel az altalunk alkalmazott 10, illetve 100 nM PACAP koncentracidok hatasa k6zott nem

tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget, kivalasztottunk egy kisérleti csoportot (2h, 1 mM

H,0,-kezelés), amely segitségével vizsgaltuk a PACAP ezen kisérleti koriilmények kozotti

legalacsonyabb, de még protektiv hatdsu koncentraciojat. Vizsgalataink soran azt figyeltiik

meg, hogy a PACAP sejttulélést el0segitd hatasa mar 100 pM koncentracioban detektalhatod

(16. dbra). Mar az alacsonyabb (10 pM) koncentracional is megfigyelhetd a protektiv hatast

valosziniisitd tendencia, ez azonban statisztikailag még nem bizonyult szignifikdnsnak.

120

—
£ =] co (=]
o o o o

A sejtek életképessége (a kontroll %-aban)
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16. abra

HHi#
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KONTROLL  10pM 100pM 1nM 10nM 1mMMH,0, 1mMH,0, 1mMH,0, 1mMH,O, 1mMH,0,
PACAP PACAP PACAP PACAP + + * ¥
10pM 100pM inM 10nM
PACAP PACAP PACAP PACAP

PACAP-kezelés dozisfiiggd hatdsanak vizsgalata a vesesejtek tulélésére 2 6rdas 1mM H,O,-
kezelés esetén a kontroll sejtek taléléséhez viszonyitva (atlag%+SEM) (MTT assay)
**p < 0,01 vs kontroll csoport; P < 0,05, P < 0,001vs HyOy-kezelt sejtek csoportja.
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11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfuziot kovetoen

A veseerek lekotésével modellezett ischaemia/reperfuzids karosodas vizsgalatakor végzett
Western blot analizis azt mutatta, hogy reperfiizié nélkiil 45 percig tarté ischaemia nem
okozott valtozast a Bcl-2 fehérje szintjében. Ezzel szemben 10 perc reperfuzidt kovetden
mennyisége szignifikdnsan csokkent (17.A &bra), ez a csokkenés azonban kivédhetének
bizonyult preoperativ intravénas PACAP-kezeléssel. A 60 percig tartd veseischaemiat
elszenvedett allatok esetén a Bcl-2 expresszidja mar kdzvetleniil az ischaemiat kovetéen —
reperfizid nélkiil — szignifikansan lecsokkent (17.B &bra). Mindkét esetben — reperfuzid
esetén, illetve kozvetleniil az ischaemiat kovetden — a megel6z6 PACAP-kezelés képes volt

meggatolni az ischaemia/reperfiizio indukalta Bcl-2 csokkenést.
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17. abra PACAP-kezelés hatasa a Bel-2 expressziora 45 (A) és 60 (B) perc ischaemiat kdvetden 10

percnyi reperfuzioval (3. és 5. oszlop) vagy reperfuzio nelkil (2. és 4. oszlop).
Atlag+SEM, *P < 0,05, **P < 0,01vs kontroll csoport.
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I1/3. In vivo ischaemia/reperfaziot koveto citokin array

Az in vivo ischaemia/reperfuzidt kovetéen elvégzett citokin array-k adatai azt mutattak,
hogy a vesék keringésbdl torténd 60 perces kirekesztése és az azt kovetd reperfuzid
alkalmaval emelkedik a chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (fractalkine, CX3CL1),
soluble intercellular adhesion molecule-1 (SICAM-1, CD54), L-selectin (CD62L/LECAM-
1), regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES, CCLS),
tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1), ciliary neurotrophic factor (CNTF) és a
macrophage inflammatory protein (MIP)-3 alpha expresszidja a kontroll értékekhez képest
(18. abra, 1.és 2. panel; 19. dbra). A thymus chemokin (CXCL7) szintjében enyhe, nem
szignifikans emelkedést detektaltunk. 45 perces arteria renalis okklizi6 esetén ugyanezek a
valtozasok voltak megfigyelhetdek. Az alkalmazott preoperativ PACAP-kezelés mind a 45,
mind pedig a 60 perces ischaemids csoportban a fent emlitett citokinek expresszidjanak

csOkkenését eredményezte (18. dbra, 3. és 4. panel; 19. abra).
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18. abra PACAP hatasa kiilonb6z6 citokinek expresszidjara vese ischaemia/reperfuziot kovetéen. A.
Kontroll vese. B. 60 perc renalis ischaemia/reperfizié hatasa a citokin expressziora. C. 45
perc ischaemia/reperfiizi6 megel6zé intravénas PACAP-kezeléssel. D. 60 perc
ischaemia/reperfuzié preoperativ PACAP-kezeléssel. Szignifikans eltérést figyeltiink meg a
jelzett citokinek esetében: (1), Fractalkine (2), SICAM-1 (3), L-selectin (4), MIP-3 alpha
(5), RANTES (6), Thymus chemokine (7) ¢s TIMP-1 (8). +C jelzi a pozitiv kontrollt. A
tobbi vizsgalt citokin, ahol nem talaltunk szignifikans eltérést (balrdl jobbra, fentrdl lefelé):
CINC-1, CINC-20/B, CINC-3, GM-CSF, IFN-y, IL-1a, -1B, -1ra, -2, -3, -4, -6, -10, -13, -17,
IP-10, LIX, MIG, MIP-1a, TNFa, VEGF.
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11/4. PACAP és PACI1 receptor jelenlétének vizsgalata patkany vesében

A PACAP jelenlétét az eltavolitott patkany vesékben MALDI TOF tomegspektrometriaval
vizsgaltuk. A mérés soran a vese homogenizatumokban a PACAP standardra jellemz6

csucsot detektaltunk 4535Da-nal (20. abra) (Borzsei et al., 2009).

4000 4534.6
I2070
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20. abra MALDI TOF tomegspektrometria (A) PACAP38 standard spektruma, (B) patkany vese
homogenizatum.

Vizsgalataink soran PACI1 receptor immunpozitivitast detektaltunk az altalunk vizsgalt
vesemetszetekben (20. &bra). Erdsebb jelolddést taldltunk a vese kéregéallomanyaban,
kiilondsen a tubulusok kanyarulatos szakaszain. Kevésbé intenziv immunreaktivitast

"o

talaltunk a veléallomany teriiletén.

46



A L B -
" 4 : e - i
SN ‘lﬁ“’ﬁ%ﬁ“:% '
L V. 3 o .. 5 Ir H
AN 1\? o ‘1*“ g:{};, £
J 3 L
v L%';E ’..- ol
b e = g
r i : : H_}
iy P
A A X
- .‘:" - __q 3 i',_ -.__I_
U H"’ --'.'I : -
3 IL*I :’l‘:": - l:-' % <
I‘.& l:_\.' [ = ":." il
21. abra Patkany vese szovettani képe PACI1 receptor immunfestéssel. A. Kis nagyitassal:

immunpozitiv tubulusok a kéregallomanyban; B. Nagyobb nagyitassal: immunpozitiv sejtek
egy proximalis kanyarulatos csatornaban.
Aranymértékek: A. 100 um; B. 20 pm.

1I/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfuziéot kovetéen in vivo

Az allatok veséi a kiilonboz6é iddétartamu ischaemia/reperfiziot kovetden specifikus és
szenzitiv radioimmunassay (RIA) segitségével vizsgaltuk. A RIA mérések soran mind a
kéregallomany, mind pedig a veldallomany teriiletén PACAP38- és PACAP27-szeru
immunreaktivitas (IR) volt megfigyelhetd (22. és 23. dbra). A PACAP27-IR szintje minden
esetben alacsonyabb volt, mint a PACAP38-¢. Mindkét peptid alacsonyabb mennyiségben
volt detektalhat6 a medulla teriiletén.

A cortexben 60 percnyi ischaemiat kovetd 1 ora reperfuzio utdn mindkét peptid esetén az
immunreaktivitas szignifikdns csokkenését figyeltilk meg. Majd 6 6ra reperfuziot kovetden
az intakt oldali vesében mind a PACAP38-IR, mind pedig a PACAP27-IR szignifikans
emelkedést mutatott. A 24 6ras mintakban mar nem talaltunk tovabbi szignifikans eltérést a
kontroll mintdkhoz képest. Az arteria renalis lekdotés oldalan a PACAP38-IR akut
csokkenése volt detektalhatd, viszont — az intact oldali eredményekkel ellentétben - 6 6ra
reperfuzid utan a PACAP38-IR szintje nem emelkedett. 6, illetve 24 6ranyi reperfuzid utan
a PACAP38-IR szintje visszatért a kontrollra jellemz6 értékre. A PACAP27-IR szintje az

ischaemias oldalon nem mutatott szignifikdns valtozast a kontroll mintakhoz képest (22.
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22. abra PACAP38- és PACAP27-szerti immunreaktivitas (IR) a vese kéregallomanyaban 60 perces

ischaemiat kdveto 1, 6, 24 6ra reperfuzid esetén.
Atlag+SEM.*P<0,05 vs kontroll csoport.

A veldallomanyban sem a PACAP27, sem a PACAP38 szintje nem mutatott szignifikans
eltérést az intakt oldalon. Ezzel szemben az ischaemias oldalon, 1 6ra reperfuziot kovetéen
a PACAP38-IR szintjének markans emelkedését detektaltuk. Ez az emelkedett szint a
kovetkezd 24 ordban valtozatlanul kimutathatdé volt. A PACAP27-IR egyik kisérleti

csoportban sem valtozott a medulla tertiletén (23. &bra).
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i§chaemiét koveto 1, 6, 24 6ra reperfuzid esetén.
Atlag=SEM.*P<0,05 vs kontroll csoport.
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MEGBESZELES

I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout egereken

I/1. Endogén PACAP szerepének vizsgalata oxidativ stressz és hypoxia indukalta

vesesejtkarosodasban in vitro

Az oxidativ stressznek kitett vesesejtek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy mind a
vad, mind pedig a PACAP knockout egerekbdl szdrmazd sejtek esetén az alkalmazott
kezelés szignifikansan csokkentette a karositd hatasnak kitett sejtek tulélését. Viszont a két
csoport kozott szignifikdns kiilonbség mutatkozott, mégpedig a PACAP KO egerekbdl
szarmazo6 sejttenyészet szignifikansan érzékenyebben reagalt a H,O,-indukalta oxidativ
stresszre (5.A és 5.B abra). Az oxidativ stressz alkalmazédsa esetén megfigyelt fokozott
érzékenység mellett megfigyelhetd a kontroll (nem kezelt) csoportok kozotti szignifikans
kiilonbség is. Ez a differencia statisztikailag kevésbé markans, amennyiben a ’p’ szamszerti
értékét figyelembe vessziik. Tehat a PACAP KO egerek veséibdl szarmazé sejtek mar eleve
sériilékenyebbek, rosszabb a talélésiik, amit tovabb sulyosbit a H,O,-indukélta oxidativ
stressz. A kisérlet masodik felében azt vizsgaltuk, hogy ezen fokozott érzékenység
hatterében valdoban az endogén PACAP hidnya éll-e. Ezért a H,O,-kezelésnek Kkitett
sejtekhez exogén PACAP-ot adagoltunk ¢s megnéztiik, hogy a PACAP-pal torténd
koinkubécid képes-e enyhiteni a H,O, karositdé hatasat. Vizsgalataink sordn azt az
eredményt kaptuk, hogy az exogén PACAP1-38 szignifikdns mértékben csokkenti a toxikus
hatast (6.A és 6.B dbra).

A PACAP KO vesesejtek fent emlitett fokozott szenzitivitdsa nem korlatozodik a
H,0,-kezelés okozta toxicitdsra. Hasonldoan a H,0O,-kezeléshez, CoCl,-indukalta in vitro
hypoxia esetén is megfigyelhetd a szignifikans mértékii differencia a vad, illetve a PACAP
KO egerekbdl szarmazo vesesejtek tilélésének vizsgalatakor (7.A és 7.B abra).

Az exogén adott PACAP citoprotektiv hatdsait kezdetben neuronalis
sejttenyészetekben vizsgaltdk, majd igazoltdk ezen védd hatast in vivo kisérletekben is

(Brenneman, 2007; Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004; Vaudry et al., 2009). A PACAP
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sejttalélést elosegitd hatasa nem korlatozodik az idegrendszerre, hanem védd szerepe
igazolodott nem-neurondlis sejtek in vitro koriilmények kozott torténd vizsgalatakor is
(Arimura et al., 2006a, 2006b; Delgado és Ganea, 2000; Li et al., 2007, 2008; Récz et al.,
2007b,c, 2008; Somogyvari-Vigh és Reglédi, 2004). A PACAP védoé hatasa nemcsak in
vitro, hanem in vivo modellekben is detektdlhato (Ferencz et al., 2009; Li et al., 2007,
Szakaly et al., 2008). Jelen megfigyeléseink Osszhangban vannak a PACAP knockout
egerekkel végzett kisérleteket leird, korabbi tanulmanyokkal, miszerint valtozatos
morfolégiai és funkcionalis eltérések mutathatok ki a PACAP KO egerekben. igy példaul
korabbi vizsgalatok soran kimutattdk, hogy a PACAP knockout egerek érzékenyebben
reagalnak az agy ischaemias karosodasra, illetve axotomia esetén, ezzel azt a feltevést
valdsziniisitve, hogy az endogén PACAP fontos szerepet tolt be a fiziologias védekezd
mechanizmusokban és a regeneracios folyamatokban (Armstrong et al., 2008; Chen et al.,
2006; Ohtaki et al., 2008). Emellett PACAP KO egerekbdl szarmazé kisagyi szemcsesejtek
esetétn — eredményeinkhez hasonloan — szintén megfigyelhetd az oxidativ stresszel
szembeni fokozott érzékenység (Vaudry et al, 2005). Mindezek azon feltételezést
tadmasztjak ala, mely szerint a PACAP a sejteket ért karosodasra valaszolva eldsegiti a
sejtek tulélését. Vizsgalataink eredményeként els6ként mutattuk ki vesében az endogén
PACAP jelentéségét. Az altalunk alkalmazott in vitro oxidativ stressz modell a
vesebetegségek patomechanizmusa szempontjabol is fontos, mivel kiillonbozo
vesebetegségek esetében mint koroki tényezd vagy a betegséget sulyosbitd faktor

szerepelhet.

1/2. PACAP knockout egerek veséjének szovettani vizsgalata

A vad és PACAP knockout egerekbdl szarmazéd vesék szovettani analizise soran
mutatjdk, hogy az endogén PACAP hidnya nem eredményez morfoldgiai eltéréseket.
Korabbi tanulmanyokban leirtdk, hogy bizonyos szervekben az endogén PACAP hidnya
megvaltozott fejlodéshez vezet. PACAP KO egerekben a cerebellum fejlédésének zavara
miatt a kisagykéreg stratum moleculare rétege elvékonyodott a vad egerek kisagyahoz

képest (Allais et al., 2007). A mi adatainkkal megegyezden, az endogén PACAP hianya
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nem befolydsolja a monoaminerg neurondlis fejlodést. Ennek hatterében két lehetséges
mechanizmus szerepét feltételezik: vagy bizonyos kompenzatorikus mechanizmusok veszik
at az endogén PACAP szerepét, vagy az intrauterin fejlddés soran anyai eredetli PACAP
potolja a PACAP knockout egerekbdl hianyzo peptidet (Ogawa et al., 2005).

A 45, illetve 60 perces ischaemianak kitett vesék esetében szignifikans kiilonbséget
figyeltiink meg a vad, illetve PACAP knockout egerek kozott (10. és 11. abra). Az operalt
allatoknak csak egyik oldali veséjét zartuk ki a keringésbdl, igy a masik oldali vese
kontrollként szolgalt. A kontroll szovetmintdk esetén jelentds eltérést talaltunk a vad, ill.
KO egerekbdl szarmazo mintak kozott a lymphocyta €s macrophag infiltratio mértékében, a
PAS+ glycocalyx vastagsagaban, valamint a Bowman-tok tdgulataban (9. dbra). Emellett
ischaemia/reperfuzi6 esetén a KO egerek szovettanilag detektalhatoan stilyosabb karosodast
szenvedtek (10., 11. és 12. &bra). Ezen eredményeink Osszhangban vannak primer
vesesejttenyészeten végzett vizsgalatainkkal. Kimutattuk, hogy a PACAP KO egerekbdl
szarmaz6 vesesejtek szignifikansan érzékenyebben reagdlnak oxidativ stresszre és in vitro
hypoxidra.

Eredményeinkhez hasonloan, a vastagbélben sem figyelhetok meg latvanyos
morfoldgiai valtozasok, illetve gyulladasos jelek intakt bél esetén. Azonban dextran-
szulfat-indukalta colitis esetén az endogén PACAP-pal nem rendelkez6 KO egyedek
szignifikansan sulyosabb tiineteket mutatnak, valamint szovettanilag értékelhetéen
sulyosabb morfologiai eltérések jelentkeznek (Nemetz et al., 2008; Azuma et al., 2008).
Hasonldé eredményt kapott munkacsoportunk vékonybél ischaemia vizsgalata esetén
(Ferencz et al., 2010).

Szdvettani vizsgalataink azt mutatjak, hogy a PACAP hianya ellenére a vese fejlédése nem
szenved szovettanilag értékelhetd zavart. Azonban nem zarhatjuk ki teljes bizonyossaggal
azt, hogy a peptid hianya esetleg ultrastrukturalis eltéréseket okoz, vagy sejtmarkerekben

mutat eltérést illetve hossza tadvon befolyasolja a vesemuikodeést.
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1/3. A PACAP jelenlétének vizsgalata egér vesében

Annak ellenére, hogy a PACAP eldfordulasat szamos szervben leirtdk, vesében
vizsgélatainkat megelezden jelenlétét nem igazoltdk. Kisérleteink soran egér vesében
MALDI TOF tomegspektrometriaval kimutattuk a PACAP38 jelenlétét (13.4bra).

I1. PACAP vizsgalata patkany vesében

I1/1. Exogén PACAP hatasa a sejttulélésre in vitro

A hypophysis adenilat ciklaz aktivald polipeptid sejttulélést eldsegitd hatasa
neurondlis és nem-neuronalis szovetekben is kimutathatd. Protektiv hatasa igazolhatdé a
vesében is. Korabbi vizsgalatokban igazolddott, hogy a PACAP gatolja a myeloma
multiplex esetén fellépd proinflammatorikus citokin expressziot a vesében in vitro (Li et
al., 2008). Emellett ischaemia/reperfuziod okozta karosodas esetén csokkenti a kérosito hatas
okozta morfoldgiai eltéréseket, illetve a vizsgalt allatok mortalitasat (Szakaly et al., 2008).
Kisérleteink soran annak vizsgalatat tiztiik ki célul, hogy a PACAP in vitro koriilmények
kozott képes-e befolyasolni az oxidativ stressznek kitett vesesejtek tulélését, és ha igen,
akkor melyik az a legkisebb koncentracid, amely még szignifikdnsan modositja a sejtek
¢letképességét. Vizsgalataink eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a PACAP in vitro
koriilmények kozott viszonylag széles koncentracio-tartomanyban (10pM—100nM) képes
csokkenteni a H,O, altal kivaltott oxidativ stressz sejttalélést csokkentd hatasat (14., 15. és
16. abra).

A PACAP vesesejtekben kifejtett protektiv hatdsdban szerepet jatszo
mechanizmusok még nem tisztdzottak. Azonban, valoszinlsithetéen a protektiv
mechanizmus nem direkt gyokfogod hatason alapszik, mivel kordbbi vizsgdlatok szerint a
PACAP szabad gyok képzddésre kifejtett hatasa enyhe és csak nagyobb (M) koncentracid
esetén detektalhato (Reglddi et al., 2004). Feltehetdleg — hasonléan az egyéb, korabban
vizsgalt sejttipusokhoz — a protektiv hatadsért a PACAP apoptotikus jelatviteli utvonalak

egyes komponenseire kifejtett hatasa lehet a felelds.
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11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfuziot kovetoen

A vese keringésbdl torténd kirekesztésével modellezett ischaemia/reperfuzios
karosodas utan az eltavolitott vesemintdk Western blot vizsgéalata azt mutatta, hogy a
preoperativen adott intravénas PACAP-kezelés képes volt enyhiteni az antiapoptotikus Bcl-
2 fehérje szintjének csokkenését, amennyiben azt a karosodas szignifikdns mértékben
csokkentette (17.A és 17.B éabra).

Az apoptotikus sejthalal kiemelkedd szerepet jatszik a vese ischaemia/reperfiizio-
indukélta karosodasa esetén (Saikumar és Venkatachalam, 2003). A renalis ischaemia
esetén mar 5-10 perccel a reperfizid utan aktivalodnak a p38 MAPK és JNK utvonalak
(Yin et al., 1997). Vizsgalatainkban is megfigyelhettiik, hogy a Bcl-2 szintje mar 10 perc
reperfiziot kovetden szignifikans mértékii csokkenést mutatott mindkét vizsgalt id6tartamu
ischaemia esetén, illetve 60 percnyi ischaemia esetén még kordbban, mar a reperfuziods
karosodas nélkiil is lecsokkent az antiapoptotikus fehérje mennyisége. A PACAP-kezelés
esetén tapasztalt Bcl-2 expresszid6 novekedés hozzajarul a mitokondrialis integritas
fenntartasdhoz. Azok az agensek, amelyek fokozzak a Bcl-2 expresszidjat védd hatast
fejtenek ki vesekarosodas esetén, mint pl. minociklin (Wang et al., 2004), ulinastatin (Chen
et al., 2004). A ves€¢hez hasonléan a PACAP egyéb sejttipusok esetén is emeli a Bcl-2
fehérje mennyiségét, amely sejtekben szintén citoprotektiv hatasu. Tobbek kozott, fokozza
a Bcl-2 expressziot kiillonbozd karositd hatasoknak kitett kisagyi szemcsesejtekben ¢és
cardiomyocytadkban (Aubert et al., 2006; Falluel-Morel et al., 2004; Gasz et al., 2006). Az
altalunk tapasztalt PACAP-indukélta Bel-2 expressziofokozas szintén hozzéajarul a PACAP

renoprotektiv hatasdhoz.

I1/3. In vivo ischaemia/reperfuziot koveté citokin array

A PACAP nemcsak az apoptotikus jelatviteli utvonalak befolydsolja, hanem
antiinflammatorikus hatéssal is rendelkezik. Az antiinflammatorikus hatas hatterében a
citokin/kemokin produkciot csokkentd hatasa is feltételezhetd (Abad et al., 2006; Delgado
¢és Ganea, 2001; Ganea és Delgado, 2002; Gomariz et al., 2006). A citokinek és kemokinek
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fontos szerepet jatszanak a vese ischaemia/reperfizids karosodas patogenezisében (Basile
et al., 1998; Jain et al., 2000; Vannay et al., 2009).

A PACAP proinflammatorikus citokinekre kifejtett gatlé hatasa jelentds szerepet
jatszik kiilonféle gyulladasos allapotokban megfigyelt protektiv hatasaban. Gatolja a
proinflammatorikus citokinek termelddését rheumatoid arthritis ¢és Crohn-betegség
allatkisérletes modelljeiben (Abad et al., 2006; Gomariz et al., 2006).

A PACAP csokkenti a TNF-a és TGF-B expressziojat diabeteses nephropathiaban
¢s gentamicin-indukalta vesekarosodasban (Arimura et al. 2006b; Li et al., 2008).

Jelen vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a vese ischaemia/reperfuziés karosodasa
esetén 24 oOra reperfuzié utan emelkedik a fractalkine, soluble intercellular adhesion
molecule-1 (sICAM-1, CD54), L-selectin, RANTES, CNTF, MIP-3 alpha és TIMP-1
expresszidja (18. és 19. dbra). A szdveti metalloproteinaz inhibitorok (TIMP-ek) kiilonféle
folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. Tobbek kozott, részt vesznek az extracellularis
matrix remodelladlasaban a matrix metalloproteinazok gatlasan keresztiil hatva. Jelenleg 4
tipusa ismert: TIMP1-4 (Melendez-Zajgla et al., 2008). A TIMP csalad tagjainak fokozott
expresszigjat irtdk le a vesében kiilonféle etiologidji karosodasban, illetve eltérd kisérleti
koriilmények kozott. Emelkedett TIMP1 expresszid figyelhet6 meg a nephrotoxicus
ciklosporin-kezelés alatt (Jin et al., 2008), valamint — eredményeinkhez hasonloan -
ischaemia/reperfiizi6 esetén (Basile et al., 1998; Jain et al., 2000). A RANTES
expresszidjanak novekedése szintén jellemzd valtozas renalis ischaemidban (Fischereder,
2007; Jones és Shoskes, 2000). A PACAP-hoz hasonldoan egyéb, szintén renoprotektiv
hatast mutatd dgensek csOkkentik a RANTES expressziojat (Jones €s Shoskes, 2000). Az
L-selectin, egy leukocyta adhéziés molekula, szintén emelkedett expressziot mutat
ischaemia/reperfizi6 utdn, amely emelkedés szintén csokkenthetd preoperativan adott
PACAP-pal. Ez szintén 0sszhangban van azon megfigyelésekkel, melyek szerint protektiv
mechanizmusokban az L-selectin expresszidja csokken (Turunen et al., 2005). Hasonld
valtozasokat tapasztaltunk a CNTF nevili neurotrophicus factor kapcsan is. Azonban a
CNTF éltalaban nem proinflammatorikus hatast, hanem védoé szereppel bir. A PACAP
azon hatdsa, hogy ezen altaldban protektivként viselkedd agens ellen hat még nem
tisztazott. Nem feltétleniil a protektiv hatast gatolja, hanem emellett feltételezhetd, hogy az

ischaemia/reperfiizié okozta valtozasok ellen irdnyul a hatdsa. A fractalkine és a thymus
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kemokin ischaemia-indukalta expresszio fokozddasa szintén jellemz6 renalis ischaemiaban,
illetve expresszidjuk csokkenése szintén a renoprotektiv hatds részét képezi (Hasegawa et
al., 2003; Oh et al., 2008).

A tobbi, altalunk vizsgalt citokin esetében nem taldltunk eltéréseket PACAP
hatdsara. Ez azonban nem zarja ki azt a lehetdséget, hogy esetleg mas citokinek is szerepet

jatszanak a PACAP renoprotektiv hatasaban.

11/4. PACAP és PACI1 receptor jelenlétének vizsgalata patkany vesében

Tekintettel  arra,  hogy  kisérleteink  jelentés  részét  patkdnyokon
végezziik,indokoltnak lattuk a PACAP egér vesén beliili kimutatdsa utan jelenlétét patkany
vesében is kisérletesen igazolni. Kisérleteink soran patkdny vesében MALDI TOF
tomegspektrometridval kimutattuk a PACAP38 jelenlétét (20.abra).

A PACAP specifikus receptora, a PACI receptor elleni antitesttel végzett
immunfestéssel vizsgaltuk a receptor patkdny vesén beliili eloszlasat (21. abra). Korabbi
tanulmanyok felvetették annak lehetdségét, hogy a vesében nem is talalhato PACAP
receptor (Shivers et al., 1991). Viszont késObbi vizsgalatok bizonyitottdk a PACAP
mindhdrom receptoranak (PAC1, VPACI, VPAC?2 receptor) jelenlétét (Harmar et al., 2004;
Lam et al., 1990; Peeters et al., 1999; Reubi 2000; Sreedharan et al., 1995; Wei és Mojsov,
1996). Viszont a receptor vesén beliili eloszlasa még nem volt ismert. Vizsgalataink soran
intenzivebb jelolodést talaltunk a vesetubulusokban (21.A ¢és 21.B 4abra), a
veldallomanyban enyhébb fokti immunpozitivitds volt megfigyelhetd. A PACAP szamos,
esetén. Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai soran igazolodott, hogy ischaemia/reperfiizio
esetén alkalmazott PACAP-kezelés csokkenti a mortalitast, illetve a tubularis atrophia
mértékét. A tubulusok teriiletén megfigyelhetd intenzivebb jelolddés azt mutatja, hogy a
receptorok foként a tubularis epithelialis sejteken talalhatok, ami a PACAP tubuloprotektiv

hatasanak morfologiai alapjat képezheti.
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I1/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfiziot kovetéen in vivo

Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a vesében detektdlhaté PACAP38-¢s
PACAP27-szeri immunreaktivitds ¢érzékenyen reagdl az ischaemia/reperfiizids
karosodasra: szignifikdns mértékii valtozasokat detektaltunk az ischaemiat kovetd 24 oran
beliil (22. és 23. abra).

A reperfuzié utdn 1 oraval, a kéregdllomanyban (22. 4dbra) megjelend akut
csokkenés mindkét forma esetében az ischaemids fazis alatti lecsokkent véraramlassal
magyarazhat6. Ugyanakkor az intakt oldali vesében is megfigyelhet6 mindkét peptid
mennyiségének csokkenése, aminek oka még nem tisztdzott. A nem-operalt oldalon 6
oraval a reperfuziot kovetden a PACAP szintje szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll
vesékben, mig az operalt oldalon addigra visszatér az eredeti, kontrollra jellemzd értékre.

A veléallomanyban (23. édbra) a PACAP38-szerli immunreaktivitdas mindegyik
vizsgalt idépontban szignifikansan emelkedett az ischaemias oldalon, mig az intakt oldalon
csak egy akut emelkedé¢s észlelhetd.

Bar ezen valtozdsok pontos mechanizmusa, illetve funkciondlis jelentdsége nem
tisztazott, az emelkedett endogén PACAP szint valoszinlileg a PACAP renoprotektiv
hatdsanak tudhato. A PACAP upregulacidja figyelheté meg kiilonbozd, foleg az
idegrendszert érinté kdrosodasok esetén (Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004; Zhou et al.,
1999). Jelen adataink arra utalnak, hogy a PACAP upregulacid a renoprotekcio egyik
fontos eleme. A veldallomanyban megfigyelt kifejezettebb és hosszabb iddtartamu
emelkedés magyarazhatja a velddllomany nagyobb foku rezisztenciajat az ischaemias

karosodasokkal szemben.
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IV. A PACAP HATASANAK VIZSGALATA TOBOZMIRIGYBEN
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgéalatainkhoz napos csibék tobozmirigyeibdl nyert primer sejttenyészetet hasznaltunk.

1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttalélésre H,O,-indukalta oxidativ stressz esetén
A sejteket kollagenazos emésztést kovetden 5-5 csoportra osztottuk:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil;

2., 100 nM PACAP1-38-cal;

3., 1 mM H,0,-dal;

4., 1mM H,0,-dal, illetve PACAP1-38-cal szimultan kezelt sejtek;

5., 500 nM PACAP receptor antagonista, PACAP6-38-cal , ImM H,0,-dal, illetve
PACAPI1-38-cal egyiittesen kezelt sejtek.

A sejteket a fent emlitett anyagokkal 1 6ran at kezeltiik, a kezelések 9 és 21 orakor

torténtek.

Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel

Az eljaras a sejthalal tipusainak elkiilonitésére alkalmas. Az apoptozis korai szakaszéaban
valtozasok figyelhetok meg a plazmamembranban. Az apoptotikus sejtek membranjaban a
foszfolipid-foszfatidilszerin a belsd felszinrél a kiilsd felszinre transzlokalodik. Az
annexinV igen nagy affinitast mutat a foszfolipid-foszfatidilszerinhez. A fluoreszcens
festékkel (FITC) jelzett annexinV alkalmas az apoptotikus sejtek aramlasi citometrids
kimutatasara. Az annexinV-t propidium jodid festéssel egyiitt alkalmaztuk és igy az
annexinV pozitiv apoptotikus sejtek elkiilonithetévé valtak a propidium jodid pozitiv
nekrotikus sejtektdl (Vermes et al., 2000). A mintakat BD FacsCalibur flow citométerrel
vizsgaltuk, az analizishez Cellquest software-t hasznaltunk. Kvadrans dot plot segitségével
meghatarozhat6 az €16, a nekrotikus (propidium jodid pozitiv) a korai apoptotikus
(annexinV pozitiv), valamint a kés6i apoptotikus (annexinV és propidium jodid pozitiv)

sejtek szazalékos aranya.
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2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli utvonalakra

Primer pinealocyta sejttenyészetben vizsgaltuk a p38 MAPK ¢és a 14-3-3 fehérje napszaki
valtozasait, illetve a PACAP hatasait ezen mechanizmusokra.

A sejteket 24 oran keresztiil vizsgaltuk, 4 6ranként torténtek a kezelések (8, 12, 16, 20, 0, 4
orakor). Minden idépontnak megfeleld csoportban 4 alcsoportot alakitottunk ki, amelyeket
1 oran keresztiil a kovetkezdképp kezeltiink:

1., kontroll csoport kezelés nélkiil;

2., 1 nM PACAP1-38-cal,;

3., 10 nM PACAP1-38-cal;

4., 100 nM PACAP1-38-cal kezelt sejtek.

A jelatviteli utak komponenseinek vizsgalata Aramlasi citometrias modszerrel

A kezeléseket kovetden, a sejteket. primér antitesttel, anti-foszfo-p38 MAPK (1:100) és
anti-14-3-3 fehérje (1:50), majd FITC konjugalt szekunder anti-nyul IgG antitesttel (1:50)
jelolt sejteket BD FacsCalibur aramlasi citométerrel mértiik. Az adatok analizisét Cellquest
software-rel végeztilk. A statisztikai analizishez ANOVA tesztet hasznaltunk, amit

Neuman-Keul post hoc analizis kdvetett.
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EREDMENYEK

1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttilélésre H,O,-indukalta oxidativ stressz esetén

Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel

A flow citométerrel kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a H,O,-kezelt csoportban az
¢lo sejtek szama szignifikdnsan csokkent mind 9 (24. és 26. abra), mind pedig 21 orakor
(25. és 27. é4bra) alkalmazott kezelés esetén. A PACAP1-38-kezelés onmagaban nem
okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz képest egyik iddpontban sem. Reggel 9 orakor az
oxidativ stressznek kitett sejtekhez adott PACAP nem befolyasolta az €16 sejtek szamat.
Viszont a H,0, -kezeléssel egyidében tortént PACAP szignifikansan emelte az €16 sejtek
aranyat, amennyiben a kezelés 21 6rakor tortént. A PACAP ekkor tapasztalt védd hatasat az

antagonista PACAP6-38 képes volt megakadalyozni.
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24. abra PACAP hatasa az oxidativ stressznek kitett pinealocytak tulélésére 9 érakor alkalmazott

kezelések esetén.

Flow citometriai analizis az ¢él0, nekrotikus, korai és késbéi apoptotikus pinealocytak
elkiilonitésére. Bal als6 kvadrans: egészséges sejtek; jobb alsé kvadrans: korai apoptotikus
sejtek; jobb fels6 kvadrans: késoi apoptotikus sejtek; bal fels6 kvadrans: nekrotikus sejtek.
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25. abra PACAP hatésa az oxidativ stressznek kitett pinealocytak talélésére 21 érakor alkalmazott

kezelések esetén.

Flow citometriai analizis az él6, nekrotikus, korai és késéi apoptotikus pinealocytak
elkiilonitésére. Bal alsé kvadrans: egészséges sejtek; jobb alsd kvadrans: korai apoptotikus
sejtek; jobb felsé kvadrans: késoi apoptotikus sejtek; bal fels6 kvadrans: nekrotikus sejtek.
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27. abra A pinealocytak tulélésének flow citométerrel kapott eredményeinek szamszerii abrazolasa

21 orakor alkalmazott kezelés esetén.
Atlag+SEM. *P<0,05; vs kontroll csoport, #P<0,05 vs H,0, kezelt csoport.
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2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli utvonalakra

Primer pinealocyta sejttenyészetben vizsgéltuk a p38 MAPK ¢és a 14-3-3 fehérje circadian
valtozasait, illetve a PACAP hatasait ezen mechanizmusokra.

A kontroll csoportban a p38MAPK foszforilaciojaban a vizsgalt 24 6rdban szignifikdns
valtozasokat detektaltunk (28., 29. és 30. éabra). A foszfo-p38 MAPK-t legnagyobb
intenzitdsban a 16 6Ords mintdkban mértiink. A foszforilacid6 mértéke folyamatosan
emelkedett 8 6ratdl 16 oraig , majd folyamatosan csokkent éjfélig.

1 nM koncentraciéju PACAP-pal torténd kezelés nem befolyasolta a p38 MAPK napszaki
valtozasait (28. dbra), mig 10 nM PACAP minden vizsgalt idépontban szignifikans eltérést
eredményezett (29. abra). 10 nM PACAP hatédsara emelkedett a foszfo-p38 MAPK szintje 8
¢s 20 orakor, valamint éjfélkor, illetve csokkent délben, 16 és 4 orakor. A legmagasabb
szintek 16 és 20 orakor detektaltuk. A foszforilacios szint valtozasai hasonldak voltak a
kontroll csoportban megfigyeltekhez, viszont ahhoz képest az alkalmazott PACAP-kezelés

a napszaki mintazatot 4 o6raval eltolta.
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28. abra InM PACAP hatasa a p38 MAPK foszforilaciojara.
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29. abra 10nM PACAP hatésa a p38 MAPK foszforilaciojara.
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30. abra 100nM PACAP hatasa a p38 MAPK foszforilacidjara.
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crer

talaltunk szignifikans eltéréseket a vizsgalt iddpontok kozott a kontroll mintdkban
megfigyelt valtozasokkal ellentétben (30. dbra). A kontroll értékekhez képest szignifikans
kiilonbséget talaltunk a p38 MAPK szintjében éjfélkor 12 és 16 orakor, a p38 MAPK

foszforilacidjaban megfigyelhetd circadian valtozasok megsziintek.

A 14-3-3 szintjét vizsgalva nem taldltunk szignifikans eltérést az egyes iddpontokban mért
értékek kozott (31. dbra). 1 nM PACAP-pal tortént inkubécio esetében 16 és 20 drakor

szignifikans eltéréseket talaltunk a protein expresszidjaban.

cre

vizsgalt idétartam nagy részében, csupan 16 orakor emelte szignifikansan a protein szintjét.
(32. 4bra). Az altalunk alkalmazott legmagasabb koncentracid6 fokozta a 14-3-3
expresszigjat délben, ¢jfélkor és 20 orakor (33. abra). A tobbi idopontban nem talaltunk

jelentds kiilonbséget a kontroll és a PACAP-kezelt csoportok kozott.
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31. abra InM PACAP hatésa a 14-3-3 protein mennyiségére.
Atlag+S.E.M. "P<0.05 vs kontroll csoport
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MEGBESZELES

1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttulélésre H,O»-indukalta oxidativ stressz esetén

A H;0Os-indukélta  oxidativ  stressznek  kitett  pinealocytdk  tulélését
annexinV/propidium jodid festéssel vizsgaltuk. A napi ritmusok sajatsagainak megfeleléen
a PACAP hatésait egy napi ciklus kiilonb6z6 idépontjaiban vizsgaltuk. Vizsgalataink soran
azt tapasztaltuk, hogy az oxidativ stressz szignifikansan csokkentette az €10 sejtek aranyat
mindkét vizsgalt id6pontban. Az oOnalléan alkalmazott PACAP1-38 kezelés nem
befolyasolta a sejtek életképességét. A H,0O,-dal és PACAPI1-38-cal szimultin kezelt
csoportban a csak oxidativ stressznek kitett sejtcsoporthoz képest nem talaltunk
szignifikans eltérést a sejtek talélésének mértékében, amennyiben a kezelések reggel 9
orakor torténtek (24. és 26. abra). Ezzel szemben, az este 9 orakor kezelt pinealocytak
esetében a PACAP1-38-cal torténd koinkubacio szignifikdnsan enyhitette a H,O,
sejttulélést csokkentd hatasat (25. és 27. abra). Ugyanakkor a PACI receptor antagonista,
PACAP6-38 meggatolta a PACAP1-38 sejttulélést segitd hatasat (25. és 27. abra).

Korabbi tanulmanyok igazoltdk a PACAP sejttulélést serkentd szerepét kiillonbdzo
neuronalis sejtekben (Vaudry et al., 2000; Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004; Racz et al.,
2007a). A PACAP hasonl6 protektiv hatast mutat kdrositd hatasoknak kitett nem-neuronalis
sejtekben, .m. endothel-, szivizomsejtekben (Racz et al., 2007b,c; Gasz et al., 2006) és
lymphocytdkban (Delgado et al., 2000). A pinealocytdk vizsgalata soran tapasztalt
eredményeink hatterében - miszerint a PACAP protektiv hatdsa csak az esti Ordkban
alkalmazott kezelés esetén érvényesil - a madar tobozmirigy circadian ritmikus
folyamatokban betoltott vezérld szerepe feltételezhetd. A csirke tobozmirigy — szemben az
emlds szervvel — nemcsak effektor funkcioval rendelkezik, hanem 06nall6, komplett
biologiai orat tartalmaz (Csernus, 2006). Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP
serkenti az oxidativ stressz kérosité hatdsanak kitett pinealocytak tulélését, viszont ezen
protektiv hatds megléte fligg a circadian bioldgiai 6ra fazisatol. Elséként mutattuk ki, hogy
a PACAP sejttulélést befolyasold hatasa fiigghet a PACAP alkalmazasanak idépontjatol,

illetve a bioldgiai ritmusok fenntartasaért felelds biologiai ora fazisatol.
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2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli utvonalakra

Primer pinealocyta sejttenyészetben vizsgaltuk a p38 MAPK (28., 29. és 30. abra)
és a 14-3-3 (31., 32. és 33. abra) fehérje circadian valtozasait, illetve a PACAP hatasait
ezen mechanizmusokra.

A PACAP hatasait a MAPK jelatviteli Utvonalak komponenseire szdmos
tanulmanyban vizsgaltak kiillonb6z6 sejttipusokban (Récz et al., 2006; Ravni et al., 2006;
Vaudry et al., 2000). A mitogén-aktivalt proteinkinaz utvonalak fontos szerepet tdltenek be
a fény-indukalta génexpresszioban, illetve a fény - mint befolyasold kdrnyezeti tényezo -
hatdsainak kifejez6désében (Coogan ¢és Piggins, 2004; Dziema et al., 2003).

A p38 MAPK ritmicitdst és fényérzékenységet mutat az emlds bioldgiai 6ra kdzpontjat
képez6 nucleus suprachiasmaticusban. Az enzimet — hasonléan a tobbi MAP kinazhoz -
kiilonboz6 tényezok képesek moduldlni i.m. fény és egyéb extracellularis szignalok (pl.
NGF, EGF, GRP) (Antle et al., 2005; Coogan ¢s Piggins, 2004; Pizzio et al., 2003, 2005).
A nucleus suprachiasmaticus neuronjaiban a PACAP a MAPK utvonalak aktivalodasat
idézi el (Dziema ¢és Obrietan, 2002) és az emlds circadian folyamatok szabalyozéasaban is
szerepet jatszik (Colwell et al.,, 2004; Hannibal et al., 1997; Harrington et al., 1999;
Kawaguchi et al., 2003). Kiilonb6z6 kisérleti koriilmények kozott a PACAP képes arra,
hogy a circadian dra fazisat eltolja (Hannibal et al., 2001; Harrington et al., 1999; Piggins et
al., 2001). A p38 MAPK foszforilacigjanak valtozdsa — fokozddasa vagy csokkenése -
Hayashi et al, 2003). Vizsgalataink kapcsan kapott eredményeink szintén alatdmasztjak azt
az elképzelést, miszerint a PACAP hatéssal van a circadian ritmus fenntartdsaban résztvevo
jelatviteli folyamatokra. A PACAP p38 MAP kindz Utvonalakra kifejtett hatdsa nem
korlatozodik a melatonin release-t befolyasold tényezdkre, hanem a molekularis
oramechanizmusra is hatdssal van. Eredményeink Osszhangban vannak azon korabbi
megfigyelésekkel, melyek szerint a PACAP ritmikus funkcidkra kifejtett hatdsai fazis-és
dozisdependensek (Harrington et al., 1999). A PACAP - az altalunk is alkalmazott —
nanomolos koncentraciéban eldsegiti az endogén ritmus fazis eltolédasat. Ezenkiviil, az

emlds bioldgiai ora kozpontjaként miikodé nucleus suprachiasmaticusban indukalja az
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oragének expressziojat. Ugyanezen valtozasok detektalhatok megvilagitas hatasara is

(Harrington et al., 1999; Nilsen et al., 2001; Minami et al., 2002).

A vizsgalatainkban tapasztaltakhoz hasonléan a PACAP p38 MAPK
foszforilacidjara kifejtett dozisfliggd hatas figyelheté meg idegsejtekben (Stumm et al.,
2007). Eredményeink azt mutattdk, hogy a PACAP alacsony d6zisban nem okoz valtozast a
p38 MAPK napszaki véltozasdban, mig nagyobb ddzisban faziskésést eredményez, illetve a
legmagasabb alkalmazott koncentracié megsziinteti a p38 MAPK aktivaciojanak circadian
ingadozasat. A circadian oszcillacid6 mechanizmusaban detektalhaté doézisdependens

valtozasok funkcionalis jelent6sége még nem tisztazott.

A 14-3-3 fehérje szdmos ¢€lettani folyamatban (apoptdzis, enzimaktivitas stb.) fontos
szerepet jatszik. A tobozmirigyben, a 14-3-3 komplexet képez a melatonin szintézis
sebességmeghatarozd 1épését katalizaldo enzimmel, az arilalkilamin-N-acetil-transzferazzal
(AANAT), ezzel stabilizalva és megvédve azt a proteolitikus hatasoktél (Rosiak és
Zawilska, 2006). Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai alkalmaval igazolddott, hogy a
PACAP aktivalja a 14-3-3 proteint oxidativ stressznek kitett cardiomyocytakban in vitro,
illetve in vivo glutamat okozta retinakarosodasban (Réacz et al., 2007a, 2007c). A
dolgozatban targyalt eredményeink (31., 32. és 33. abra) azt mutatjak, hogy a PACAP a
tobozmirigy sejtjeiben is hatdssal van a 14-3-3 fehérje mennyiségére. A PACAP ezen
hatasa fiigg a bioldgiai 6ra fazisatol, valosziniisitve azt, hogy a 14-3-3 funkcidja és annak
az AANAT enzimhez valdo kapcsolata szintén a csirke pinealocytdkban talalhato

molekularis 6ra hatésa alatt all.

Jelen eredményeinket Osszegezve, a PACAP védo hatassal rendelkezik csirke
pinealocytdk esetén is, illetve moduldld hatdssal bir a p38 MAPK foszforilacidjara,
valamint a 14-3-3 fehérjére csirke pinealocytdkban, de ezen hatdsok fiiggnek a PACAP

dozisatol, illetve a molekularis ora aktualis fazisatol.
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V. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

L. PACAP szerepének vizsgalata PACAP KO egereken

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy az endogén PACAP hidnya a vesében in vitro
hypoxia és oxidativ stressz esetén, valamint in vivo vese ischaemia/reperfuzié modellben a
karosit6 hatasokkal szemben fokozott érzékenységet eredményez. Ezzel bizonyitottuk,
hogy nemcsak az exogén modon alkalmazott PACAP-kezelés renoprotektiv hatast, hanem
az endogén PACAP is segiti a karositd hatdsoknak kitett sejtekben a sejthalal-tulélés

egyensulyat a talélés iranyéba terelni.

I1. PACAP hatasanak vizsgalata patkany vesében

A PACAP ismert renoprotektiv hatasdnak mechanizmusat vizsgéalva igazoltuk, hogy
szignifikans mértékben képes enyhiteni az ischaemia/reperfizids karosodéas okozta Bcl-2
expresszid csokkenést. Emellett szintén vese ischaemia/reperfiizio modellben a reperfuziot
kovetéen a PACAP upregulacidja figyelhetd meg. Tovabba, bizonyitottuk, hogy ugyanazon
modellben a PACAP szignifikans mértékben csokkenti a gyulladasos citokinek/kemokinek
ischaemia/reperfuzido okozta expresszid fokozddasat. Szintén patkdny vesébdl szarmazo
mintdkban MALDI TOF tomegspektrometria alkalmazasaval detektaltuk a PACAP38
jelenlétét. Ezenfeliil, a PACAP specifikus receptoranak, a PAC 1 receptornak vesén beliili
eloszlasat vizsgalva kimutattuk, hogy a receptor foként a kérgi teriileteken, a tubularis
hamsejteken taldlhatd6 meg, ami morfoldgiai alapjat képezi a PACAP — kordbban

megfigyelt- tubuloprotektiv hatasanak.

III. PACAP hatasanak vizsgalata tobozmirigyben

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a PACAP egyéb sejttipusokban megfigyelt
citoprotektiv hatasa a tobozmirigybdl izolalt pinealocytak esetében szintén érvényesiil.

Pinealocytdk esetében azonban ez a hatds fiigg a biologiai ora aktudlis fazisatol. Hasonld
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eredményeket kaptunk a jelatviteli itvonalak két komponensét vizsgalva is. A PACAP
mind a sejttalélésre, mind pedig a jelatviteli Gtvonalakra kifejtett hatdsai dozisfiiggoek,
valamint fliggnek a biologiai 6ra aktualis allapotatol.

Ezen eredmények klinikai jelentdéséget mutathatnak, miszerint az egyes gyogyszerként

felhasznalni kivant anyagok hatasai napszaktol fiiggéen eltérdek lehetnek.
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