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1. BEVEZETES

1. A HYPOPHYSIS ADENILAT CIKLAZ AKTIVALO POLIPEPTID (PACAP)

A hypophysis adenilat ciklaz aktivalod polipeptidet (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide — PACAP) 1989-ben izolaltak birka hypothalamusbdl, patkdny hypophysisben
kifejtett adenilat ciklaz aktivalé hatasa alapjan. A peptid a szervezetben 27 és 38
aminosavas formaban fordul eld, melyek koziil utobbi a dominans. A PACAP a
szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptid csaladba tartozé polipeptid, melynek N-
terminalis szakasza 68%-0s homologiat mutat a VIP-pel. Legnagyobb mennyiségben a
kozponti és a periférids idegrendszerben taldlhato, de jelenléte kimutathatd nem-neuronalis
szovetekben is. A PACAP hatasait G-protein receptorokon keresztiil fejti ki. A
receptoroknak két f0 tipusa ismert: a PACI1 receptor nagysagrendekkel nagyobb affinitassal
koti a PACAP-ot, mint a VIP-et, mig a VPACI1 és VPAC2 receptorok mindkét peptidet
egyforma erdsséggel kotik.

A PACAP védé hatasat korabban foként kiilonbozé idegrendszeri karosodasok
modelljeiben mutattak ki. Azota azonban szamos tanulmany igazolta a peptid protektiv
hatasat nem-neuronalis szovetekben is, tobbek kozott szivizom-, endothelsejtekben,
hypophysis adenoma sejtekben, ovarialis follicularis sejtekben, T-lymphocytakban.
Ugyanakkor a PACAP protektiv hatdsa nem minden sejttipusban érvényesiil. Korabbi
vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy karosit6 hatasnak kitett JAR human choriocarcinoma
sejtek esetén a peptid nem novelte a sejttulélést. A PACAP védd hatasanak hatterében

feltehetdleg antiapoptotikus, ill. antiinflammatorikus hatasa all.

2. A PACAP RENOPROTEKTIV HATASA

A PACAP vesében kifejtett hatdsai még nem minden részletében ismertek. Elettani
jelentOségét valoszintlisiti mindharom receptoranak jelenléte.

A PACAP renoprotektiv hatasat kordbban igazoltdk myeloma multiplex okozta
karosodasban, ahol csokkentette a TNF-a szintjét patkdny vesében. Kutatocsoportunk

kordbbi vizsgélatai soran igazolodott, hogy intravénasan adott PACAP szignifikdnsan



javitja a vese ischaemia/reperfizionak kitett allatok talélését, emellett csokkenti a tubularis
kérosodas mértékét. Viszont a PACAP vesevédd hatdsdnak mechanizmusa még nem
minden részletében ismert, ezért jelen értekezés egyik részében a PACAP eloszlasanak és

vesére kifejtett hatdsanak vizsgalatat célzo kisérleteinket és azok eredményeit ismertetném.

3. A PACAP HATASAIT BEFOLYASOLO TENYEZOK: A PACAP ES
BIOLOGIAI RITMUSOK

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai sordn bebizonyosodott, hogy a PACAP
neuroprotektiv hatasa a Parkinson-kor kisérletes allatmodelljében egyértelmli nem- és
korfiiggést mutat. A korkiilonbség mellett nemi kiilonbségek is megfigyelhetdk voltak.
Emellett, a PACAP gonadotrop sejtekre kifejtett hatasai fliggnek a kezelés idOpontjatol,
valamint ndstény patkdnyok esetén a ciklus-allapottol. Jelen dolgozatban targyalt
vizsgalatainkban a PACAP hatasait befolyasolo lehetséges tényezoként vizsgaltuk a napi

ritmust.

A PACAP szerepe a circadian ritmusok szabalyozasaban

Az élévilagban az élettani jelenségek nagy része periddikusan ismétlddik, azaz ritmusosan
miukodik. A kiilonb6zo periddusideji ritmusok koziil a leginkabb tanulmanyozott a
circadian ritmus. Circadian (napszaki) ritmusnak nevezziik bizonyos folyamatok kb. 24
oras periddusonkénti ismétlodését.

A hypophysis adenilat ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) circadian ritmusokban betoltott
szabalyozo6 szerepe mar bizonyitast nyert emlésok esetében. Az emldsok bioldgiai oraja a
nucleus suprachiasmaticus, amely a retinabol vizualis informaciét kap a tractus
retinohypothalamicuson keresztiil. A circadian ritmikus folyamatok vezérlésében a
tobozmirigy kiemelkedd szerepet jatszik. Az altala termelt melatoninon keresztiil a
szervezetben 1évé legtobb circadian folyamatra hat. A szerv emldésdkben effektor
funkcidval rendelkezik, mig madarakban komplett miikodésti biologiai 6rat tartalmaz.
Madar pinealocytak in vitro, sejttenyészetben megtartjak a melatonin termelés circadian

ritmusat. Habar a PACAP serkenti a melatonin szintézisét, a biologiai 6ra fazisat nem tolja



el, amennyiben azt megel6zéen nem volt kitéve a periddikusan valtozd kornyezeti
hatésoknak.

A molekularis mechanizmusok, amelyeken keresztiil a PACAP befolyasolja a circadian
ritmikus folyamatokat, illetve a melatonin szintézisét, még nem teljesen ismertek. A
PACAP nagy valoészinliséggel komplex jelatviteli Utvonalakon keresztiil valositja meg
hatasait. Ennek megfelelden célul tiiztiik ki a PACAP p38 MAPK foszforilaciora és 14-3-3

fehérjére kifejtett hatdsainak, illetve ezek napszaki ingadozdsanak vizsgalatat.

4. CELKITUZESEK OSSZEFOGLALASA

1. Célul tiztiik ki a PACAP jelenlétének és a PACI1 receptor vesén beliili eloszlasanak
vizsgalatat patkany vesében.

2. Emellett vizsgaltuk a PACAP vesében mutatott protektiv hatasat és annak
hatterében all6 mechanizmusokat in vitro és in vivo kisérleti koriilmények kozott.

3. Tovabba, tobozmirigy modellben vizsgaltuk a napi ritmus befolyasait a PACAP

antiapoptotikus, illetve jelatviteli utvonalakra kifejtett hatasaira.

II. A PACAP RENOPROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA
ANYAGOK ES MODSZEREK
I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout (KO) egereken

I/1. In vitro vizsgalatok

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
alkalmaval; négyszer ismételve) veséibol nyert primer sejttenyészeten végeztilk. A vesék
eltavolitasat kovetden 48 o6ra mulva mind a vad, mind pedig a PACAP knockout egerek
ves€ibol szarmazo sejteket csoportokra osztottuk és a kovetkezdképpen kezeltiik: kontroll
csoport kezelés nélkiil; 0,5, 1,5 és 3 mM H,0,. A kezelés id6tartama 2, illetve 4 dra volt.

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

A kisérlet masodik részében azt vizsgaltuk, hogy a wvad, illetve PACAP KO
egerekvesesejtjeinek vizsgalatakor tapasztalt magasabb foku érzékenység enyhithetd-e

exogén PACAP kezeléssel. A sejteket a fent leirt koriilményekkel azonos médon nyertiik,



majd 48 ora utan kezeltiik dket. Az alkalmazott csoportok: kontroll csoport kezelés nélkiil;
10 nM ¢és 100 nM PACAP1-38-cal; 0,5 mM (4h), illetve 1 mM (2h) H,O,-dal 6nalldéan; 0,5
mM (4h), illetve 1 mM (2h) H,O,-dal és 10 vagy 100 nM PACAP1-38-cal egyiittesen
kezelt sejtek.

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

A vizsgalatokat a fent leirt (1d. 1.) kisérleti koriilmények kozott végeztiik. Az in vitro
hypoxiat CoCl,-kezeléssel hoztuk 1étre. Az elézbekhez hasonldan mind a vad, mind pedig a
PACAP KO egerek veséibol szarmazo sejteket csoportokra osztottuk és a kovetkezoképpen
kezeltiik: kontroll csoport kezelés nélkiil; 500 uM CoCl,. A kezelés iddtartama 24, illetve
48 6ra volt.

A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz kolorimetrikus MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolium bromid) tesztet hasznaltunk. A teszt soran az ¢€l6 sejtek
mitokondriumai az eredetileg sarga MTT-t kék formazan festékké alakitjdk, majd az
abszorbancia ELISA leolvasé segitségével 570 nm hullamhosszon mérhetd, amely aranyos
az €16 sejtek szamaval.

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 kdvetden izolaltuk a veseereket, majd az egyik
oldali vesét 45 vagy 60 percre kirekesztettiik a keringésbdl. Ezt kovetden az erek lekotését
felengedtiik, az allatokat 2 hétig €letben tartottuk, majd a pentobarbital anaesthesia mellett
eltavolitott vesékbdl, paraformaldehides fixdlast kovetéen 10um vastagsagli sorozat
metszeteket készitettiink. A metszeteket haematoxylin-eosinnal, illetve PAS-sal
(perjodsav—Schiff) festettik. A metszetekben az alabbi morfologiai jegyeket értékeltiik:
tubularis dilatacio, megtartott PAS+ glycocalyx réteg a proximalis tubulusban, gyulladasos
sejtek (lymphocyta, macrophag) jelenléte, vesetestecske morfologidja, PAS+ cylinderek
jelenléte a tubulusokban. A megfigyelt szovettani szerkezetet egy 0-2 skalanak megfelelden
értékeltiik. Grade 0: nincs patoldgias eltérés, grade 1: enyhén patologias megjelenés, grade

2: sulyos patoldgias eltérések.



I/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 vizsgalat soran

kapott spektrumot PACAP38 standard segitségével értékeltiik.

II. PACAP szerepének vizsgalata patkany vesében

1I/1. Exogén PACAP hatasa a sejttulélésre in vitro

Kisérleteinket 4-7 napos Ujsziilott Wistar patkanyok veséibdl nyert primer sejttenyészeten
végeztik. Ezt kovetéen a sejteket random moddon csoportokra osztottuk és a
kovetkezoképpen kezeltiik: kontroll csoport kezelés nélkiil; 10, illetve 100 nM PACAP-pal
onalloan kezelt sejtek, 1, 3 és 6 mM H,0,-dal kezelt csoportok, valamint a fent emlitett
illetve 4 oran keresztiil kezeltiik. Ezt kovetden azt vizsgalando, hogy melyik a legkisebb
még hatast mutat6 PACAP-koncentracid, kisérleteink sordn alacsonyabb PACAP-
koncentracidkat (10pM, 100pM, InM, 10 nM) alkalmaztunk. 1., kontroll csoport kezelés
nélkiil,

11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfiziéot kovetden in vivo

A vizsgélatok soran 300-350 g sulyt him Wistar patkanyokat isoflurannal altattunk. A
miitét elétt 100 IU/kg heparinnal, illetve intravénasan vagy PACAP-pal (100 ng PACAPI1-
38 100 ul fiziologias sooldatban oldva) vagy vivoanyaggal (100 pl fiziologias sooldat)
kezeltiik az allatokat. Median laparotomiat kovetéen a veseereket 45 vagy 60 percig
lekotottiik (n=5/csoport). Az allatok veséit az ischaemia letelte utan vagy azonnal vagy 10
percig tarto reperfuziot kovetden tavolitottuk el. Ezt kdvetden a Bel-2 mennyiségét Western
blot segitségével vizsgaltuk.

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

Isofluran anaesthesia mellett him Wistar patkanyok jobb v. jugularisdba heparint (100
[U/ttkg) injektaltunk. Emellett a laparotomiat megel6zden az allatok vagy intravénasan
100ng PACAP-ot, vagy 100ul fiziologias sooldatot kaptak. A median laparotomiat
kovetden 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 o6ra

elteltével az allatok veséit eltavolitottuk, majd a kontroll, PACAP-, vivOanyag-kezelt



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

11/4. PACAP és PACI1 receptor jelenlétének vizsgalata

A PACAP38 patkany vesében (n=3) torténd azonositdsat az 1/3. pontban leirtaknak

megfeleloen MALDI TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
tomegspektrometriaval végeztiik. A vizsgélat soran kapott spektrumot PACAP38 standard
felhasznalasaval értékeltiik. A PACI receptor jelenlétét immunhisztokémiaval detektaltuk.
Az eltavolitott veséket (n=4) 4% paraformaldehid oldatban fixaltuk és paraffinba agyaztuk.
Ezt kdvetden 10 um vastagsagu metszeteket készitettiink, majd poliklonalis PAC1 receptor
antitesttel (1:100, Sigma) festettiik.

1I/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfiziot kovetden in vivo

Kisérleteinket szintén him Wistar patkanyokon végeztiik. Isofluran anaesthesia mellett az
egyik a. renalis-t 60 percre kirekesztettiik a keringésbdl. Ezt kovetden az allatok veséit — az
ischaemids ¢és az intakt oldalit egyarant - a reperfuzido utdn 1, 6 és 24 6ra mulva
eltavolitottuk (n=5 minden csoportban). A kontroll csoportba tartozo allatokon miitéti
beavatkozas nem tortént. Az eltavolitott vesékben specifikus és szenzitiv radioimmunassay

modszerrel hataroztuk meg a PACAP1-27 és PACAP1-38 mennyiségét.

EREDMENYEK
I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout egereken

I/1. In vitro vizsgalatok

A vad tipusu, illetve PACAP KO egerekbdl szdrmazd vesesejtek életképességének
vizsgalatakor az alkalmazott H,0O,-kezelés dozisfiiggd modon csokkentette a sejtek
¢letképességeét. Mind a 2 6réds, mind pedig a 4 6rds H,O,-kezelést kapott csoportokban azt
figyeltik meg, hogy a PACAP KO egerek ves€ibdl szarmazod sejtek szignifikdnsan
érzékenyebben reagalnak a H,O,-indukalta oxidativ stresszre. Exogén PACAP adasat
kovetéen a PACAP KO egerekbdl szarmazd vesesejtek oxidativ stressz altal kivaltott
karosodasa szignifikansan kisebb mértékiinek bizonyult. CoCl,-indukalta in vitro hypoxia
esettben a H,0O,-kezelés soran megfigyeltekhez hasonlé eredményt kaptunk. Az

alkalmazott CoCly-kezelés szignifikansan csokkentette a sejtek életképességét. Mind a 24



oras, mind pedig a 48 oras kezelést kapott csoportokban szignifikdns mértékii kiilonbséget
talaltunk a vad, illetve PACAP KO egerekbdl szarmazé vesesejtek tulélésében.

1/2. PACAP knockout egerek veséjének szovettani vizsgalata

A vad és PACAP knockout egerek veséinek szOvettani analizise sordn nem taldltunk
eltérést a vese szerkezetében. A kéreg-veld ardny is mindkét vizsgalt csoportban
normalisnak bizonyult.

A kontroll (nem lekotott oldali) vesékben szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a
Bowman-tok tagulataban a vad, illetve PACAP knockout egerek veséinek vizsgalatakor.

A kontroll vesék esetében tapasztalt megfigyelésekkel szemben, markans kiilonbség
mutatkozott renalis ischaemia/reperfiizié esetében, mind a 45, mind pedig a 60 percig tarto
ischaemia esetén. A PACAP knockout egerek veséiben szignifikansan sulyosabb formaban
jelentkeztek az ischaemias karosodasra jellemzd eltérések tubuldris degeneracioval,
valamint lymphocyta besziirédéssel. A vad egerekhez képest, a PACAP knockout egerek
veséiben az ischaemia/reperfiizié szignifikdns mértékben sulyosabb fokti karosodast
eredményezett.

1/3. PACAP jelenlétének vizsgalata

A PACAP jelenlétét az eltavolitott patkany vesékben MALDI TOF tomegspektrometriaval

vizsgaltuk. A mérés soran a vese homogenizdtumokban a PACAP standardra jellemzd

csucsot detektaltunk 4535Da-nal.

II. PACAP vizsgalata patkany vesében
1I/1. Exogén PACAP hatasa a sejttulélésre in vitro

A sejtek életképességét MTT teszt segitségével hataroztuk meg. Onalldan alkalmazott
PACAPI1-38-kezelés nem volt hatassal a vesesejtek tulélésére. Ezzel szemben, az
szignifikdns mértékben csokkentette az €16 sejtek aranyat. A H,O,-kezeléssel egyiddben
alkalmazott 10, illetve 100 nM PACAPI1-38 kezelés szignifikans mértékben képes volt
csokkenteni a H,O, sejttulélést csokkentd hatasat. Ezt kovetéen alacsonyabb PACAP-

koncentraciokat hasznaltunk annak vizsgéilatira, hogy megéllapitsuk a PACAP

crey



meg, hogy a PACAP sejttulélést eldsegitd hatdsa mar 100 pM koncentracidban
detektalhato.

11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfiiziot kovetoen

A veseerek lekotésével modellezett ischaemia/reperfiizios karosodas vizsgalatakor végzett
Western blot analizis azt mutatta, hogy reperfiizié nélkiil 45 percig tartd ischaemia nem
okozott valtozast a Bcl-2 fehérje szintjében. Ezzel szemben 10 perc reperfuziot kdvetden
mennyisége szignifikdnsan csokkent, ez a csokkenés azonban kivédhetonek bizonyult
preoperativ intravénas PACAP-kezeléssel. A 60 percig tartd veseischaemiat elszenvedett
allatok esetén a Bcl-2 expresszidja mar kozvetlenill az ischaemiat kovetéen — reperfuziod
nélkiil — szignifikansan lecsokkent. Mindkét esetben — reperfizio esetén, illetve kdzvetlentil
az ischaemiat kovetéen — a megel6z6 PACAP-kezelés képes volt meggitolni az
ischaemia/reperfizié indukalta Bcl-2 csokkenést.

11/3. In vivo ischaemia/reperfaziot koveté citokin array

Az in vivo ischaemia/reperfiiziot kovetden elvégzett citokin array-k adatai azt mutattak,
hogy a vesék keringésbdl torténd 60 perces kirekesztése és az azt kovetd reperfizid
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.
A thymus chemokin (CXCL7) szintjében enyhe, nem szignifikdns emelkedést detektaltunk.
45 perces arteria renalis okklizid esetén ugyanezek a valtozasok voltak megfigyelhetdek.
Az alkalmazott preoperativ PACAP-kezelés mind a 45, mind pedig a 60 perces ischaemias
csoportban a fent emlitett citokinek expresszidjanak csokkenését eredményezte.

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

A PACAP jelenlétét az eltavolitott patkany vesékben MALDI TOF tomegspektrometridval
vizsgaltuk. A mérés sordn a vese homogenizatumokban a PACAP standardra jellemz6 cst-
csot detektaltunk 4535Da-nal.

Vizsgalataink soran PAC1 receptor immunpozitivitast detektaltunk az altalunk vizsgalt

vesemetszetekben. Erdsebb jelolddést taldltunk a vese kéregalloméanyaban, kiilondsen a



tubulusok kanyarulatos szakaszain. Kevésbé intenziv immunreaktivitast taldltunk a
veléallomany teriiletén.

1I/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfiziot kovetden in vivo

A RIA mérések soran mind a kéregallomany, mind pedig a veldallomany teriiletén
PACAP38- és PACAP27-szerli immunreaktivitas (IR) volt megfigyelhetd. A PACAP27-IR
szintje minden esetben alacsonyabb volt, mint a PACAP38-¢. Mindkét peptid alacsonyabb
mennyiségben volt detektalhato a medulla teriiletén.

A cortexben 60 percnyi ischaemiat kdvetd 1 ora reperfuzid utan mindkét peptid esetén az
immunreaktivitas szignifikans csokkenését figyeltiik meg. Majd 6 ora reperfiziot kovetden
az intakt oldali vesében mind a PACAP38-IR, mind pedig a PACAP27-IR szignifikans
emelkedést mutatott. A 24 6ras mintdkban mar nem talaltunk tovabbi szignifikans eltérést a
kontroll mintakhoz képest. Az arteria renalis lekotés oldalan a PACAP38-IR akut
csokkenése volt detektalhatd, viszont — az intact oldali eredményekkel ellentétben - 6 6ra
reperfiizié utdn a PACAP38-IR szintje nem emelkedett. 6, illetve 24 6ranyi reperfizié utan
a PACAP38-IR szintje visszatért a kontrollra jellemzd értékre. A PACAP27-IR szintje az

ischaemids oldalon nem mutatott szignifikans valtozast a kontroll mintdkhoz képest.

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

csoportban sem valtozott a medulla teriiletén.

MEGBESZELES

I. PACAP szerepének vizsgalata PACAP knockout egereken

Az oxidativ stressznek kitett vesesejtek vizsgélatakor azt tapasztaltuk, hogy a vad és a
PACAP knockout egerekbdl szarmazo sejtek esetén szignifikans kiilonbség mutatkozott,
mégpedig a PACAP KO egerekbdl szarmazo sejttenyészet szignifikdnsan érzékenyebben
reagalt a H,O,-indukalta oxidativ stresszre és a CoCl,-indukalta in vitro hypoxiara. A
kisérlet masodik felében azt vizsgaltuk, hogy ezen fokozott érzékenység hatterében valdban
az endogén PACAP hidnya all-e. Ezért a H,O,-kezelésnek kitett sejtekhez exogén PACAP-
ot adagoltunk és megnéztiik, hogy a PACAP-pal torténd koinkubacié képes-e enyhiteni a



H,0, kérositd hatasat. Vizsgalataink soran azt az eredményt kaptuk, hogy az exogén
PACAPI1-38 szignifikdns mértékben csokkenti a toxikus hatast.

Jelen megfigyeléseink Osszhangban vannak a PACAP knockout egerekkel végzett
kisérleteket leird, korabbi tanulmanyokkal, miszerint valtozatos morfologiai €s funkcionalis
eltérések mutathatok ki a PACAP KO egerekben. Az altalunk alkalmazott in vitro oxidativ
stressz modell a vesebetegségek patomechanizmusa szempontjabol is fontos, mivel
kiilonbozd vesebetegségek esetében mint koroki tényezd vagy a betegséget sulyosbitd
faktor szerepelhet.

A vad ¢és PACAP knockout egerekbdl szarmazd vesék szovettani analizise soran nem
mutatjak, hogy az endogén PACAP hidnya nem eredményez morfoldgiai eltéréseket. Ennek
hatterében két lehetséges mechanizmus szerepe feltételezhetd: vagy bizonyos
kompenzatorikus mechanizmusok veszik 4t az endogén PACAP szerepét, vagy a PACAP
nem jatszik szerepet az intrauterin fejlddési folyamatokban.

A 45, illetve 60 perces ischaemidnak kitett vesék esetében szignifikans kiilonbséget
figyeltiink meg a vad, illetve PACAP knockout egerek kozott. Ischaemia/reperfuzié esetén
a KO egerek szovettanilag detektalhatéan sulyosabb karosodast szenvedtek. Ezen
eredményeink dsszhangban vannak primer vesesejttenyészeten végzett vizsgalatainkkal.
Szovettani vizsgalataink azt mutatjak, hogy a PACAP hidnya ellenére a vese fejlddése 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 hosszu tdvon befolyasolja a vesemiikodést.

Annak ellenére, hogy a PACAP el6fordulasdt szamos szervben leirtak, vesében
vizsgalatainkat megelezden jelenlétét nem igazoltdk. Kisérleteink soran egér vesében

MALDI TOF tomegspektrometriaval kimutattuk a PACAP38 jelenlétét.

II. PACAP vizsgalata patkany vesében
1I/1. Exogén PACAP hatasa a sejttalélésre in vitro

A hypophysis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid sejttulélést eldsegitd hatasa neuronalis €s
nem-neuronalis szdvetekben is kimutathat6. Protektiv hatasa igazolhaté a vesében is.

Kisérleteink soran annak vizsgalatat tliztiik ki célul, hogy a PACAP in vitro koriilmények
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kozott képes-e befolyasolni az oxidativ stressznek kitett vesesejtek tulélését, és ha igen,
akkor melyik az a legkisebb koncentracid, amely még szignifikansan moédositja a sejtek
¢letképességét. Vizsgalataink eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a PACAP in vitro
kortiilmények kozott viszonylag széles koncentracid-tartomanyban (10pM—100nM) képes
csokkenteni a H,O, altal kivaltott oxidativ stressz sejttalélést csokkentd hatasat.

11/2. PACAP hatasa a Bcl-2 szintre vese ischaemia/reperfiziot kovetoen

A vese keringésbdl torténd kirekesztésével modellezett ischaemia/reperfuzios karosodas
utan az eltavolitott vesemintdk Western blot vizsgalata azt mutatta, hogy a preoperativen
adott intravénas PACAP-kezelés képes volt enyhiteni az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje
szintjének csokkenését, amennyiben azt a kdrosodas szignifikans mértékben csokkentette.
Vizsgélatainkban megfigyelhettiik, hogy a Bcl-2 szintje mér 10 perc reperfuziot kovetden
szignifikdns mértékli csokkenést mutatott mindkét vizsgalt iddtartamu ischaemia esetén,
illetve 60 percnyi ischaemia esetén még kordbban, mar a reperfuzios karosodas nélkiil is
lecsokkent az antiapoptotikus fehérje mennyisége. A PACAP-kezelés esetén tapasztalt Bel-
2 expresszid novekedés hozzajarul a mitokondridlis integritas fenntartdsdhoz.

1I/3. In vivo ischaemia/reperfaziot koveto citokin array

A PACAP nemcsak az apoptotikus jelatviteli utvonalak befolyasolja, hanem
antiinflammatorikus hatdssal is rendelkezik. Az antiinflammatorikus hatds hatterében a
citokin/kemokin produkciot csokkentd hatasa is feltételezheto.

A PACAP proinflammatorikus citokinekre kifejtett gatlé hatdsa jelentds szerepet jatszik
kiilonféle gyulladasos allapotokban megfigyelt protektiv hatdsdban. Jelen vizsgéalatunkban
azt talaltuk, hogy a vese ischaemia/reperfiizids karosodéasa esetén 24 ora reperfiizié utan
emelkedik a fractalkine, soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1, CD54), L-
selectin, RANTES, CNTF, MIP-3 alpha és TIMP-1 expresszioja (18. és 19. abra). A tobbi,
vizsgalt citokin esetében az daltalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott nem
talaltunk eltéréseket. 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 patkanvy vesében

Tekintettel arra, hogy kisérleteink jelentds részét patkanyokon végezziik,indokoltnak lattuk

a PACAP egér vesén beliili kimutatdsa utan jelenlétét patkany vesében is kisérletesen
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igazolni. Kisérleteink sordn patkany vesében MALDI TOF tomegspektrometriaval
kimutattuk a PACAP38 jelenlétét.

A PACAP specifikus receptora, a PACI receptor elleni antitesttel végzett immunfestéssel
vizsgaltuk a receptor patkany vesén beliili eloszlasat. Vizsgélataink soran intenzivebb
jelolédést talaltunk a vesetubulusokban, a veldallomanyban enyhébb fokti immunpozitivitas
volt megfigyelhetd. A tubulusok teriiletén megfigyelhetd intenzivebb jelolodés azt mutatja,
hogy a receptorok foként a tubularis epithelialis sejteken taldlhatok, ami a PACAP
tubuloprotektiv hatadsanak morfologiai alapjat képezheti.

11/5. A PACAP mennyiségének vizsgalata vese ischaemia/reperfiiziét kovetéen in vivo

Vizsgélataink soran azt tapasztaltuk, hogy a vesében detektdlhato PACAP38-és PACAP27-

szerll immunreaktivitds érzékenyen reagidl az ischaemia/reperfuzidés kéarosodasra:
szignifikans mértékii valtozasokat detektaltunk az ischaemiat kdvetd 24 oran beliil.

Bar ezen valtozasok pontos mechanizmusa, illetve funkcionalis jelent0sége nem tisztazott,
az emelkedett endogén PACAP szint valdszinlileg a PACAP renoprotektiv hatasanak
tudhat6. Jelen adataink arra utalnak, hogy a PACAP upregulacid a renoprotekcio egyik
fontos eleme. A veléallomanyban megfigyelt kifejezettebb és hosszabb idotartamu
emelkedés magyarazhatja a veléallomany nagyobb foku rezisztencidjat az ischaemias

karosodasokkal szemben.

III. A PACAP HATASANAK VIZSGALATA TOBOZMIRIGYBEN
ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgélatainkhoz napos csibék tobozmirigyeibdl nyert primer sejttenyészetet hasznaltunk.
1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttalélésre H,O,-indukalta oxidativ stressz esetén
A sejteket tripszines emésztést kovetden 5-5 csoportra osztottuk: kontroll csoport kezelés
nélkil; csak 100 nM PACAP1-38-cal; 1 mM H,0,-dal 6nalléan; 1mM H,0,-dal, illetve
PACAP1-38-cal szimultan kezelt sejtek; 500 nM PACAP receptor antagonista, PACAP6-
38-cal , ImM H,0,-dal, illetve PACAP1-38-cal egyiittesen kezelt sejtek.

A sejteket a fent emlitett anyagokkal 1 o6rédn at kezeltiik, a kezelések 9 és 21 oOrakor
torténtek.

Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel

Az eljaras a sejthalal tipusainak elkiilonitésére alkalmas. Az annexinV-t propidium jodid
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festéssel egyiitt alkalmaztuk €s igy az annexinV pozitiv apoptotikus sejtek elkiilonithetové
valtak a propidium jodid pozitiv nekrotikus sejtektél. Kvadrans dot plot segitségével
meghatarozhat6 az €16, a nekrotikus (propidium jodid pozitiv) a korai apoptotikus
(annexinV pozitiv), valamint a kés6éi apoptotikus (annexinV ¢és propidium jodid pozitiv)
sejtek sz4zalékos aranya.

2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli itvonalakra

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

A sejteket 24 6ran keresztiil vizsgaltuk, 4 oranként torténtek a kezelések (8, 12, 16, 20, 0, 4
orakor). Minden idépontnak megfeleld csoportban 4 alcsoportot alakitottunk ki, amelyeket
1 oran keresztill a kovetkezoképp kezeltiink: kontroll csoport kezelés nélkiil; 1 nM
PACAPI1-38-cal; 10 nM PACAP1-38-cal; 100 nM PACAPI1-38-cal kezelt sejtek. A p38

MAPK és 14-3-3 fehérjéket aramlési citometrias modszerrel hataroztuk meg.

EREDMENYEK

1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttalélésre H,O,-indukalta oxidativ stressz esetén
Az annexin V/propidium jodid festés soran eredményeink azt mutatjak, hogy a H,O,-kezelt
csoportban az €16 sejtek szdma szignifikansan csokkent mind 9, mind pedig 21 drakor
alkalmazott kezelés esetén. A H,O, -kezeléssel egyidében tortént PACAP szignifikdnsan
emelte az €16 sejtek ardnyat, amennyiben a kezelés 21 orakor tortént. Reggel 9 6rakor az
oxidativ stressznek kitett sejtekhez adott PACAP nem befolyasolta az €16 sejtek szamat. A
PACAP 21 orakor tapasztalt védd hatdsat az antagonista PACAP6-38 képes volt
megakadalyozni.

2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli utvonalakra

A kontroll csoportban a p38MAPK foszforildcidjaban a vizsgalt 24 ordban szignifikdns
valtozasokat detektaltunk. A foszfo-p38 MAPK-t legnagyobb intenzitidsban a 16 oras
mintdkban mértiink. A foszforilacié mértéke folyamatosan emelkedett 8 6ratol 16 ordig ,
befolyéasolta a p38 MAPK napszaki valtozasait, mig 10 nM PACAP minden vizsgalt
idépontban szignifikdns eltérést eredményezett. A foszforilacids szint valtozasai hasonldak

voltak a kontroll csoportban megfigyeltekhez, viszont ahhoz képest az alkalmazott
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alkalmazasa esetén a p38 MAPK foszforilaciojaban nem talaltunk szignifikans eltéréseket a
vizsgalt idopontok kozott a kontroll mintakban megfigyelt valtozasokkal ellentétben. A
kontroll értékekhez képest szignifikdns kiilonbséget talaltunk a p38 MAPK szintjében
éjfélkor 12 és 16 orakor, a p38 MAPK foszforilaciojaban megfigyelhetd circadian
valtozasok megsziintek.

A 14-3-3 szintjét vizsgalva nem talaltunk szignifikans eltérést az egyes idépontokban mért
értekek kozott. 1 nM PACAP-pal tortént inkubacid esetében 16 és 20 orakor szignifikans
PACAP nem befolyasolta a 14-3-3 mennyiségét a vizsgalt idétartam nagy részében, csupan
16 orakor emelte szignifikdnsan a protein szintjét. Az altalunk alkalmazott legmagasabb
koncentracié fokozta a 14-3-3 expressziojat délben, éjfélkor és 20 oOrakor. A tobbi
idépontban nem taldltunk jelentds kiilonbséget a kontroll és a PACAP-kezelt csoportok

kozott.

MEGBESZELES

1. PACAP hatasanak vizsgalata a sejttalélésre H,O,-indukalta oxidativ stressz esetén
A H;0;-indukélta oxidativ stressznek kitett pinealocytak tulélését annexinV/propidium
jodid festéssel vizsgaltuk. A napi ritmusok sajatsdgainak megfeleloen a PACAP hatésait
egy napi ciklus kiilonb6z6 idépontjaiban vizsgaltuk. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk,
hogy az oxidativ stressz szignifikansan csokkentette az €16 sejtek aranyat mindkét vizsgalt
idopontban. Az Onélléan alkalmazott PACAPI1-38 kezelés nem befolyasolta a sejtek
¢életképességét. A H,O,-dal és PACAP1-38-cal szimultan kezelt csoportban a csak oxidativ
stressznek kitett sejtcsoporthoz képest nem talaltunk szignifikans eltérést a sejtek
tulélésének mértékében, amennyiben a kezelések reggel 9 orakor torténtek (24. és 26. abra).
Ezzel szemben, az este 9 orakor kezelt pinealocytdk esetében a PACAP1-38-cal torténd
koinkubaci6 szignifikansan enyhitette a H,O, sejttalélést csokkentd hatasat (25. és 27.
abra). Ugyanakkor a PACI1 receptor antagonista, PACAP6-38 meggatolta a PACAP1-38
sejttalélést segitd hatdsat.

Korabbi tanulméanyok igazoltdk a PACAP sejttalélést serkentd szerepét kiilonbozd
neuronalis sejtekben. A PACAP hasonl6 protektiv hatast mutat karositd hatasoknak kitett
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nem-neuronalis sejtekben, U.m. endothel-, szivizomsejtekben ¢és lymphocytakban. A
pinealocytdk vizsgalata sordn tapasztalt eredményeink hatterében - miszerint a PACAP
protektiv hatasa csak az esti ordkban alkalmazott kezelés esetén érvényesiil - a madar
tobozmirigy circadian ritmikus folyamatokban betdltott vezérld szerepe feltételezhetd. A
csirke tobozmirigy — szemben az emlds szervvel — nemcsak effektor funkcioval
hogy a PACAP serkenti az oxidativ stressz karositd hatasanak kitett pinealocytak tulélését,
viszont ezen protektiv hatas megléte fiigg a circadian biologiai ora fazisatol. Kimutattuk,
hogy a PACAP sejttulélést befolydsolé hatdsa fiigghet a PACAP alkalmazasanak
idépontjatdl, illetve a bioldgiai ritmusok fenntartasaért felelos biologiai ora fazisatol.

2. PACAP hatasanak vizsgalata a jelatviteli itvonalakra

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

Eredményeink azt mutattdk, hogy a PACAP alacsony dézisban nem okoz valtozast a p38
MAPK napszaki valtozasaban, mig nagyobb doézisban faziskésést eredményez, illetve a
legmagasabb alkalmazott koncentracié megsziinteti a p38 MAPK aktivaciojanak circadian
ingadozasat. A circadian oszcillaici6 mechanizmusaban detektalhaté dézisdependens

valtozasok funkcionalis jelentdsége még nem tisztazott.

A 14-3-3 fehérje szamos élettani 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
(AA-NAT), ezzel stabilizadlva és megvédve azt a proteolitikus hatdsoktol. Jelen
eredményeink azt mutatjdk, hogy a PACAP a tobozmirigy sejtjeiben hatassal van a 14-3-3
fehérje mennyiségére. A PACAP ezen hatasa fligg a bioldgiai ora fazisatol, valdszintisitve
azt, hogy a 14-3-3 funkcidja és annak az AA-NAT enzimhez valo kapcsolata szintén a

csirke pinealocytédkban taldlhatd molekularis 6ra hatasa alatt all.

Jelen eredményeinket dsszegezve, a PACAP védo hatdssal rendelkezik csirke pinealocytak
esetén is, illetve moduladlo hatassal bir a p38 MAPK foszforilacidjara, valamint a 14-3-3
fehérjére csirke pinealocytdkban, de ezen hatasok fliggnek a PACAP dézisatol, illetve a

molekularis ora aktualis fazisatol.
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IV. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
L. PACAP szerepének vizsgalata PACAP KO egereken

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az endogén PACAP hidnya a vesében in vitro
hypoxia és oxidativ stressz esetén, valamint in vivo vese ischaemia/reperfuzié modellben a
karositd hatasokkal szemben fokozott érzékenységet eredményez. Ezzel bizonyitottuk,
hogy nemcsak az exogén mddon alkalmazott PACAP-kezelés renoprotektiv hatasu, hanem
az endogén PACAP is segiti a kéarositd hatdsoknak kitett sejtekben a sejthaldl-talélés
II. PACAP hatasanak vizsgalata patkany vesében
A PACAP ismert renoprotektiv hatdsdnak mechanizmuséat vizsgalva igazoltuk, hogy
szignifikdns mértékben képes enyhiteni az ischaemia/reperfizids karosodas okozta Bcl-2
expresszid csokkenést. Emellett szintén vese ischaemia/reperfiizié modellben a reperfuziot
kovetden a PACAP upregulécioja figyelheté meg. Tovabba, bizonyitottuk, hogy ugyanazon
modellben a PACAP szignifikdns mértékben csokkenti a gyulladasos citokinek/kemokinek
ischaemia/reperfuzidé okozta expresszido fokozdodasat. Szintén patkdny vesébdl szarmazd
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 talalhatdé meg, ami morfologiai alapjat képezi a PACAP — kordbban
megfigyelt- tubuloprotektiv hatdsanak.
III. PACAP hatasanak vizsgalata tobozmirigyben

Vizsgélataink sordn kimutattuk, hogy a PACAP egyéb sejttipusokban megfigyelt
citoprotektiv hatdsa a tobozmirigyb6l izolalt pinealocytdk esetében szintén érvényesiil.
Pinealocytak esetében azonban ez a hatas fiigg a biologiai 0ra aktudlis fazisatol. Hasonlo
eredményeket kaptunk a jelatviteli ttvonalak két komponensét vizsgalva is. A PACAP
mind a sejttulélésre, mind pedig a jelatviteli utvonalakra kifejtett hatasai dozisfiiggoek,
valamint fliggnek a biologiai 6ra aktualis allapotatol.

Ezen eredmények klinikai jelentdséget mutathatnak, miszerint az egyes gyogyszerként

felhasznalni kivant anyagok hatasai napszaktol fliggden eltéréek lehetnek.
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