Az F67830 szamu ,,Hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)
hatasanak vizsgalata kiilonb6z6 karosité tényezék kovetkeztében kialakulo
cochlearis- és retinalis karosodasban’ cimii OTKA Kutatasi tamogatas szakmai
zarodjelentése

Az F67830 szamu kutatdsi tdmogatds segitségével 2007. juliusatdl 48
tudoményos publikdciéban (IF: 124,798), 60 idézhetd absztraktban és szdmos hazai és
nemzetkozi konferencidn kb. 150 poszter prezenticidban és 27 eldaddsban ismertettiik
azon eredményeket, melyek a kutatdsi tdimogatds segitségével sziilettek. Legszorosabban
a kutatdsi témahoz tartoz6 kozlemények szama 21 (IF: 62,474), de a palydzatban kitlizott
célok mellett szdmos mds, a palydzatban megfogalmazott célokhoz kapcsolédd témdban
is értiink el sikeres eredményeket a timogatds segitségével.A kutatdsi pdlyazat két o
témdja a PACAP hatdsdnak vizsgalata kiilonb6zd cochledris és retindlis kdrosoddsokban.
A PACAP otoprotektiv hatdsanak vizsgdlata sordn kimutattuk a peptid védd hatdsat
oxidativ stressz-indukdlta belsd fiill kdrosoddsban csirkében (R4cz et al., Regul Pept
2010). Az in vitro kisérleteink sordn 1 napos csirkék belsé fiilének kiprepardlasat
kovetden sejttenyészetet készitettiink, ahol PACAP segitette a sejtek tulélését H,O,-
indukalta oxidativ stresszel szemben, amit MTT teszttel, JC-1 apoptdzis assay-vel és
annexin V/propidium iodide flowcitometridval igazoltunk, valamint a PACAP
csokkentette a proapototikus caspase-3 aktivitdsat is. A csirke ductus cochledrisdnak
kipreparéldsat kovetden vizsgaltuk a PACAP endolympha proteindsszetételére kifejtett
hatdsat is (Gadl et al., J] Mol Neurosci 2008). Ezenkiviil mértiik a beltenyészett Wistar
patkdnyok congenitdlis halldskdrosoddsanak mértékét kiilonbozd funkciondlis (BERA,
Otoacusticus Emissio) és hisztoldgiai vizsgalatokkal is, mely adatokat eldadéds és poszter
formdjdban prezentdltuk a Magyar Elettani Térsasig LXXI. és a Magyar Fiil-orr-
gégeorvosok Egyesiilete Audioldgiai Szekcidjanak 44. Vandorgytilésén (Németh et al.
Acta Physiol Hung 2007). A kutatdsi pédlydzat egyik f6 célja a PACAP hatdsdnak
vizsgalata kiilonb6zd ototoxikus anyagokkal szemben (pl.: ciszplatin, aminoglycosid
antibiotikumok). A Wistar patkanyokkal tervezett kisérleteinket nagymértékben
hatraltatta a congenitalis siiketség magas szdzalékos el6forduldsa, valamint a BERA és
Otoacusticus Emissios standardizdldsa, ezért kisérleteinket egereken folytattuk, ugyanis
kutatécsoportunk japan kollaboricidjanak koszonhetéen az elmult évtél mar PACAP
knock out egerek (KO) vizsgélatdra is lehetOségiink nyilik. A PACAP KO egerekrol
altalanossagban a csokkent reprodukcids képesség és a visszamaradott novekedés
jellemzd, és széles korben haszndljak ezen egértdrzset az endogén PACAP szerepének
vizsgdlatdhoz. Jelenleg a vad és PACAP KO egerek cochledjanak morfologiai
0sszehasonlitdsan dolgozunk. Ezen kutatasok sordn vizsgéljuk a PAC1-receptor valamint
a kiilonbozé Ca**-kotd fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) el6forduldsat a
belséfiilben. Tobb cochledris kutatdsban is foglalkoznak a Ca**-koté fehérjékkel, ugyanis
ezeknek fontos szerepe van az endolympha Ca®* koncentréciéjdnak szabdlyozdsdban, ami
elengedhetetlen a normadlis hallashoz. Legfrissebb kutatdsi eredményeink nem mutattak
eltérést a PAC1-receptorok lokalizdcidjdban, de a vad tipusu egerek kiilsé szorsejtjei és
tdmaszto sejtjei sokkal intenzivebben jelolddtek a PACAP KO egerekhez képest. Ezzel
szemben a Ca’*-koté fehérjék vizsgélata sordn a PACAP KO egerek bels§ és kiilsé
szorsejtjel sokkal kifejezettebb parvalbumin, calretinin és calbindin immunpozitivitast



mutattak, mint a vad tipusd egerek. Tobb kutatds is bizonyitotta, hogy az endolympha
megemelkedett Ca®* koncentrdci6ja drtalmas a belsé fiil mitkddésére, amivel szemben a
szérsejtekben megemelkedd Ca**-koté fehérje koncentracié védelmet nytjthat. Az, hogy
a Ca”*-kotd fehérjék immunreaktivitisa megnovekedett PACAP hidnydban, tovabbi
bizonyitékként szolgdl arra, hogy a PACAP-nak fontos szerepe lehet a hallds
szabalyozéasaban, amely hatds pontos feltérképezése tovdbbi kutatdsunk célja. Tobb olyan
fiil-orr-gégészeti betegség van, amely pathomechnaizmusa eddig még nem pontosan
ismert pl.: Méniér-betegség, melynek hatterében az endolympha elvaltozdsok
kovetkeztében kialakuld szérsejtkdrosoddsok feltételezhetok, ezért lehetséges, hogy a
PACAP-nak is fontos szerepe lehet ezen folyamatokban. Ezen kutatdsi eredmények
idézhetd absztrakt formdjdban mar bemutatdsra keriiltek (Tamds et al. Acta Physiol
2011), jelenleg eredményeink ,,Comparative examination of inner ear in wild type and
pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) deficient mice” (Tamads et
al.) cimmel a Neurotoxicity Research folyéiratndl kozlés alatt allnak. Legujabb
kisérleteink sordn kezdtiik el kiilonb6z0 aminoglycosid antibiotikumok (kanamycin,
amykacin) hatdsanak vizsgalatit vad és PACAP KO egerekben. Jelenleg folynak a
kiilonbozd kérositd hatdsok kovetkeztében fellépd valtozasok dsszehasonlitd vizsgalatai.
A jovOben ezen kdrosoddsok kivédését szeretnénk PACAP kezeléssel is kiegésziteni,
hogy felderitsiik az exogén PACAP kezelés esetleges védo hatdsat ezen modellekben.

A PACAP retindlis karosodasban kifejtett hatdsat szdmos retinotoxikus modellben
kutattuk in vivo és in vitro. Monosodium glutamét-indukdlta retindlis karosoddsban
vizsgaltuk a kiillonbozd sejtérintettséget (Atlasz et al., J Mol Neurosci 2008), a PACAP
protektiv hatdsdnak molekularis bioldgiai hatterét (Racz et al., Neurotox Res 2007),
valamint a kiilonb6z6 PACAP fragmentumok védo hatdsat (Atlasz et al., Ann NY Acad
Sci 2009), és ebbdl egy 0sszefoglalé kozlemény is sziiletett (Atlasz et al., Ann NY Acad
Sci 2010).

Munkdnk sordn bilaterdlis carotis lekotés kovetkeztében kialakuld ischemids
retinakarosodasi modellel is dolgoztunk, ahol bebizonyitottuk a PACAP védd hatdsat
(Atlasz et al., Brain Res Bull 2010), ezenkiviil kimutattuk a diazoxid (Atlasz et al.,
Neurotox Res 2007), az urocortin 2 (Szabadfi et al., Neurosci Lett 2009), a PARP
inhibitor (Mester et al., Neurotox Res 2009) védé szerepét is ebben a modellben. Ezen
eredményeket egy Osszefoglalé kozleményben is megjelentettiik (Szabadfi et al., Int J
Mol Sci 2010). Leguijabb vizsgalati eredményeink a PACAP KO egerek ischaemids
retinadegenerdcidjanak vizsgédlata sordn sziilettek. Vizsgalataink sordn azt figyeltiik meg,
hogy bar a PACAP KO egerek retindjanak morfoldgidja makroszképosan nem mutat
szignifikéns kiillonbséget a vad tipushoz képest, ugyanazon 1ézi6 a PACAP KO egerekben
szignifikdnsan nagyobb 1€zi6t hoz létre, mint a vad éllatokban (Szabadfi et al., Neurotox
Res 2011). A PACAP KO egerekkel kapcsolatos vizsgdlataink jelenleg a kutatdsok
kozpontjaban dllnak, amelyrél egy Osszefoglalé kozleményiink ,,PACAP is an
endogenous protective factor — lessons from PACAP deficient mice” (ReglOdi et al.)
cimmel az Acta Physiologica folyéiratnal allnak kozlés alatt.

A fentiekben felsorolt modelleken kiviil bebizonyitottuk a PACAP védd hatdsat
UV-A sugarzds, valamint egyéb exitotoxikus hatdsok kovetkeztében kialakulé retindlis
karosodéssal szemben (Atlasz et al., Varga et al., J Mol Neurosci 2011), és oxidativ
stressz-indukdlta humdn retindlis pigment sejtekeben (Mester et al., J] Mol Neurosci
2010).



Felndtt patkdnyokon kiviil 4jsziilott patkdnyok retinélis és idegrendszeri fejlodését
is vizsgaltuk kiilonb6zd kisérleti koriilmények kozott. El0szor a monosodium—glutamét
kezelés (Kiss et al., Neorotox Res 2007), perinatélis asphyxia (Kiss et al., Brain Res
2009) valamint az anyai megvonas hatdsait figyeltik meg (Farkas et al, Brain Res Bull
2009) a reflexek, a magatartdsmintdzat és a retina fejlodésére, majd ezt kdvetden
bebizonyitottuk a korai ingergazdag kornyezet jotékony hatdsat glutamat-indukélta
retinakdrosoddsban (Szabadfi et al., Brain Res 2009). Osszehasonlitottuk tovabba a
PACAP kezelés és az ingergazdak kornyezet retinoprotektiv hatasat is MSG-vel kezelt
Ujsziilott patkanyoknal (Kiss et al. Neurosci Lett 2011).

Kordbban a munkacsoport szdmos adatot publikdlt a PACAP neuroprotektiv
tulajdonsagdval kapcsolatban. Ezen témdéban is sziilettek Gjabb eredmények, amely a
PACAP traumds agykdrosoddsban kifejtett protekcigjat irja le (Kovesdi et al., Neurotox
Res 2008). Ebben az évben a PACAP neurodegenerativ betegségeket modellezd
allatkisérletekben kifejtett hatdsat egy osszefoglalé dolgozatban publikaltuk (Reglddi et
al. Curr Pharm Des 2011), jelenleg kozlés alatt all az ,,Effect of PACAP in central and
peripheral nerve injuries” (Tamas et al.) cimli 0sszefoglalé kozleményiink is az Acta
Physiologica cimii foly6iratban.

Az OTKA palyazatban tervezett kutatdsokon kiviil szdmos ) kutatdsi téman is
dolgoztunk az elmult id6északban, melyek ugyancsak kozelebb vihetnek benniinket a
PACAP protektiv szerepének megismeréséhez — ezen beliill a retinoprotektiv és
otoprotektiv hatdsok megismeréséhez. Az egyik fontos kutatdsi téma a PACAP
kiilonbozd  klinikai  mintdkban  torténd meghatdrozdsa radioimmunoassay és
tomegspektrometria segitségével. Eredményeink bizonyitottdk a PACAP jelenlétét
humén plazmamintdkban, melynek koncentricidja viszonylag dllandé értéket mutat.
Mérsékelten magasabb koncentraci6 mérhetd azonban terhes és szoptatds édesanydk
mintdiban. Tovdbba elséként bizonyitottuk kisérleteinkben a PACAP jelenlétét az
anyatejben, mely vizsgédlatok sordn jelentds felhalmozddasat taldltunk (Borzsei et al., Eur
J Endocrinol 2009). Hasonlé eredményeket mutattunk ki hdazidllatok mintdibol is
(Czeglédi et al. 2011). Tovéabbi vizsgélataink sordn igazoltuk a PACAP szignifikdns
emelkedését a 2. és 3. trimeszterben, ami a sziilés sordn szignifikdnsan csokkent, de 3
nappal a sziilést kovetden késObb ismét az atlag populaciééval megegyezd értéket
mutatott (Reglddi et al., J Endocrinl Invest 2010). RIA segitségével feltérképeztiik a
PACAP38 és PACAP27 megoszlasat a placentdban és vizsgdltuk a PACAP hatdsét
choriocarcinoma sejtek talélésére is (Brubel et al., J Mol Neurosci 2010, Boronkai et al.,
Ann NY Acad Sci 2009). Tomegspectrometria segitségével vizsgaltuk a PACAP
jelenlétét kiilonbozd klinikai mintdkban (folliculus folyadék, magzatviz, csarnokviz,
orrvaladék stb.) (Brubel et al. Mass Spectr 2011). Ennek a technikdnak a tovédbbi
standardizdcidjdval az a célunk, hogy kiillonboz6 pathologids folyamatokban esetleges
eltérést mutassunk ki a PACAP koncentracidkban, beleértve szemészeti €s fiilészeti
mintakat is.

A PACAP hatésat kiilonboz6 sejtkultirdkban is vizsgéltuk in vitro. Kimutattuk a
PACAP védo hatdsat ischaemia-reperfuzié indukalta szivizomsejt kdrosoddsban (Récz et
al., Regul Pept 2008), leirtuk a PACAP1-38 és 6-38 hatdsat cytotrophoblast kultdrdban
(Reglddi et al., J Mol Neurosci 2008) valamint a circadian ciklusra kifejtett hatdsat
pinealocyta sejteken (Racz et al., J Mol Neurosci 2008).A PACAP ischaemids és oxidativ
stresz indukdlta vesekdrosoddsban in vitro €s in vivo (Szakaly et al., J Mol Neurosi 2008;



Neuropeptides 2011; Horvéath et al., Neurosci Lett 2010, Transplant Proc 2010; J Mol
Neurosci 2010, 2011; Brubel et al. Transplant Proc 2011) és bélkarosodasban (Ferencz et
al., J Mol Neurosci, Transplant Proc 2009) betoltott szerepével kapcsolatban is tobb
publikédcié jelent meg az elmult években. A PACAP intravénds addsa markdnsan
csokkenti a mortalitast és javitja a vesében kialakuld fokalis tubuldris atrophia mértékét
(Szakaly et al., J Mol Neurosci 2008). Hasonl6 eredményeket kaptunk vékonybél
ischemia/reperfiziés karosoddsban, ahol azt is igazoltuk, hogy a PACAP tartalmu
oldatban  tartott  vékonybél kisebb  oxidativ  kdrosoddst mutat, melynek
autotransplantacional lehet jelentdsége (Ferencz et al., ] Mol Neurosci 2008). A PACAP
vesében kifejtett hatdsir6l egy Osszefoglalé dolgozat is késziilt (Reglodi et al.
Neuropeptides 2011). Ezen vizsgalatok sordn kidolgozott moédszerekkel lehetdségiink
nyilt a retindlis pigment epithel sejteken végzett kisérletekre, melyek soran a fenti mér
kozolt eredményeken kiviil tanulmédnyozzuk a pigment epithel sejtek apoptotikus és
angiogenetikus markereit oxidativ stressz illetve hypoxia hatdsara, mely eredmények
ugyancsak a PACAP retinoprotektiv szerepének megismeréséhez jarulhatnak hozza. Ezen
kisérletek jelenleg még folyamatban vannak, de eddigi kisérleteink alapjan a PACAP
jelentdsen visszaforditja a stresszhatdsokra bekovetkezett valtozasokat az apoptotikus és
angiogenetikus marker profilban.

Munkacsoportunk kollabordaciés munka keretében részt vesz puhatestiiekkel
kapcsolatos vizsgalatokban is. Tobb publikicié sziiletett Eisenia fetida (Molnér et al.,
Reg Pept 2008; Boros et al., Varhalmi et al., J Mol Neurosci 2008; Somogyi et al., Ann
NY Acad Sci 2009) és Helix pomatia (Pirger et al., ] Mol Neurosci 2008; Hernadi et al.,
Neuroscience 2008) fajokban végzett vizsgalatokbdl. Ezen vizsgdlatok ugyan szorosan
nem kapcsolédnak az OTKA-ban megjelolt témédkhoz, de a vasdrolt antitestek széleskorli
tesztelése, valamint a PACAP alapvetd bioldgiai szerepének megismerése segitheti a
PACAP-pal kapcsolatos vizsgdlatokat emlOsokben is, ezen beliil a szenzoros funkciok
megismerése kapcsolddik az OTKA témahoz.



