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Hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A hormont Arimura professzor és kutatocsoportja izolalta birka hypothalamusbél a
patkany hypophysis sejtkulturan kifejtett adenilat ciklaz-aktivalo hatasa révén. A
hormon a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP)/ szekretin/ glitkagon peptidcsalad
tagja, 27 és a 38 aminosav hosszisagi formai ismertek. Hatasait specialis G-
proteinhez kotott receptorokon keresztiil fejti ki. Specifikus receptora a PAC1
receptor, mig a VPACI és VPAC2 receptorok azonos affinitassal kotik a PACAP-ot
és a VIP-t.

A PACAP kozponti idegrendszeri expresszioja mellett a periférias idegrendszerben
a spinalis ganglionok kis érzdidegsejtjei, illetve a vegetativ pre- és
posztganglionaris neuronok is tartalmaznak PACAP-ot. Ezenfeliil megtalalhaté a
peptid az endokrin mirigyekben, igy az endokrin hasnyalmirigyben is, illetve a
gasztrointesztinalis, a kardiovaszkularis és a légzérendszerben, tovabba az
urogenitalis traktus teriiletén is a vesétdl egészen az urethraig.

A PACAP pleiotrop ¢és multifunkcionalis neuropeptid, neurotrofikus és
neuroprotektiv hatasat széles korben tanulmanyozzak. Endokrin hatdsai is
bizonyitottak, igy példaul szabalyozza a pancreas inzulintermelését is. Potens
vazodilatator és bronchodilatator, és szerepet jatszik szamos élettani folyamat
szabalyozasaban. Szamos szdvetben és sejten kimutattak az endogén és az exogén
PACAP altalanos citoprotektiv hatasat, melyet apoptotikus és inflammatorikus
folyamatok gatlasa révén ér el.

A PACAP anti- és proinflammatorikus faktorok regulacidja révén kivaltott
immunmoduléciés hatasat szamos vizsgalatban igazoltdk nem neurogén gyulladas
esetén. Ez a mechanizmus jelentés mértékben hozzajarul a PACAP protektiv
hatasahoz szamos betegség, igy diabetes mellitus, septicus shock, stroke, sclerosis
multiplex és colitis esetén is. A szintén részben gyulladasos patomechanizmusi
diabeteses nephropathia esetén azonban még csak rovidtava, két hétig fennalld
diabetes esetén vizsgaltak a PACAP protektiv hatasat.

Hasonloképp ismert a PACAP antiinflammatorikus hatdsa neurogén gyulladas
esetén is, azonban a hatas hatterében allé pontos receptorialis mechanizmus nem
ismert.



I. APACAP-38 PROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA DIABETESES
NEPHROPATHIA ESETEN

BEVEZETES

1. A diabeteses nephropathia

A végstadiumi vesebetegségek (ESRD) leggyakoribb oka a diabetes, mely az
0sszes ESRD 25-55%-aért felelds. A diabetesben szenvedd betegek 25-40%-aban
alakul ki diabeteses nephropathia 25 éves betegségfennallds alatt, vagyis jelenlegi
becslések szerint 150 millio beteg szenved diabeteses nephropathidban.

A diabeteses nephropathia kialakulasinak molekuldris mechanizmusa

A betegség kialakulasa és progresszidja multifaktorialis, a kdrnyezeti hatasok
mellett a genetikai faktoroknak is fontos szerepiik van. Ezért a diabeteses betegek
30-40%-aban alakul csak ki vesekarosodas.

A betegség kialakulasahoz a metabolikus tényezék mellett hemodinamikai faktorok
is hozzajarulnak, igy példaul a renin-angiotenzin-aldoszteron (RAAS) rendszer
aktivalodasa. Ezen folyamatok kovetkeztében intraglomerularis hipertenzio alakul
ki, amely az alabbi molekularis mechanizmusok beinduldsahoz vezet:

(1) Oxidativ stressz

(2) A glikacios végtermékek (AGE) tiltermel6dése

(3) Apoptozis

(4) A proszklerotikus novekedési faktorok tultermelése

(5) A proinflammatorikus citokinek felszabadulasa kovetkeztében kialakulo
gyulladas

A diabeteses nephropathia szovettani elvaltozasai

Tervaert és munkatarsai irtak le. Az I. stddiumba azon eltérések tartoznak, amelyek
esetében csak elektronmikroszkopos elvaltozds, a glomerularis bazalmembran
(GBM) megvastagodasa figyelhetd meg. A II. stadium a mezangialis matrix
expanzidjaval jellemezhetd, mig a III. stddium diagnosztikai kritériuma a legalabb
egy glomerulusban megjelend nodularis sclerosis, azaz Kimmelstiel-Wilson 1ézi6.
A TV. stddiumba az elérehaladott, végstadiumu diabeteses glomerulosclerosist
mutato elvaltozasok tartoznak.

Ezen feliil az endothelsejtek karosodasa, valamint a podocytak apoptozisa, levalasa,
labnyulvanyaik ellapulasa és fuzigja kiemelkedd fontossagi a diabeteses
nephropathia kialakuldsa és progresszidja szempontjabol. A tubulusok is
kéarosodnak, bazalmembranjuk megvastagodik, intersticialis fibrosis és tubularis
atrophia alakulhat ki. Szintén jellemz6 a renalis arteriolak hyalinosisa.



2. A PACAP szerepe a szénhidrathaztartas szabalyozasaban

A PACAP termel6dését igazoltak a Langerhans-szigetekben, felszabadul az
inzulintermel6 B-sejtekbdl, valamint kimutattak a jelenlétét az a-sejtek szekrécios
granulumaiban is. Mas szervekhez hasonléan a hasnyalmirigyben is a PACAP 38
aminosav hossziisagi formaja dominal. A PACAP endokrin funkcidjanak
szempontjabol a hasnyalmirigyben a PAC1 és a VPAC2 receptorok expresszidjanak
van jelent6sége. A peptid 27 és 38 aminosavas forméja a leghatasosabb inzulinotrop

elézéekben emlitett elonyds hatasai mellett a PACAP fokozza az adipocytak
inzulin-érzékenységét is, és védi a P-sejteket a glikko- és lipotoxicitas ellen.
Mindezek ellenére azonban egy human vizsgalat szerint a peptid intravénas
megnovekedett glilkagon-, illetve adrenalin-felszabadulas, a PACAP hatasara
torténd fokozott taplalékfelvétel és a hepatikus glilkdzprodukeid fokozddasa allhat.
Mas vizsgalatok szerint azonban streptozotocin-indukalt diabetes esetén
alacsonyabb azon egerek vércukorszintje, amelyek B-sejtjei overexpresszaljak a
PACAP-ot, illetve intraperitonealis PACAP-kezelés hatasara csokken a patkanyok
vérgliikdz-koncentracioja.

3. A PACAP renalis hatasai

Tomegspektrometrias és radioimmunoassay modszerrel is igazoltdk a PACAP
jelenlétét a vesében, mind a cortexben, mind pedig a medullaban a PACAP-38
dominal. A PAC1 és VPACI receptorok expresszalodnak a tubulussejteken, mig a
VPAC?2 receptorok csak a veseereken. Vazodilatativ hatdsa a vesében is érvényesiil,
azonban in vitro koriilmények kozott a PACI receptor aktivacioja serkenti a
reninszekréciot. A PACAP renoprotektiv hatisat szamos in vitro és in vivo
modellben igazoltak, igy myeloma multiplexhez tarsulo, ciszplatin- és gentamicin-
indukalt, valamint ischaemia/reperfuzio hatasara kialakul6 vesekarosodas esetén.

CELKITUZES

PhD munkam els6 részében az exogén PACAP-38-kezelés hatdsat vizsgaltuk 8
hetes diabeteses nephropathia patkdnymodelljében. Ezt kovetéen a PACAP-38
nephroprotektiv hatasahoz vezeté molekularis mechanizmusokat, azaz a peptid
gyulladésos, apoptotikus és proszklerotikus folyamatokra, valamint oxidativ
stresszre kifejtett hatasat térképeztiik fel.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket 250-300 grammos him Wistar patkanyokon (n=33) végeztiik,
melyeket 12 éras vilagos-sotét ciklusban igény szerinti taplalék- és folyadékellatas
mellett tartottunk. Az éllatok elhelyezését, gondozasat és a kisérletek kivitelezését
az etikai szabalyoknak ¢és az egyetemi protokollnak megfeleléen végeztiik
(BA02/2000-15024/2011, Pécsi Tudomanyegyetem).

A Kkisérletben résztvevd allatok 4 csoportja az alkalmazott kezelések szerint a
kovetkezd volt:

1) kontroll (fiziologias sdoldat intravénasan (i.v.) és intraperitonealisan (i.p.), n=10)
2) PACAP-38-kezelt kontroll (fizioldgias séoldat i.v., 20 pg PACAP-38 i.p. minden
masodik nap, n=6)

3) diabeteses (65 mg/kg streptozotocin i.v. és fiziologias sdoldat i.p., n=7)

4) PACAP-38-kezelt diabeteses (65 mg/kg streptozotocin i.v. és 20 ug PACAP-38
i.p. minden masodik napon, n=10).

A diabeteses csoportban az allatoknak 65 mg/testtomeg (kg) streptozotocint (STZ)
adtunk 200 pl fiziologias sdoldatban oldva intravénasan, mig a PACAP-38-at 100
ul fizioldgias sdéoldatban oldva intraperitonealisan injektaltuk.

A patkanyok testtomegét és vércukorszintjét a kisérlet el6tt, valamint a 8 hetes
kisérlet idotartama alatt hetente mértiik. A vércukormérés a farokvénabol vett
vérbdl automata vércukormérd segitségével tortént.

Az allatokat 8 hét elteltével izoflurannal talaltattuk, majd veséiket eltavolitottuk, és
a vesék tomegét meghataroztuk.

2. A vesék fénymikroszképos szovettani és morfometriai analizise

A vesékb6l 4%-o0s pufferelt formalinnal torténé fixalast kovetben rotatoros
mikrotommal 5 pm vékony sorozatmetszeteket készitettink. A metszeteken
hematoxilin-eozin (HE) festést és perjodsav-Schiff (PAS) reakcidt, valamint PAS-
és emésztett-PAS reakciot végeztiink, és digitalis felvételeket készitettiink. A
tubulopathia kvantifikalasanak érdekében a tubularis glikogéngranulumok
mennyiségét, mig a glomerulopathia esetében az intraglomerularis PAS-pozitiv
tertilet kiterjedtségét hataroztuk meg. A vizsgalni kivant teriilet kijelolése Adobe
Photoshop CS6 programmal, a kijelolt teriilet nagysaganak meghatdrozasa Scion
Image program segitségével tortént. Az arteriolaris hyalinosis mértékét
hematoxilin-eozin (HE)-festett metszeteken értékeltiik 0-4-ig terjed pontrendszer
segitségével.

3. A vesék elektronmikroszkopos vizsgalata
A vese kéregallomanyanak 5-5 darab 1 mm® nagysagi részét 5%-0s
glutaraldehidben 24 6ran at +4°C-n fixaltuk, majd utéfixdlashoz a mintdkat 1%

ozmium-tetroxidban inkubéaltuk 1 6ran 4t +4°C-n. Dehidriciot kovetden
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intermedierként propilén-oxidot hasznaltunk 2x15 percig, és 1 6ran at 1:1 aranyu
propilén-oxid-miigyantdban, majd infralampas melegités mellett 1 O6ran at
miigyantaban (Durcupan A+B+C+D) inkubaltuk a mintakat, melyeket végiil
zselatin kapszulakba, Durcupan muigyanta keverékbe agyaztuk.

Ultramikrotommal (LKB Type 4801) félvékony metszeteket készittiink, és a
metszeteket toluidinkékkel megfestettiik. Ezen metszetekbdl a szamunkra érdekes
teriileteket kivalasztottuk, és ezekbdl ultravékony metszeteket készitettiink (Leica
Ultracut R), melyeket uranil-acetattal és oOlom-citrattal kontrasztoztunk.
Elektronmikroszkopos vizsgalataink soran a bazalmembran vastagsagat, valamint a
podocytak morfologidjat vizsgaltuk JEOL 1200 EX-II elektronmikroszkoppal. A
bazalmembran vastagsaganak meghatarozasa soran 50.000-szeres nagyitassal
késziilt felvételeken az endothelsejtet és a podocyta-labnyulvanyok membranjat
Osszekoté merdleges szakasz hosszat mértilk nanométerben Adobe Photoshop CS6
program segitségével.

4. A PACAP-38 nephroprotektiv hatasmechanizmusanak vizsgalata

A molekularis biologiai vizsgalatokhoz sziikséges vesemintdkat a vese felsd
polusahoz kozeli kéregallomanybdl vettiik, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk,
majd tovabbi feldolgozasig -80°C-on taroltuk.

4.1. Gyulladasos citokinek és adhézios molekulik vizsgalata patkany citokin
array kit és Luminex Multiplex Immunoassay segitségével

A citokinek renalis expressziojat a vesehomogenizatumokon végzett patkany
citokin array kit (R&D Systems) segitségével szemikvantitativ modon hataroztuk
meg. Az array a kovetkezd citokinek vizsgalatara terjedt ki: citokin-indukalt
neutrofil kemoattraktans (CINC) -1, -2a/B, -3, ciliaris neurotréfikus faktor (CNTF),
fraktalkin, granulocyta-makrofag kolénia stimulalé faktor (GM-CSF), szolubilis
intercellularis adhéziés molekula (SICAM)-1, interferon(IFN)y, interleukin(IL)-1a,
-1, -lra, -2, -3, -4, -6, -10, -13, -17, IFNy-indukalt protein(IP)-10,
lipopoliszacharid-indukalt cisztein-X-cisztein kemokin (LIX), L-szelektin, TFNy-
indukalt monokin (MIG), makrofag gyulladasos protein(MIP)-1a, -3a, normal T-
sejt altal regulalt, expresszalt és szekretalt citokin (RANTES), thymus kemokin,
szoveti metalloproteinaz inhibitor(TIMP)-1, tumor nekrozis faktor(TNF)o és
vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF). Az el6készitett vesemintakat
PBS-ben homogenizaltuk proteaz inhibitor koktél hozzaadasaval, majd 1% Triton
X-100-at adtunk a mintakhoz, és 15 pl biotinilalt antitesttel 1 6ran at inkubaltuk. A
nitrocelluléz membran blokkolasat kovetéen a biotinilalt antitesttel inkubalt
homogenizatum 1,5 ml-ét a membranra pipettaztuk, majd egy éjszakai inkubaciot
kovetéen tormagyOkér peroxidazzal konjugalt streptavidinnel inkubaltuk a
membrant, végiil a filmet kemilumineszcens modon el6hivtuk. A kiértékelés soran
az immunpozitivitas pixeldenzitasat ImageJ 1.40 szoftver segitségével mértiik.
Luminex Multiplex Immunoassay moédszerrel az SICAM-1 és L-szelektin szintjét
hataroztuk meg Flurokine MAP Rat Base Kit segitségével. A vizsgalatot Luminex
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100 eszkdzzel végeztiik, a median fluoreszcens intenzitds meghatarozasa Luminex
100 IS szoftverrel tortént. A mintdkat 1% protedz-inhibitor koktélt tartalmazé
RPMI-1640-ban homogenizaltuk. A mintak (20 mg/ml), valamint a standard 50 pl-
ét 96-lyuku lemezre pipettdztuk, melyek 50 pl antitesttel bevont gydngyot
tartalmaztak. Biotinilalt szekunder antitestet és streptavidin-PE-t, majd az utolso
mosast kovetéen 100 pl puffert adtunk minden wellhez. Inkubéciot kovetden a
lemezt Luminex 100 array reader segitségével leolvastuk. Az adatok elemzését
MasterPlex szoftverrel végeztik. Az eredményeket pg/g nedves szovet
mértékegységben fejeztiik ki.

4.2. Kvantitativ real-time (,,valés idejii”) polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A kollagén IV expresszidjanak meghatarozasa a Col4alA primer segitségével
tortént, belsé kontrollként aktint (Actb) hasznaltunk. A RT-PCR analizishez
hasznalt primerek a kollagén I'V. esetében: Coldal: 5 — TCG GCT ATT CCT TCG
TGA TG -3"¢és 5 — GGA TGG CGT GGG CTT CTT - 3° (GenBank azonosito:
NM_009931.2, 52°C, amplimer méret: 209 bp) és az aktin esetében: Actb: 5° —
GCC AAC CGT GAA AAG ATG A — 3’ és 5 — CAA GAA GGA AGG CTG
GAA AA — 3’ (GenBank azonosito: NM_007393, amplimer méret: 462 bp). Az
optikai denzitas mérését ImagelJ 1.40 szoftver segitségével végeztik, és az értékeket
aktinra normalizaltuk.

4.3. Western blot

A vese kéregallomanyabdl szarmazo mintakat 100 pl 50 mM-os Tris-HCl-et
tartalmazo jéghideg pufferben homogenizaltuk, és proteaz inhibitor kevercket
adtunk hozza. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen a mintakat
Protran nitrocelluloz membranra blottoltuk. Blokkolas utan a membranokat a
kovetkezd primer antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at +4°C-on: anti-tAkt,
foszfospecifikus anti-Akt-1 Ser473, foszfospecifikus anti-ERK1/2 Thr202/Tyr204,
foszfospecifikus anti-p38MAPK (1:500), anti-TGF-B1, anti-kollagén IV (1:400) és
anti-aktin (1:10000). Ezutan kecske anti-nyal (1:3000) vagy anti-egér (1:1500)
tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltunk fél éran keresztiil. Az
antigén-antitest komplexek vizualizalasa erdsitett kemilumineszcencia segitségével
tortént. A pixeldenzitast ImageJ 1.40 program segitségével mértiik.

4.4. Biokémiai assay a malondialdehid (MDA), glutation (GSH) és szuperoxid-

dizmutaz (SOD) szintjének meghatirozasara

A malondialdehid szintjének mérése soran a vesehomogenizatumokhoz telitett
tiobarbiturat 10% perklorsavban (TBA) —20% trikloracetat reagenst adtunk, majd
20 perces 100°C-on torténd inkubaciot kovetéen a mintakat jéghideg vizbe

s

hataroztuk meg 532 nm-en, és az értékeket pmol/g szovetre adtuk meg.



A glutation szintjének meghatarozasahoz a mintdkhoz 10%-os triklorecetsavat
adtunk, majd centrifugalast kovetéen a feliiliszé 2 ml-éhez 4 ml 0,4 M-os (pH 8,7)
trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) puffert adtunk, és az igy kapott elegyet
100 ul 5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzdadasat kovetéen 412 nm-en
fotometraltuk. A renalis GSH-koncentraciot standardgorbe alapjan pmol/g-ban
hataroztuk meg.

A renalis szuperoxid-dizmutdz meghatarozasa soran a vesehomogenizatumokat
centrifugaltuk, majd a feliiliszobdl 480 nm-en mértiik a SOD 4altal gatolt adrenalin-
adrenokrém 4talakulast, melybdl kiszamithatdé a SOD koncentracidja. A kapott
értékeket [U/g szovettdmegre adtuk meg.

5. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai értékelése Microsoft Office Excel és GraphPad
szoftver segitségével tortént. Az egyes csoportok kozotti szignifikans eltérések
kimutatasara kétutas variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni-
korrekcioval. A kapott eredményt akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak,
amennyiben p értéke kisebb volt, mint 0,05.

EREDMENYEK

1. A PACAP-38-kezelés hatasa kontroll és diabeteses allatok vércukorszintjére,
testtomegére és vesetomeg-testtomeg aranyara

A kisérlet megkezdése el6tt a patkdnyokban mért eseti gliikkozszint 5,6-7,8 mmol/I
kozott volt. Az egyszeri streptozotocin injekcio szignifikans vércukorszint-
emelkedéshez vezetett mind a diabeteses, mind pedig az egyidejiileg PACAP-38
injekcioval kezelt diabeteses allatok esetén. A 8 hetes PACAP-38-kezelés nem
eredményezett valtozast sem a Kkontroll, sem pedig a diabeteses allatok
vércukorszintjében.

A PACAP-38-kezelés nem eredményezett szignifikins valtozast a kontroll
patkanyok testtomegében, azonban a kisérlet 8. hetének végére a diabeteses allatok
testtomege szignifikinsan csokkent. A PACAP-38-kezelt diabeteses allatok
stlycsokkenése enyhébb volt ugyan, de a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak.

Hasonloképpen nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll, valamint a PACAP-38-
kezelt allatok vesetomeg-testtomeg aranydban sem. A diabeteses allatokban az
arany szignifikans emelkedését tapasztaltuk. A PACAP-38-kezelés szignifikans
mértékben nem csokkentette a diabetes hatdsara megndvekedett vesetomeg-
testtdmeg aranyt.



2. Szbvettani eredmények

2.1. A PACAP-38-kezelés hatisa a diabetes-indukalt glomerularis
elvaltozasokra

A kontroll allatok veséinek szovettani vizsgéalata soran ép glomerularis szerkezetet
figyeltink meg, amelyben a 8 hetes PACAP-38-kezelés nem eredményezett
valtozast. A diabeteses allatok veséi a diabeteses glomerulopathia jellegzetes
elvaltozasait mutattdk mezangialis matrix expanzioval és a glomerularis
bazalmembran megvastagodasaval. Ezen eltérések egyiittes kovetkezménye az
intraglomerularis PAS-pozitiv teriilet felszaporodasa, mely a glomerulopathia
kvantifikalasara alkalmas mutato. PACAP-38 hatasara szignifikansan kisebb
mértékli glomerularis karosodast figyeltiink meg, az intraglomerularis PAS-pozitiv
teriilet nagysaga a kontroll mintak értékével egyezett meg.

2.2. APACAP-38-kezelés hatasa a diabetes-indukalt tubularis elvaltozasokra
A diabeteses allatok vesemintaiban a tubularis hamsejtekben PAS-pozitiv
granulaciot észleltiink. Ezen granulumok analizalasara végzett emésztett-PAS
reakcio a tubularis granulumok glikogéntartalmat igazolta.

A diabeteses tubulopathiara jellemzd elvaltozas az Ggynevezett Armanni-Ebstein
jelenség, vagyis a tubularis glikogéngranulumok felszaporodasa. Ezen PAS-pozitiv
glikogéndepozitumok a kontroll, valamint a PACAP-38-kezelt kontroll allatok
veséjébdl teljes mértékben hianyoztak. Ezzel szemben a kezeletlen diabeteses
csoport veséiben kifejezett volt az Armanni-Ebstein jelenség, ezen mintakban nagy
mennyiségli tubularis glikogéngranulum felhalmozodasat figyeltik meg. A
PACAP-38-kezelés  szignifikansan  csokkentette a  glikogéngranulumok
kialakulasanak mértékét a diabeteses allatok vesetubulusaiban.

2.3. A PACAP-38-kezelés hatasa a diabetes-indukalt vascularis hyalinosisra

A vascularis hyalinosis jellegzetes, de nem patognémikus manifesztacidja a
diabeteses microangiopathianak, mely a kezeletlen, valamint PACAP-38-kezelt
kontroll allatok veséjében minimalis mennyiségben volt jelen. Ezzel szemben a
kezeletlen diabeteses vesékben szignifikdnsan magasabb foku arteriolaris hyalinosis
alakult ki, melynek megjelenése PACAP-38-kezeléssel teljes mértékben
megelézhetd volt.

3. A PACAP-38 hatisa a diabeteses nephropathia elektronmikroszkopos
elviltozasaira

Az elektronmikroszkopos felvételek tanusaga szerint a kezeletlen diabeteses allatok
glomerulusaiban a  glomerularis  bazadlmembran  (GBM)  szakaszosan
megvastagodott. Ezeken a teriileteken a GBM szignifikansan vastagabb volt, mint a
kontroll, PACAP-38-kezelt kontroll vagy PACAP-38-kezelt diabeteses allatok
esetében. Ezzel szemben a diabeteses allatok glomerularis bazalmembranjanak meg
nem vastagodott teriiletei nem mutattak szignifikans eltérést a kontroll értékektsl. A
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PACAP-38-kezelés meggatolta a diabeteses allatokban a szegmentalis GBM
megvastagodas kialakulasat, a GBM vastagsaga esctiikben a kezeletlen, valamint
PACAP-38-kezelt kontroll allatokban mért értékekkel egyezett meg.

A diabeteses vesékben a podocytdk sulyos karosodasat észleltiik a labnytlvanyok
38-kezelt diabeteses allatok veséiben a podocytdk nem mutattak morfoldgiai
eltérést, az elektronmikroszkopos felvételeken intakt podocyta labnyulvanyok
voltak lathatoak.

4. A PACAP-38 nephroprotektiv hatasanak mechanizmusa

4.1. A PACAP-38-kezelés hatasa a vizsgalt citokinek, kemokinek és adhézios
molekulik expresszidjara

Kontroll allatokban a PACAP-38-kezelés nem valtoztatta a legtdbb citokin
expresszidjat, de néhany citokin szintjében emelkedést tapasztaltunk, igy a TIMP-1,
a MIG, a MIP-30, a RANTES és az L-szelektin adhéziés molekula esetén, mig a
kezelés csokkentette a LIX és a CNTF szintjét. A diabetes jelentdsen fokozta a
gyulladasos citokinek tobbségének expresszidjat, igy emelkedett a CINC-1, a
TIMP-1, a LIX, a MIG, a MIP-3a, a RANTES és a CNTF, valamint az adhézios
molekulak koziil az L-szelektin és az SICAM szintje. A masnaponta alkalmazott
PACAP-38-kezelés nagymértékben csokkentette ezen citokinek és kemokinek
expressziojat, melyek koziil néhany a kontroll vesékben mért szintre tért vissza.

4.2. A PACAP-38-kezelés hatasa a kollagén IV. expresszidéjara
A diabetes a bazdlmembran felépitésében fontos szerepet jatszé IV-es tipusu
kollagén expressziojat szignifikans mértékben fokozta. A 8 hetes PACAP-38-

sy

4.3. A PACAP-38-kezelés hatasa a proszklerotikus és apoptotikus fehérjék
szintjére

A diabetes jelent6sen fokozta a diabeteses nephropathia patogenezisében fontos
szerepet jatszo fibrotikus markerek, igy a IV-es tipusu kollagén és a TGF-B1 renalis
expressziojat. PACAP-38-kezelés szignifikansan csOkkentette ezen faktorok
szintjét.

A PACAP-38-kezelés fokozta az antiapoptotikus Akt foszforilaciojat kontroll
allatok esetében. A diabeteses nephropathia a vesesejtek jelentds apoptozisaval, és
ezaltal a renalis p38MAPK foszforilalt formajanak jelentés emelkedésével jart, de
az antiapoptotikus Akt és ERK1/2 is aktivalodott a diabeteses allatok veséjében. A
PACAP-38-kezelt diabeteses allatokban az antiapoptotikus fehérjék, igy az Akt és
az ERKI1/2 jelentésen — a kezeletlen diabeteses allatokhoz viszonyitva
szignifikansan nagyobb mértékben — aktivalodtak. Ezenfelill a PACAP-38-kezelés
gatolta a p38MAPK foszforilacigjat és csokkentette a diabetes hatdsara
megemelkedett hasitott kaszpaz-3 szintet. A diabetes hatdsara upregulalodott az
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NF«B transzkripcios faktor p60 alegysége, melynek mind a citokintermelés, mind

srer

p60NF«B szignifikdnsan alacsonyabb aktivacidét mutatott.

4.4. A PACAP-38 hatasa a malondialdehid (MDA), a glutation (GSH) és a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) szintjére

Az oxidativ stresszmarkerek meghatarozédsara végzett biokémiai assay segitségével
szignifikdnsan magasabb glutation szintet mértiink a PACAP-38-kezelt diabeteses
allatokban, mint kezeletlen diabeteses tarsaik esetében. A PACAP-38-kezelés
emelte a SOD szintjét is kontroll allatokban, azonban diabetes esetén szignifikans
valtozast nem tapasztaltunk sem a SOD, sem pedig az MDA expressziojaban.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink els6 részében igazoltuk az in vivo PACAP-38-kezelés védo hatasat 8
hetes diabeteses nephropathia szovettani elvaltozasaival szemben, tovabba els6ként
alkalmaztunk 8 hetes PACAP-kezelést, és bizonyitottuk ezen hosszatavi kezelés
hatékonysagat.

Szovettani vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a PACAP-38-kezelés szignifikans
mértékben csokkenti a diabeteses nephropathia jellegzetes glomerularis, tubularis és
vaszkularis elvaltozasait a vér glitkkdzszintjének befolyasolasa nélkiil.

Kisérleteink masodik részében a véd6 hatasért felelés molekularis
mechanizmusokat tartuk fel, igy igazoltuk a PACAP antiinflammatorikus,
antiapoptotikus, antifibrotikus és antioxidativ hatasanak szerepét a nephroprotektiv
hatas hatterében.

A gyulladas, ahogy az a bevezetésben mar emlitésre keriilt, a diabeteses
nephropathia egyik f6 patogenetikai faktora amely tubulointersticialis fibrosishoz,
tubularis atrophidhoz és vaszkularis karosodashoz vezet. A PACAP citokin-
expressziot befolyasolé immunmodulalé hatdsat a jelen kisérlethez hasonléan mar
szamos korabbi kisérleti modellben bizonyitottak.

A PACAP-kezelés szintén csokkentette a diabetes hatasara fokozoddott renalis
NF«B-szintet, melynek kulcsszerepe van a diabeteses vesebetegség kialakulasaban.
Szamos korabbi vizsgalat bizonyitotta, hogy a PACAP, hasonldan a szerkezetileg
foszforilaciojanak gatlasan keresztiil in vivo és in vitro korilmények kozott is. Az
NF«B aktivaciojanak kovetkezménye a tubularis karosodas, valamint a
proinflammatorikus citokinek, kemokinek és adhézios molekulak talzott mértéka
termel6dése. Emellett a reaktiv oxigénszarmazékok altal indukalt apoptotikus
folyamatok jelatvitelében is fontos szerepet tulajdonitanak az NFkB-nek. A PACAP
az NF«B aktivacio csokkentése altal gatlo hatast fejtett ki ezen folyamatokra.

A jelen kisérletben — szamos korabbi vizsgalathoz hasonléan — azt tapasztaltuk,
hogy a PACAP fokozta az antiapoptotikus faktorok, igy az Akt és az ERK1/2, mig

csokkentette a proapoptotikus p38MAPK foszforilaciojat, és gatolta a kaszpaz-3
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aktivacidjat. A kaszpaz-3 kiemelt szerepet jatszik a podocytak hiperglikémia
hatasara bekovetkezd apoptodzisaban.

A TGF-B1 a fibronektin, a kollagén IV. és a laminin taltermelddését, illetve
csokkent lebomlasat valtja ki a mezangialis matrixban, a glomerularis és tubularis
bazdlmembranban, valamint az intersticiumban, mely stlyos morfologiai és
funkcionalis elvaltozdsokat okoz a vesében. A PACAP szdvettanilag igazolt
nephroprotektiv hatdsanak hatterében a TGF-B1 és a kollagén IV. szintjének a
kezelés hatasara bekdvetkezd csokkenése all.

Az oxidativ stressz szerepe a diabetes €s a diabeteses komplikaciok kialakulasaban
jol ismert. A renalis sejtek oxidativ karosodasahoz a mitokondrialis szabadgyokok
tultermel6dése mellett a glutation aktiv forméjanak csokkenése kovetkeztében
karosodott antioxidativ védelem is hozzajarul. Kisérletinkben a PACAP
normalizalta a diabetes hatasara lecsokkent GSH szintet, mely a PACAP
antioxidans szerepét bizonyitja.

Ezen eredményeink alapjan a PACAP igéretes terapias lehetdségnek tlinik a
diabeteses nephropathia kezelésében. A PACAP esetleges Klinikai alkalmazasa el6tt
azonban még szamos problémat mérlegelniink kell, igy az esetleges
mellékhatasokat, valamint a peptid gyenge biohasznosuldsat. Jelen kisérletben
patkanyok esetében kronikus intraperitonealis PACAP-38-kezelés hatdsdra nem
tapasztaltunk szamottevé mellékhatast. Egy korabbi human vizsgalat szintén
igazolta, hogy a peptid szisztémas infuzidja nem okoz jelentés mellékhatast. A
masik probléma a gyenge biohasznosulas, hiszen a peptid féléletideje a szisztémas
keringésben minddssze 2-10 perc a dipeptidil peptidaz IV (DPP V) altali
enzimatikus hasitas kdvetkeztében. Ezért napjainkban is szamos, a PACAP-kezelés
egyszerli és megbizhatdé moddjanak kifejlesztésére iranyuld kisérlet folyik. A
kisérletben a peptid rovid felezési ideje ellenére azt tapaszaltuk, hogy a masnaponta
torténd intraperitonedlis kezelés szignifikans protektiv hatast valtott ki. Ennek
hatterében feltehetéleg az all, hogy bar a szisztémas keringésben a PACAP
féléletideje nagyon rovid, a receptorokhoz vald kotddést kovetden beinditott
jelatviteli utak aktivacidja jelentésen elhtizodd hatastartamot eredményez. Klinikai
gyakorlatban is bevalt kezelés a DPP IV inhibitorok alkalmazdsa a 2-es tipusu
diabetes terapidjaban, melyek elsésorban a glitkagonszerti peptid-1 (GLP-1)
szintjének emelésén, valamint egyes uGjabb tanulmanyok szerint a PACAP
szintjének novelésén keresztiil is hatnak.

Osszegezve, jelen kisérlettel elsdként bizonyitottuk az in vivo PACAP-38-kezelés
protektiv hatasat a diabetes hatasara kialakulo glomerulopathiaval, tubulopathiaval
¢és vasculopathiaval szemben 8 hetes diabeteses nephropathia patkanymodelljében.
Tovabba feltartuk a PACAP védd hatasanak hatterében allo antiinflammatorikus,
antifibrotikus, antioxidativ és antiapoptotikus mechanizmusokat. Ismerve a PACAP
B-sejtek proliferaciojat és inzulinszekréciot serkentd, valamint diabeteses
retinopathidval szembeni védé hatasat elmondhato, hogy a PACAP szamos ponton
gatolja a diabeteses komplikaciok kialakulasat és progresszidjat, kovetkezésképpen

crer
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11. APAC1 ES VPAC1/2 RECEPTOROK SZEREPENEK VIZSGALATA A
PACAP NEUROGEN GYULLADASRA KIFEJTETT GATLO HATASABAN

BEVEZETES

1. A Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPA1) csatornak és szerepiik a
neurogén gyulladasban

A Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1 (TRPA1) a TRP ioncsatorna
receptorcsaladba tartozd nem-szelektiv ioncsatorna, melynek fajdalom, valamint
gyulladasos folyamatok kivaltasaban van szerepe. A TRPAL receptorok a spinalis
és trigeminalis ganglionban, valamint a ganglion nodosumban elhelyezkedd
nociceptiv primer afferens neuronok centralis, valamint periférias végzodésein
expresszalodnak, ahol felveszik és amplifikaljak a nociceptiv stimulust. A receptor
legfontosabb szerepe a kornyezeti irritansokkal szembeni érzékenység, €s ennek
megfeleléen a bort, a légutakat és a gasztrointesztinalis rendszert beidegz6
szenzoros idegvégzddéseken expresszalddnak. Szamos természetes és szintetikus
stimulansuk ismert, igy példaul a mustarolaj vagy kémiai nevén allil-izotiocianat. A
mustarolaj a szenzoros idegvégzddéseken expresszalodd TRPA1 receptorokat
specifikusan aktivalva akut neurogén gyulladast valt ki, melyet erythema, oedema,
fajdalom, valamint mechanikus és termalis hiperalgézia kisér.

A TRPAI1 ¢és TRPV1 ioncsatornakat expresszald szenzoros idegvézédések harmas
funkcioval rendelkeznek; afferens funkcioval, mely a fajdalom ortodrom, centralis
iranyba torténd tovabbitasat jelenti, ezen folyamat eredménye a nocicepcio és a
fajdalom. A lokalis efferens funkcié a szenzoros idegvégzddésekbdl torténd
gyulladaskelté neuropeptidek, igy kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) és
tachikininek: P-anyag (SP) és neurokininek (NK) felszabadulasat jelenti. A
felszabadulo CGRP arteriolaris vazodilataciot, mig a tachikininek leukocyta-
akkumulaciot és plazma-extravazaciot valtanak ki, melyet lokalis gyulladasos
hiperszenzitivitads kisér, ezt nevezziik akut neurogén gyulladasnak. A harmadik
pedig a szisztémas efferens funkcid, amely a szisztémas gyulladasgatld funkcioval
rendelkezo peptidek, igy tobbek kdzott a PACAP felszabadulasat jelenti.

A neurogén gyulladds szamos betegség patogenezisében jatszik kiemelkedd
szerepet, igy rosacea, allergids kontakt dermatitis, atopias dermatitis, migrén,
allergias rhinitis, sarcoidosis, rheumatoid arthritis, psoriasis, asthma ¢és kronikus
obstruktiv tiidobetegség (COPD) esetén. A rendelkezésiinkre all6 nem szteroid
gyulladascsokkentd gydgyszerekkel a neurogén gyulladas nem csokkenthetd, igy
jelenleg ezen betegségek esetében nincs lehetéség a hattérben alld f6 patogenetikali
faktor eliminaciojara.

2. A PACAP szerepe a neurogén gyulladasban

A PACAP expresszalodik a trigeminalis, valamint a hatsé gyoki ganglion kis és
kozepes méretii neuronjaiban, a kapszaicin-szenzitiv szenzoros neuronokban, illetve
a gerincveld hatso szarvanak felszini rétegeiben. Bizonyitottdk a PACAP protektiv
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hatasat szamos olyan betegséggel szemben, amelynek patogenezisében fontos
szerepet tolt be a neurogén gyulladés, igy asthma, rheumatoid arthritis, allergiés
kontakt dermatitis, valamint Crohn betegség esetén. Szintén igazoltdk, hogy
kapszaicin és elektromos tér altali stimulacidé hatasara fokozodik a PACAP-38
felszabaduldsa a gyomor plexus myentericusabol és a szem, valamint a trachea
szenzoros idegvégzddéseib6l in vitro, valamint patkany gerincvel6bdl in vivo.
Szisztémas TRPV1 agonista resiniferatoxin hatasara a kapszaicin-Szenzitiv
idegvégzodésekbdl a keringésbe keriild PACAP a vérplazma PACAP-szerl
immunreaktivitisaban mérhetd emelkedést okoz, mig az idegvégzddések lokalis
ingerlése esetén ez a hatas elmarad. A peptid antiinflammatorikus hatasa in vivo is
megfigyelhets, i.p. PACAP-38 szignifikansan csokkenti az 1% mustarolaj, a
kapszaicin és a resiniferatoxin altal indukalt plazma-extravazaciot és neurogén
oedemat. Ennek hatterében az allhat, hogy a felszabadulo PACAP-38 lokalis
antiinflammatorikus hatast fejt ki, és koncentracio-dependens modon gatolja a
CGREP ¢és a SP felszabadulasat.

3. A maxadilan és a VIP gyulladasban betoltott szerepe

A 61 aminosavbol 4all6 maxadilan a PACI1 receptor specifikus agonistéja.
Kiemelked6 vazodilatator hatasa mellett szamos vizsgalat igazolta, hogy a
maxadilan jelentés gyulladasgatld hatassal rendelkezik, azonban neurogén
gyulladasra kifejtett hatasa ezidaig ismeretlen volt.

A 28 aminosav hosszusagii VIP Koexpresszalodik a hozza szerkezetileg
nagymértékben hasonld6 PACAP-pal a paraszimpatikus és hatsé gyoki
ganglionokban, a ganglion oticum, sphenopalatinum és nodosum perikaryonjaiban.
A VIP immunregulaciés hatasat elsésorban a VPACI receptorok kozvetitik
adenilat-ciklaz aktivacidjan keresztiil. VIP génhianyos egerek hajlamosabbak
szamos gyulladasos betegség, igy septicus shock, asthma bronchiale és pulmonalis
hypertensio kialakulasara. A VIP neurogén gyulladasban betoltott szerepét is
szamos vizsgalat igazolta. A neuropeptid gatolja a glutamat- és oxidativ stressz
indukalt pulmonalis oedemat, a kapszaicin hatasara kialakuld bronchokonstrikciot
és 1éguti gyulladast. A PACAP-hoz hasonléan a maxadilan és a VIP intradermalis
injekcidja bizonyitottan serkenti a plazma-extravazaciét nem gyulladasos
szovetekben, bizonyitva, hogy mustéarolaj-stimuldciéo hianyaban mind a PACI,
mind pedig a VPACI1/2 receptorok aktivacidja fokozott vaszKularis permeabilitast
idéz eld.

CELKITUZES

Ph.D. munkdm masodik részében a PACAP receptorainak, igy a PACL, a VPAC1

és 2 receptoroknak a PACAP neurogén gyulladast gatlo hatdsdban betoltott szerepét

vizsgaltam. A kisérlet soran a szelektiv PACI receptor agonista maxadilan- és a

VPAC1/2 agonista VIP-kezelés hatasat tartuk fel a mustarolaj-indukalt neurogén

oedemara, plazmafehérje-extravazaciora és vazodilataciora. A gyulladas késdi, nem
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neurogén fazisara jellemz6 neutrophil granulocyta-infiltraciot a mieloperoxidaz
enzim aktivitdsanak mérésével hatdroztuk meg.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben 3 hdénapos ndstény CDI1 egereket vizsgdltunk. A kisérleteket az
etikai szabdlyoknak ¢és az egyetemi protokollnak megfeleléen végeztiik
(BA02/2000-15024/2011, Pécsi Tudomanyegyetem). A vizsgalt csoportok a
kovetkezok voltak:

1) I.p. maxadilan-kezelt (100 pg/kg; n=48)

2) L.p. VIP-kezelt (100 pg/kg; n=52)

3) L.p. fiziologias sooldattal kezelt (10 ml/kg; n=52).

Az intraperitonealis kezeléseket legalabb 15 perccel a kisérletet megelézéen
végeztiik. Az allatok testhomérsékletét a kisérlet idGtartama alatt melegitopad
segitségével allando 38°C-on tartottuk.

2. Mustarolajjal és formalinnal kivaltott neurogén oedema vizsgalata egérfiilon
Az allatok fiilének vastagsagat ketamin (100 mg/kg) — xylazin (5 mg/kg) altatasban
mikrométer segitségével mértilk meg. A kontroll mérést kovetden az egerek fiilének
mindkét oldalat 10-10 pl 1 vagy 5%-0s, paraffinolajban oldott mustarolajjal vagy
5%-0s, desztillalt vizben oldott formalinnal kezeltiik, melyet 1 o6raval késébb
megismételtiink. Az egerek fiilének vastagsagat az elsé mustarolaj/ formalin-
kezeléstdl szamitott 30 perccel, 1 draval, majd ezt kdvetden a 6 oras kisérlet végéig
minden oOraban mértikk. Az eredmények meghatarozasakor a fiilvastagsag
kontrollhoz viszonyitott %-os novekedését szamitottuk ki, és az adatokat atlag +
SEM-ben adtuk meg.

3. Az Evans kék-kotott albumin extravazaciéjanak meghatirozasa egérfiilon
Az egereket uretannal (1,2 g/kg) elaltattuk, az Evans kéket (25 mg/kg) legalabb 10
perccel a mérés megkezdése elbtt injektaltuk. Az egérfiil dorzalis felszinének 20 pl
5%-o0s mustarolajjal, vagy kontroll allatok esetében paraffinolajjal térténé kezelése
elétt 3 kontroll felvételt készitettink az egerek fiilérél Nikon intravitalis
mikroszkép segitségével (1x objektivvel és 2x optikai zoom-mal), majd a
mustarolaj/ paraffinolaj-kezelést kovetéen 30 masodpercenként készitettiink
felvételt a 30 perces kisérlet soran. Az intenzitdsok meghatarozasa Image-Pro Plus
7.0.0.591 szoftverrel tortént. Az intenzitasokat a kontroll értékhez viszonyitottuk, és
az adatokat atlag% + SEM-ben adtuk meg.

srer
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végeztiik (Periscan PIM-II, Perimed, Svédorszag) ketamin — xylazin altatasban. 3
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kontroll kép készitését kovetden 20 pl 5% mustarolajjal kezeltiik az egerek jobb,
mig 20 pl paraffinolajjal az egerek bal fiilének dorzalis felszinét, majd 2 perces
intervallumonként szkenneltiik az allatok fiileit. A szkennelt teriileten a két fiil
teriiletét kijeloltiik (,,region of interest”, ROI), és az ezeken mért aramlasi értékeket
a kontroll képek atlagaihoz viszonyitottuk, majd az 5%-os mustarolajjal stimulalt
jobb fiilon mért értékekbdl kivontuk a vivOanyaggal kezelt bal fiilon kapott
értékeket annak érdekében, hogy méréseinket az allatok szisztémas keringésében
bekdvetkez6 valtozasok ne befolyasoljak.

5. Az egérfiilek mieloperoxidaz (MPQ) aktivitaisanak meghatarozasa

Hat oraval az 5%-os mustarolaj elsé topikalis alkalmazasat kovetden az egerek
fiileit eltavolitottuk, és -80°C-ra fagyasztottuk. A fiileket kalium-foszfat pufferben
homogenizaltuk. Centrifugalast kovetéen az lledéket 0,5% hexadecil-
trimetilammoniumot (HTAB) tartalmazé kalium-foszfat pufferben vortexeltiik. A
mintdk MPO aktivitdsat ismételt centrifugalast kdvetden a feliiluszobol hataroztuk
meg a mieloperoxidiz enzim szubsztratjanak, H,0,-3,3',5,5'-tetrametilbenzidinnek
(TMB/H,0,) a hozzaadasaval. A mintak optikai denzitasat (OD) 6t perc
kiilonbséggel kétszer mértiikk meg Labsystems microplate reader segitségével 620
nm-en, és az értékeket a human MPO standardhoz viszonyitottuk. Az idéegység
alatti optikai denzitas-valtozasbol (AOD/eltelt id6) a mintdban 1év6 mieloperoxidaz
enzim aktivitasara kovekeztettiink. Az adatokat U/g nedves szovetre adtuk meg.

6. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai értékelése GraphPad szoftverrel, ismételt méréses vagy
kétutas variancia-analizis (ANOVA) és Bonferroni moédositott t-teszt segitségével
tortént. A kapott eredményt akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak,
amennyiben p értéke kisebb volt, mint 0,05.

EREDMENYEK

1. Maxadilan és VIP hatasa a mustarolaj- és formalin-indukalt neurogén
oedemira
A fiilek maximalis megvastagodasa 1%-os mustarolaj-kezelés esetén ~20%, mig
5%-o0s mustarolaj esetében ~45% és 5% formalin hatasara ~80% volt.
1%-0s mustarolaj topikalis alkalmazasanak kovetkeztében kialakulé neurogén
oedema a kezelést kdvetben 4 oOraval érte el a maximumat, ekkor 21,2%-0S
fillvastagodast tapasztaltunk a kontroll, fiziologias sooldattal kezelt allatokban. A
MO-indukalt neurogén oedema szinte teljes mértékben hianyzott a PAC1 receptor
agonistaval kezelt allatokban, maximum 4,8%-os flilvastagsag-novekedést mértiink
a mustarolajjal torténd kezelést kovetd harmadik és negyedik ordban. A VIP
szignifikans oedemacsokkenést nem eredményezett.
Az 5%-0s mustarolaj-kezelés hatasara fokozodott a neurogén oedema mértéke, a
maximalis fiilduzzadas 45,9%-0s volt a kontroll csoportban. Maxadilan-kezelés
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hatasara a kisérlet els6 5 6rajaban szignifikansan kisebb mértékii, maximum 25,6%-
os volt a fiillvastagodas mértéke. A VIP-kezelés szintén mérsékelte a neurogén
oedema kialakuldsat, szignifikans gatlast a kisérlet masodik és negyedik o6rajaban
érve el. Az 1%-os mustarolaj esetében kapott eredményekhez hasonldéan a
maxadilan neurogén gyulladast gatlé hatisa kifejezettebb volt a kisérlet teljes
id6tartama alatt, mint a VIP-é.

Az 5%-os formalin altal kivaltott neurogén oedema sordn nem talaltunk
kiilonbséget a VIP-vel és a fiziologids sooldattal kezelt allatok kozott, a maximalis
fillduzzadas mértéke 77% volt a VIP-vel, mig 79,4% a vivOanyaggal kezelt
csoportban. A maxadilan a formalin-indukalt neurogén gyulladast a kisérlet teljes
id6tartama alatt szignifikans mértékben gatolta.

Ezen eredmények alapjan az 5%-os mustarolaj-kezelés bizonyult a
legmegfelel6bbnek a maxadilan és a VIP neurogén gyulladasra kifejtett hatdsanak
vizsgalatara, igy minden tovabbi kisérletben az 5%-os mustérolajjal torténd
indukciot alkalmaztuk.

2. Maxadilan és VIP hatasa az 5% mustarolajjal kivaltott plazma-
extravazaciora

Az 5% mustarolaj a kontroll, vivéanyaggal kezelt allatokban szignifikansan, 48,3%-
kal fokozta a posztkapillaris venulak albumin-ateresztoképességét a paraffinolajjal
kezelt fiilekhez viszonyitva. A szisztémas VIP-kezelés nem befolyasolta a
plazmafehérjék kiaramlasat a kisérlet 30 perces id6tartama alatt, a maximalis
valtozas mustarolaj hatasara 43,7% volt a VIP-kezelt allatokban. A maxadilan
szignifikins mértékben gatolta az albumin kidramlasat, a plazma-extravazacio
maximalis fokozodasa 15,8% volt.

3. Maxadilan és VIP hatasa az 5% mustarolajjal kivaltott vazodilataciora

A maxadilan a paraffinnal kezelt fiilekben véraramlas-fokozodast valtott ki, mig a
VIP nem befolyasolta a bazalis perfuziot.

A neurogén gyulladashoz kapcsolodo perfuzio-fokozodas a fiziologias sooldattal
kezelt csoportban az 5% mustarolaj-kezelés utani 6-10. percben érte el 87,2%-0s
maximumat. Mind a szisztémas VIP, mind pedig a maxadilan szignifikans
mértékben gatolta a mustarolaj-indukalt vazodilataciot. A VIP-kezelés hatasara a
bér maximalis perfuzio-fokozodasa 39,4%, mig a maxadilan esetében 19,5%-0s
volt, vagyis a PACI receptoron keresztiili jelatvitel hatékonyabban gatolja a
neurogén vazodilataciot, szignifikans kiilonbséget a kisérlet 4-8. percében mutatva.

4. Maxadilan és VIP hatdsa a mieloperoxidaz aktivitasra

A mustarolajjal kezelt fiilekben a stimulaciot kovetd 6. oraban szignifikansan
magasabb volt a mieloperoxidaz aktivitas a megfeleld paraffinolajjal kezelt
fillekhez viszonyitva, melyet sem a maxadilan, sem a VIP nem befolyasolt
szignifikans mértékben. Tehat a VPAC1/2 és a PACL receptorok stimulacioja nem
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ey

befolyasolja a neutrophilek akkumulaciéjat sem stimulalatlan, sem pedig
mustarolajjal stimulalt szovetben.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kisérleteinkkel els6ként bizonyitottuk, hogy a szelektiv PAC1 receptor agonista
maxadilan gatolja az akut neurogén gyulladast. Ennek hatterében mind az artérias
vazodilatacié, mind pedig a vénak és kapilldrisok permeabilitis-fokozddasanak
gatlasa all, melyet a 1ézer Doppler modszerrel tapasztalt csokkent szdveti perfuzio,
illetve a mikrométerrel és intravitalis mikroszképiaval mért szignifikdnsan kisebb
plazma-extravazacio bizonyitott. A VPACL/2 receptor agonista VIP neurogén
gyulladast gatlé hatasa enyhébb volt, szignifikans oedema-csokkenést csak az 5%-
os mustarolaj-kezelés esetén ért el. Az oedemaképzddés elsdsorban a
kezelés. A mustarolajjal kivaltott gyulladas késéi, cellularis fazisa, mely a
mustarolaj-indukciot kovetéen 6 oraval alakul ki, nem neurogén, a kapszaicin-
szenzitiv szenzoros idegvégzodéseknek nincs szerepiik a kialakuldsdban. Korabban
igazoltak, hogy a PACAP-38-kezelés csak a gyulladas neurogén fazisat gatolja, mig
a leukocytak infiltraciojat jelz6 mieloperoxidaz aktivitas fokozdodasara nincs
hatassal. Jelen kisérletben sem talaltunk kiillonbséget a cellularis infiltracio
mértékében sem a PACIR, sem pedig a VPACI1/2R aktivacioja esetén.

A PACAP koncentracio-dependens modon gatolja az akut neurogén gyulladast, a
neuropeptid 100 pug/kg dozisban szignifikans mértékben csokkenti a mustarolajjal
kivaltott neurogén gyulladast. Tovabba lokalis immunmodulator hatasa révén
gatolja a CGRP, SP és szomatosztatin felszabadulast a trachea szenzoros
idegvégzOdéseibdl in vitro, ezaltal pedig a neurogén oedemat és plazmafehérje-
kiaramlast. Azonban jelen eredményeinkkel elséként igazoltuk a PACAP neurogén
gyulladast gatlo hatasaért felelés receptorialis mechanizmusokat.

Korabbi kisérletekkel igazoltak, hogy VIP és a PACAP gyulladasgatld hatasait
kisérletes arthritis és Crohn betegség esetén elsdsorban a VPACI receptor kozvetiti,
mig a PAC1 receptor felels a septicus endotoxaemiaval szembeni véd6 hatasaért.
A VPACI és VPAC2 receptorok fontos szerepet tdltenek be a nyomassal kivaltott
vazodilatacioban, melynek hatterében a kapszaicin-szenzitiv idegrostok aktivacioja
¢s CGRP-felszabadulas all. Szintén VPAC1/2 receptorok jelentdségére utal, hogy a
VIP neurogén gyulladast és hizosejt-degranulaciot kivalto hatasa kifejezettebb, mint
a PACAP-é. Human vizsgalatban is igazoltak, hogy a VPAC2 receptorok
aktivacidja gatldo hatasu asthma bronchiale esetén. Mindezek ellenére azonban a
jelen kisérlet eredményei arra utalnak, hogy a VPACI és 2 receptorok szerepe a
PACAP neurogén gyulladasra Kkifejtett gatldo hatdsaban csak az artérias
vazodilataciéo mérséklésére korlatozodik.

Szamos kozlemény foglalkozik a maxadilan nem neurogén gyulladasban és
vazodilatacioban betdltott szerepével, amelyek nélkiilozhetetlenek a Leishmania
transzmisszidjahoz, azonban ezidaig nem vizsgaltak a peptid neurogén gyulladasra
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kifejtett hatasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a maxadilan — a paraffinolajjal
kezelt kontroll fiileken is megfigyelhet6 erbteljes értagito hatisa ellenére —
gyulladas esetén gatolja a neuropeptid-kozvetitett perfazid-fokozodast.

A PACI receptor ismert szignalizaciés tutvonalai mind cAMP ¢és kalcium
felszabadulasdhoz  vezetnek, amely nem magyardzhatja a  szenzoros
idegvégzddéseken tapasztalt gatlo hatast. Ismert, hogy a PAC1/VPAC2 receptor
antagonista PACAP6-38, a szenzoros idegvégz6déseken agonistaként viselkedik.
Mindezek alapjan feltételezhetd egy ezidaig nem azonositott PACI1 receptorral
rokon Uj receptor vagy splice varians jelenléte a kapszaicin-Szenzitiv szenzoros
idegvégzddéseken.

Eredményeinket 0sszegezve, a maxadilan szignifikansan csokkentette a neurogén
gyulladashoz kapcsolodd oedemat, fokozott vaszkularis permeabilitast, valamint
perfuzio-fokozodast, mig a VIP antiinflammatorikus hatdsa a neurogén
vazodilatacié mérséklésére korlatozodott. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a PACAP mustarolaj-indukalt neurogén gyulladasra kifejtett gatlo hatasat
elsésorban a PACI receptor kozvetiti. Jelen eredményeink felvetik a PACL receptor
szelektiv agonistak felhasznalasi lehet6ségét a neurogén gyulladason alapuld
betegségek kezelésében.
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A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Ph.D. munkam els6 részében a PACAP diabeteses nephropathiaban kifejtett hatasat
vizsgaltam szovettani és molekularis biologiai vizsgalatok segitségével. Kisérletes
munkdm masodik részében pedig a PACAP receptorainak szerepét vizsgaltam a
PACAP neurogén gyulladasra kifejtett antiinflammatorikus hatasaban.

1. Az intraperitonealis PACAP-38-kezelés szignifikansan mérsékelte a 8 hetes
diabetes hatasara kialakuld6 glomerulopathia, tubulopathia és vasculopathia
mértékét. Elektronmikroszkopos vizsgalataink is bizonyitottdk a PACAP védo
hatasat a diabetes-indukalt bazalmembran-megvastagodassal és podocyta-
karosodassal szemben. PCR és Western blot vizsgalattal azonositottuk a védd hatas
hatterében allo antifibrotikus és antiapoptotikus hatast; utébbit bizonyitja, hogy a
kezelés hatasara csokkent a proapoptotikus, valamint emelkedett az antiapoptotikus
fehérjék foszforilacidja. A nephroprotektiv hatashoz hozzajarul a PACAP
antiinflammatorikus, illetve antioxidativ hatdsa is, melyet a kezelés hatasara
bekovetkez6 csokkent proinflammatorikus citokin-expresszio, valamint emelkedett
glutation szint mutat. Kisérleteinkkel a PACAP-kezelés Gjabb elényds aspektusat

crer

2. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a szelektiv PACL receptor agonista maxadilan
csokkenti a mustarolaj-indukalt neurogén oedemat, plazma-extravazaciot és
vazodilataciot. Ezzel szemben a VPAC1/2 receptor agonista VIP elsGsorban a
neurogén véraramlas-fokozodast csokkentette, mig a posztkapillaris venulak
permeabilitdsara nem volt hatassal. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy
a PACAP neurogén gyulladast csokkentd hatasa elsésorban a PACI receptorok
aktivaciojahoz kothetd. Eredményeink hozzajarulhatnak a neurogén gyulladdson
alapulo betegségek célzott kezeléséhez.

19



KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Dr. Reglddi
Doranak és Dr. Tamas Andreanak, akik TDK-s koromtdl kezdve iranyitottak és
tamogattak kutatdasi munkamat, és akiknek kitartisa és szakmai tuddsa mindig
példaként allt eléttem.

Koszonet illeti Dr. Csernus Valér professzor urat, az Elméleti Orvostudomanyok
Doktori Iskola programvezetdjét.

Halas vagyok Dr. Degrell Péternek, hogy precizitasaval és szakmai tudasaval példat
mutatott, és bevezetett a vesepatologia vilagaba. Koszonom Dr. Helyes
Zsuzsannanak, hogy a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetben dolgozhattam,
¢és hogy faradhatatlansagaval, kitartasaval és szakmai hozzaértésével példat mutatott
nekem.

Ko6szonom Dr. Kiss Péternek, hogy kezdettél fogva segitette allatkisérletes
munkaimat. Dr. Kovacs Krisztinanak és Dr. Juhidsz Tamasnak koszondém a
molekularis biologiai vizsgalatokban nyujtott segitségiiket. Kiilon koészondm Dr.
Csanaky Katalin szakmai segitségét, ¢és hogy tamogatasaval, tandcsaival
nagymeértékben hozzajarult kutatdsaim eredményességéhez.

Koszonet illeti dr. Hajna Zsofidt a lézer Doppler, Bagoly Terézt a
radioimmunoassay mérésekben, illetve dr. Nagy Pétert az intravitalis mikroszkop
hasznalatdban nyujtott segitségéért. Koszondm Dr. Kemény Agnesnek a Luminex
Multiplex Immunoassay mérés, valamint a neurogén gyulladas vizsgalata soran
nyujtott segitségét. Hasonloképpen koszonom Dr. Jancsdé Gabornak és Fajtik
Csillanak az oxidativ stresszmarkerek meghatarozasaban vald segitségiiket. Halasan
koszonom Omboli Gyulané, Dori segit@készségét, lelkesité hozzaallasat és
tamogatasat. Szintén koszonettel tartozom Bolboaca Alinanak kivald szovettani
munkajaért.

Tovabba koszonetet szeretnék mondani az Anatdmiai, illetve Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézet valamennyi dolgozéjanak a kisérleteim soran nyujtott
segitségért.

20



PUBLIKACIOS LISTA

Az értekezés alapjaul szolgalo publikaciék

Banki E, Degrell P, Kiss P, Kovacs K, Kemény A, Csanaky K, Diih A, Nagy D,
Toéth G, Tamas A, Reglodi D. (2013) Effect of PACAP treatment on kidney
morphology and cytokine expression in rat diabetic nephropathy. Peptides. 42:125-
130. (IF:2,614)

Banki E, Kovacs K, Nagy D, Juhasz T, Degrell P, Csanaky K, Kiss P, Jancsé G,
Toéth G, Tamas A, Reglédi D. (2014) Molecular mechanisms underlying the
nephroprotective effects of PACAP in diabetes. J Mol Neurosci. DOI:
10.1007/s12031-014-0249-z [K6zlésre elfogadva] (IF:2,757)

Banki E, Hajna Z, Kemény A, Botz B, Nagy P, Bolcskei K, Toth G, Reglédi D,
Helyes Z. (2014) The selective PAC1 receptor agonist maxadilan inhibits
neurogenic  vasodilation and edema formation in the mouse skin.
Neuropharmacology. 85:538-547. (IF: 4,819)

Egyéb publikaciok

Banki E, Pakai E, Gaszner B, Zsiboras C, Czett A, Bhuddi PR, Hashimoto H, Téth
G, Tamas A, Reglédi D, Garami A. (2014) Characterization of the
Thermoregulatory Response to Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide
in Rodents. J Mol Neurosci. DOI: 10.1007/s12031-014-0361-0 (IF:2,757)

Banki E, Sosnowska D, Tucsek Z, Gautam T, Téth P, Tarantini S, Tamas A,
Helyes Z, Reglédi D, Sonntag WE, Csiszar A, Ungvari ZI. (2014) Age-related
decline of autocrine pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)
impairs angiogenic capacity of rat cerebromicrovascular endothelial cells. J
Gerontol A Biol Sci Med Sci. [K6zlésre elfogadva] (IF:4,984)

Csiszar A, Gautam T, Sosnowska D, Tarantini S, Banki E, Tucsek Z, Téth P,
Losonczy G, Koller A, Reglédi D, Giles CB, Wren J, Sonntag WE, Ungvari ZI.
(2014)  Caloric  restriction  confers  antioxidative, proangiogenic  and
antiinflammatory effects preserving a youthful phenotype in cerebromicrovascular
endothelial cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 307:H292-306. (IF:4,012)
Csanaky K, Reglédi D, Banki E, Tarcai |, Mark L, Helyes Z, Ertl T, Gyarmati J,
Horvath K, Santik L, Tamas A. (2013) Examination of PACAP38-like
immunoreactivity in different milk and infant formula samples. Acta Physiol Hung.
100:28-36. (IF:0,747)

Szanté Z, Sarszegi Z, Reglédi D, Németh J, Szabadfi K, Kiss P, Varga A, Banki E,
Csanaky K, Gaszner B, Pintér O, Szalai Z, Tamas A. (2012) PACAP
immunoreactivity in human malignant tumor samples and cardiac diseases. J Mol
Neurosci. 48:667-673. (IF:2,891)

Csanaky K, Banki E, Szabadfi K, Reglédi D, Tarcai |, Czeglédi L, Helyes Z, Ertl
T, Gyarmati J, Szant6 Z, Zapf 1, Sipos E, Shioda S, Tamas A. (2012) Changes in
PACAP immunoreactivity in human milk and presence of PAC1 receptor in

mammary gland during lactation. J Mol Neurosci. 48:631-637. (IF:2,891)
21




Szabadfi K, Atlasz T, Kiss P, Reglédi D, Szab6 A, Kovacs K, Szalontai B, Sétalo G
Jr, Banki E, Csanaky K, Tamas A, Gébriel R. (2012) Protective effects of the
neuropeptide PACAP in diabetic retinopathy. Cell Tissue Res. 348:37-46.
(IF:3,677)

Reglédi D, Gyarmati J, Ertl T, Borzsei R, Bodis J, Tamas A, Kiss P, Csanaky K,
Banki E, Bay C, Németh J, Helyes Z. (2010) Alterations of pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide-like immunoreactivity in the human plasma during
pregnancy and after birth. J Endocrinol Invest. 33:443-445. (1F:1,476)

Borzsei R, Mark L, Tamas A, Bagoly T, Bay C, Csanaky K, Banki E, Kiss P,
Vaczy A, Horvath G, Németh J, Szauer E, Helyes Z, Reglédi D. (2009) Presence of
pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-38 in human plasma and milk.
Eur J Endocrinol. 160:561-565. (IF:3,539)

Témahoz kapcsolodo publikaciok impakt faktora: 10,19

Osszes publikacié kumulativ impakt faktora: 37,164

22



