Zarébeszamolo, K61766

A kutatasi munkafolyamat alapvetéen az el6zetes terveknek megfeleléen indult és
zajlott le, a kutatdsban résztvevd, a Pécsi Tudomanyegyetemen kozalkalmazotti
jogviszonyban levé személyek (dr. Reglédi Doéra és dr. Wilhelm Marta) a terveknek
megfeleléen jarultak hozza az elért eredményekhez. Az OTKA Kkeret terhére alkalmazasra
kerlt személyek (dr. Telkes Ildikd, majd dr. Atlasz Tamas) kdzil az utébbi meghatarozo
mértékben jarult hozza a kisérleti eredményekhez, valamint e témakdrbdl védte meg PhD
értekezését. Meg kivanom még emliteni, hogy doktoranduszként volt tagja
munkacsoportomnak dr. Babai Norbert és Szabadfi Krisztina, akik szintén kiemelked6
teljesitményt nyujtottak, és mindketten szép doktori értekezést nydjtottak be. Utdbbi személy
kdzvetlenll az értekezés megvédése elétt all. Hallgatoi megbizasi dijat kapott Lakk Monika,
aki a kozeljovében, mint doktorandusz hallgaté csatlakozhat majd a kutatécsoporthoz.

A palyazati munka kivitelezéséhez miiszerbeszerzésre OTKA keretb6l nem volt
szlikség, a Western Blot laboratoriumunk fejlesztése mas forrasbol tortént meg. A személyi
kifizetések rovaton megmaradt forras azt tiukrézi, hogy egyéni kutatoi kifizetés nem tortént,
helyette készletbeszerzést bonyolitottunk le, mert ez tint a leghasznosabbnak a projekt
eredményessége szempontjabol.

A pélyazat els6 évében a monosodium-glutamat (MSG)-indukélta retinalis
degeneréacid részletes morfoldgiai leirasat terveztik. Vizsgaltuk a posztnatalis élet elején (P1-
P10) 1x, 2x, 3x, 5x beadott MSG hatasat a retina szerkezetére és fejlodésére. A
fénymikroszkopos morfolégiai és morfometriai vizsgalatok mellett, elektronmikroszképos
patologiai elemzést is készitettlink. Megallapitottuk, hogy a korai posztnatalis MSG kezelés
stlyos belsé retindlis degeneréciot okoz (1. és 2. &bra). Elttinik, illetve 6sszeolvad a belsé
magvas réteg, a belsé rostos réteg és a ducsejtek rétege. Elektronmikroszkopos szinten
leginkabb mitokondrialis degeneraciot és a lizoszomalis aktivitas megndvekedését észleltik,
gliafilamentum feldasulassal kisérve. Morfometriai analizissel megallapitottuk, hogy mind a
belsé6 retindlis rétegek vastagsdga, mind a ddcsejtrétegben talalhatdé sejtek szama
szignifikansan csokkent (kbzlemények 2, 3)

Ezt kovetéen kialakitottuk a PACAP Altal okozott neuroprotekcio vizsgalatahoz
legalkalmasabbnak itélt MSG kezelési sémat (3 x 2mg/g subcutan MSG P1, 5 és 9 napokon).
Ezzel a kezelési rezsimmel megbizhatéan mindig ugyanolyan mértéki degeneraciot tudtunk
elédézni, ami fontos volt a neuroprotektiv kezelések hatdsainak értékeléséhez. Ami szintén
elengedhetetlen volt a tovabbi kisérletek szempontjabdl, az a PACAP (vegtestbe
injektalasanak kiprébalasa, mert az mar a kisérletek ezen fazisaban vildgossa valt, hogy in
vivo subcutan adva a PACAP nem jut at kielégitéen a vér-agy gaton (kdzlemények 3, 4). Azt
is megvizsgaltuk, hogy az intravitrealis kezelések szdma csokkenthet6-e az optimalizalt MSG-
modellben, ugyanakkora mértékii protektiv hatas kivaltdsa mellett. Megallapitottuk, hogy a
haromszori MSG-beadast az elsé két alkalommal intravitrealisan bejuttatott PACAP csaknem
teljesen ellenstlyozza. A degeneracios modszer standardizalasa mellett, megallapitottuk azt a
minimalis szamu PACAP bevitelt, ami érzékelheté neuroprotekciot okoz, illetve
meghataroztuk ebben a modellben a maximalis neuroprotekcio eléréséhez sziikséges dozist is.
Az e témakorhoz csatlakozd kozleményekbél PhD értekezes is készult (kozlemények 7) a
kutatécsoportunkban.

Vizsgaltuk tovabba a PACAP hatdsat dnmagaban és a glutamat analog kainsavval
kombinalva in vivo extracellularis elvezetéssel kortikalis neuronokon. A PACAP 6nmagéaban
adva serkenti a kortikalis neuronokat, csakugy, mint a kainsav. Mig a kainsav egy igen gyors
felfutdst hatassal rendelkezik, addig a PACAP lassu excitaciot idéz el6. Kombinlt bejuttatas
esetén a PACAP ugyanakkor képes gatolni a kainsav excitatoros hatasat (k6zlemények 1).



A palyazat masodik évében megkezdtik a neuroprotektiv hatdsi PACAP retinéra
esetlegesen specifikus neurobiologiai hatterének felderitését. Vizsgalataink soran az egyes
retindlis sejttipusok eltéré reakcidit MSG-kezelésre, majd az MSG-kezelés utdn a PACAP
sejtvedd hatasanak demonstralasara tettlink kisérletet. Célul tiiztik ki tovabba mas
metabolikusan indukalt retinadegeneracios modellek kifejlesztését és az 6sszehasonlithatdsag
érdekében a PACAP-t0l eltér6 szerkezetii és hatdsmechanizmusu potencialisan neuroprotektiv
agensek tesztelését is (kozlemények 5). A PACAP az MSG modellen Kkivil hatékony
vedészernek bizonyult az arteria carotis communis kétoldali lekotése altal eldidézett
ischaemidban (k6zlemények 6), az UV-A lézi6 hatasara létrejott fokalis retinakarosodasban is
(k6zlemenyek 16).

Az MSG-indukalta neurodegeneraciés modellben teszteltiik azt a hipotézist, hogy
vajon a kalcium-puffer fehérje tartalmi sejtek ellendliébbak-e az MSG-okozta
excitotoxicitdsnak, mint a tobbi sejtféleség. Megallapithaté volt, hogy egyes belsé retinalis
sejttipusok, mint pl. a horizontélis sejt, gyakorlatilag MSG-rezisztensek (3. abra), mig mas
sejtek (palcika-bipolarisok, All-es amakrin sejtek — 4. &bra) szamanak csokkenésére
kovetkeztethetlink azéltal, hogy a bennik talalhatd marker molekuldk expresszidja is csokken.
Ez alol Kkivételt képez a Miller-glia, mert ott a GFAP-expresszio fokozodasa volt
megfigyelhetd, jelentés sejtszam-csokkenés nélkil (kozlemények 10, 18). Bizonyitottuk a
PACAP véd6 hatasat in vivo elektrofiziolégiai mérésekkel és anti-apoptotikus markerek
aktivitdsdnak fokozésaval is (kdzlemények 21, 22). A fent leirt Kkisérletek is egy PhD
disszertacio alapjat képezték (kdzlemények 9).

A futamidé harmadik évében megkiséreltiik roviditett peptidfragmentumok hatdsanak
vizsgalatat. A 38 aminosavnyi PACAP és a PACAP 27 amindsavbol all6 természetes
valtozatdnak hatékonysdga mellett a meég ennél is rovidebb fragmensek lehetséges
hasznositasat is vizsgaltuk. Célul tiiztik ki a legrovidebb hatékony peptidfragmens
megtalalasat, amely még a nativ peptidhez mérhetd, kézel azonos mértékii neuroprotektiv
hatassal rendelkezik, de bejuttatasa és esetleges atjutasa a vér-idegszovet gaton hatékonyabb,
mint a természetes peptidée. E tervek kozlul azonban csak a 27-es termeszetes fragmens
vizsgélatat valtottuk valora, melyrél megallapitottuk, hogy a 38-as teljes peptidhez hasonlo
biologiai hatassal bir, mig az elsé 5 amindsavtol megfosztott 6-38-as és 6-27-es peptid
antagonista hatasu (kdzlemények 12). Elkezdtik a munkat a 19-es pozicidénal hasitott
peptiddel, de sajnos Hubert Vaudry munkacsoportja megel6zott benniinket és leirta, hogy
minimum az 1-13-as szekvencia sziikséges a PACAP bioldgiai hatasanak kifejtéséhez.

E Kisérletek kdzben elékészit6 munkat is végeztiink a kutatomunka szélesitésehez. A
dopaminerg amakrin sejt a retina egyik kulcsfontossagu eleme, mert részt vesz a
fényadaptacios folyamatokban, de emellett trofikus faktorként a dopamin a retina szoveti
integritasanak fenntartasaért is felelés. Kulonleges tulajdonsaga, hogy a sejtek egy része
interplexiform jellegti, azaz nyulvéanyai a belsé rostos réteg mellett a kiils6 rostos réteg felé is
futnak és ott nem szinaptikus transzmitter-kibocsato feltletkéent mikddnek. Lehetéseg nyilt
tehat a szinaptikus kapcsolatok és a nem-szinaptikus transzmitter-kibocsatd helyek protein
masinéridjanak 6sszehasonlitasara szinaptikus folyamatokban résztvevé proteinek elleni
antitestekkel. Ezen proteinek vizsgalatat tervezzik a jovében az MSG-indukélta degeneracios
modellben is azért, hogy informéaciot kapjunk a szinapszisok szerkezeti épsegének, illetve
dezintegralodasanak idébeli lefolydsardl. Patkdny és egér retindban egyarant elvégeztiik
vizsgélatainkat, melyek soran leirtuk, hogy béar dopaminerg varikozitasok tartalmaztak
vezikularis monoamin transporter 2-t és vezikularis GABA transzportert, de nem volt rajtuk
feszlltségfliggé kalcium-csatorna és szinaptikus vezikula protein 2 sem. Ezzel szemben
ryanodin-receptor-immunreaktivitast mutattak, ezért feltételezhetd, hogy ezen nyulvanyok
transzmitter-kibocsatésa intracellularis kalcium-raktarak segitségevel torténik (5. abra). Ez
igen fontos adalék a jovobeli kisérlettervezéshez, ahol a kiilsé és belsé szinaptikus rétegben
lezajlo szinapszis-dezintegracios folyamatokat tehat nem lehet majd tokéletesen azonos
folyamatokkal jellemezni (k6zlemények 11).

A pélyazat negyedik évében és a féléves hosszabbitas alatt a PACAP sejtvédé
hatasanak intracellularis mechanizmusait vettiik gorcsé ala és folytattuk tovabbi potencialisan



neuroprotektiv szerek keresését is. Munkacsoportom egyik részével a PACAP receptorialis és
masodlagos messenger rendszereinek vizsgalatat kezdtik meg, beleértve az MSG-indukalta
apoptotikus masinéria felderitését és a PACAP védé hatasanak biokémiai értelmezését is.
El6remutatd, a jovében befejezend6 szal az MSG hatas idébeli felbontasara iranyuld
Kisérletsorozat. Ebbol kiderult, hogy az inicidtor kaszpazok méar harom oréval az MSG
beadasa uan aktivalodnak a P1-es allatokban (6. abra). Ez a munkat a hosszabbitasként kapott
fel évben fejeztik be, az ebbdl irt kdzleményt kozlésre benyujtottuk. Egy korai fazisban
elvégzett pilot munkaban kisérletet tettiink az apoptotikus folyamatok biokémiai hatterének a
feltarasara, aminek eredményeképpen megallapitottuk, hogy alapvetéen az ERK dtvonal
upregulacioja és JNK atvonal gatlasa jatszddik le, de szamos tovabbi faktor (pl. AlF, Bcl,
Bad) szintje és foszforilaltsagi allapota is modosul (kdézlemények 4, 17). A PACAP védo
hatasanak egyik valdszindisithet6 mechanizmusat feltdrva (7. abra), e szal folytatasaként
megallapitottuk, hogy a krénikus ischaemias modelliinkben a PARP masodlagos messenger
utvonal gétlasa is eredményre vezetett, jelentés neuroprotekcio volt megfigyelhet6, ahol az
Akt intracellularis foszforilacios kaszkad dtvonal serkentése illetve a INK és p38 MAP kinaz
gatlasa volt a hatast kdzvetito lépés (kdzlemények 19).

Némi meglepetés volt szamunkra, hogy a stressz-rendszer részeként szdmontartott
urocortin 2 is retinoprotektivnek bizonyult az MSG-indukalta és a carotis-lekdtéssel
létrehozott retinalis degeneracioban, bar hatékonysdga az MSG-indukalta degeneracid
esetében, kulondsen a ducsejtek tekintetében elmaradt a kordbban tesztelt neuroprotektiv
szerekétol (kdzlemények 15, 17). Annél nagyobb meglepetést okozott, amikor kiderult, hogy
a megnovelt, ingergazdag élettér is retinoprotektiv mind az krénikus ischaemias, mind az
MSG-indukélta neuroprotekciés modellben (kdzlemények 14). Egy most benyujtott PhD
értekezés témajat adja ez utdbbi két felfedezés (kdzlemények 20), ami egyuttal arra is utal,
hogy az ingergazdag kornyezet neuroprotektiv hatdsdnak hatterében valami nagyon &ltalanos
biologiai mechanizmus allhat. Ez a kérdéskor tovabbvizsgalasra érdemes, szeretnénk BDNF
rendszer elemeit azonositnai és kvantitativ moédon koévetni a neuroprotekcios folyamat sorén,
ami valaszt adhat arra a kérdésre, hogy vajon egy az agyban termelt neurotrofikus faktor
okozhat-e a retindban antidegenerativ jelenségeket.

Végil, de nem utolsé sorban egy érdekes, még nem kozolt Kkisérleti eredményrol
szeretnék beszamolni. Tényként kezeli a szakirodalom, hogy a PACAP a PAC1-receptoron
keresztil adenilat cikldz enzim aktivalasa utjan fejti ki neuroprotektiv hatasat. Egyik
Kisérletlinkben arra kerestik a valaszt, hogy val6ban az adenilét-ciklaz enzim lenne-e a
kulcselem ebben az anti-apoptotikus folyamatban. Eddigi, még nem kozolt eredményeink
alapjan ugy tinik, hogy az adenilat-ciklaz csak részlegesen felelés ezért a folyamatért, mert ha
enzimgétlot alkalmazunk, a PACAP anti-apoptotikus hatdsa nem tiinik el teljesen (8. &bra).
Hangsulyozni kivanom, hogy ez egy nem Kkozolt eredmény. Ugyanakkor, ha tovabbi
ismétlésekkel meggy6z6dink a kisérleti eredmény helytalloségardl, akkor adott a kovetkez6
kutatasi feladat: meg kell keresniink azt a masik effektor Utvonalat, amin keresztil a PACAP
érvényre juttathatja hatasat.



Illusztraciok a zarobeszamold szdéveges részéhez
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1. abra. MSG okozta retinalis kdrosodas. A: kontroll, B: 1 x 2 mg/g MSG, C: 3X 2 mg/g MSG
hatésa a retina morfologiajara.
2. dbra. Retinalis rétegvastagsagok kilonbdz6 kezelések hatasara.
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3. dbra. Calbindin-immunreaktiv horizontalis sejtek. A: kontroll, B: MSG-kezelés,
C: MSG+ PACAP-kezelés.



4. dbra. All-es amakrin sejtek. A: kontroll, B: MSG-kezelés,
C: MSG+ PACAP-kezelés.

5. dbra. A: Ryanodin-receptor és B: tirozin-hidroxilaz immunreaktivitas, valamint C: az
Osszegzett kép bizonyitja a kolokalizaciot. D: Ugyanigy kolokaliz&l a rianodin-receptor
immunreaktivitds a vezikularis monoamin transzporter immunreaktivitassal is.
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6. abra. Az MSG-indukalta apoptdzis iniciator kaszpézainak indukcioja.
7. abra. A PACAP pro- és antiapoptotikus faktorokra gyakorolt valészintsithet6 hatasai.
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8. &bra. A PACAP az adenilat-ciklaz enzim blokkolasa esetén
apoptotikus enzimek expresszidjara.
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