Zarojelentés OTKA K72592

Az OTKA K72592 sz. palyazat folytatdsa volt a kdyed 046589 sz. palyazatnak,
melynek 6 témaja a PACAP neuroprotektiv hatasainak vizsgalailt. A jelenleg
lezérasra kerdl palyadzatban ezt a témat folytattuk, azonban a PRC¥éd
tulajdonsagait joval tobbféle megkdzelitésben \attsdx. A palyazati celkiizéseket ket
f6 téma koré csoportositottuk: a protektiv hatds mei@musanak vizsgélata és az
endogén PACAP szintek valtozasanak vizsgalataleh @ TKA palyazat tamogatasaval
a témaban 0Osszesen 76 folydirat kdzlemény sziletsdtyeknek oOsszesitett impakt
faktora: 197,3 (absztraktok nélkil). Az OTKA palgakezdete 6ta munkacsoportunkbol
6 PhD és 1 habilitacios fokozatszerzés sziletaettzabbi PhD dolgozatok szulettek
kollaboracios munkacsoportokbol, részben a bemiitak®zlemények és téma
felnasznalasaval. Jelenleg 12 PhD hallgaté dolgaaikunkacsoportban, a PhD fokozat
megszerzese a kovetkegvekben varhato. A palyazati periodusban a paty&&aaakbol
28 TDK ebadas sziiletett, koztik 2 hazidldj, egy orszagos dldhelyezés, Pro Sciencia
kitiintetés, ket kivalé éhdai dij és két nemzetkézi I. dij, valamint 8 allamsgadolgozat.
A palyazatban nevesitett résztgekutatok kozil 4 személy Bolyai Osztondijban
részesilt a palyazat ideje alatt.

Eredményeink 6sszefoglalasa:
A PACAP sejtvéd hatasmechanizmusanak vizsgalata in vivo €s inwitr

A korabbi években szamos vizsgalatot végeztiink @AFAidegrendszeri védchatasanak
vizsgalatara. Ezeklh, és mas tanulmanyokbdl uginik, hogy a PACAP éiteljes véd
hatasaért tobbféle  mechanizmus a &gl el$sorban  antiapoptotikus,
antiinflammatorikus és antioxiddns hatdsai. Ezekahbi vizsgalatdhoz a pélyazati
periodusban tébbféle in vivo és in vitro modelltagztottunk.

A PACAP in vivo neuroprotektiv szerepét d@lsrban retina modelleken
vizsgaltuk. A korabbi években mar kimutattuk, hogyPACAP véd excitotoxicus és
ischemias retinadegeneracidban. Jelen palyazafidoesban kimutattuk, hogy a PACAP
veds hatast fejt ki UV fény-indukalta karosodasbatigsz et al. J Mol Neurosci 20)Lés
diabeteses retinopathiaba®ebadfi et al. Cell Tissue Res 2PIE2 Ezen utébbi védelem
hatterében antiapoptotikus folyamatokat mutattunkAKPACAP f6ként a dopaminerg
amakrin sejteken fejtett ki &eljes véd hatast. Olyan modellekben, melyekben
korabban mar igazoltuk a PACAP edzerepét, tovabb vizsgaltuk a neuroprotektiv
hatasmechanizmust, é&orban krénikus hipoperflzié és exctitotoxicusnatiarosodas
modellekben. Western blot és citokin array segéséljigazoltuk, hogy a PACAP a
retindban a hipoperfazié altal indukdlt citokin eagszidt és proapoptotikus jelatviteli
utakat (JNK, p38 MAPK) ellensulyozza és szamosagpoiptotikus, sejtvéd faktort
stimulal, mint pl. Akt és ERKSzab0 et al. Neurosci Lett 2Q12Jgyancsak ischemias és
glutamat indukalta retinakarosodasban vizsgalttBMA&AP egyes specifikus markereket
mutato sejteken kifejtett védszerepétAtlasz et al. J Mol Neurosci 2008, Atlasz et al.
Brain Res Bull 2010 Leirtuk a PACAP fragmensek hatasat is retinadegeioban, ahol
azt taléltuk, hogy a PACAP38 és PACAP27 egyformaévezereppel bir, mig az
antagonista hatasu rovidebb fragmensek, mint a H26=28 és PACAPG6-27 tovabb



fokozza a karosodast, ezzel is bizonyitva a PACAdbgén véd szerepétAtlasz et al.
Ann NY Acad Sci 2009Elektroretinografias vizsgalattal bizonyitottakt is, hogy a
PACAP kezelés hatdsara megfigyelt morfoldgiai jasufunkcionalis javuldsban is
megmutatkozikYarga et al. J Mol Neurosci 2011

Osszehasonlitottuk a PACAP hatasat tobb mas neatedqiv szer hatasaval,
tobbek kozott a PACAP peptiddel legszorosabb szetkeokonsagot mutatd VIP-vel is
(Szabadfi et al. J Mol Neurosci 2Q120vabbé sevofluran prekondicionalass#dbadfi
et al. J Mol Histol 201p, a stressz rendszeren keresztil hato urokorti@zabadfi et al.
Neurosci Lett 2009és a PARP gatlasavaMéster et al. Neurotox Res 200%zt is
vizsgaltuk, vajon a bizonyitottan neuroprotektigengazdag kérnyezet és PACAP hatasa
egyltt eételjesebb retina védelemben nyilvanul-e meg. A#éltizk, hogy mig az
ingergazdag kornyezet jelésen védi a retinat az excitotoxicus karosodassaiben
(Szabadfi et al. Brain Res 200®zt a PACAP kezelés tovabb nem néveli, hatasuk n
additiv Kiss et al. Neurosci Lett 20L1Leirtuk a retina degeneraciot Gjszulottkori
asphyxiaban isKiss et al. Brain Res 20p9ahol a PACAP véil szerepét jelenleg
teszteljuk. Human retina pigment epithelsejtekbeimukattuk, hogy a PACAP
antiapoptotikus hatassal rendelkeziketter et al. J Mol Neurosci 20),1és ezt a véil
hatast szamos aptosisban részivjethtviteli rendszeren keresztil fejti ki, tobbedz6tt
a Bax, Bad, HIF-1 alfa, heat shock proteinek, Fsszacialt fehérjék és TNF alfa.
Ezekben a sejtekben a PACAP az oxidativ stressséia megvaltozo citokintermelést is
jelentbsen befolyasoljaHabian et al. J Mol Neurosci 20L2A retinan kivil belsftlben
is leirtuk a PACAP vétiszerepét, és kimutattuk, hogy @rsejtekben is antiapoptotikus
hatdsa van a peptidnek, részben a kaszpaz 3 gétlagaRacz et al. Regul Pept 2010
Vizsgaltuk az 0jszulottkori stressz szerepét agreledszer fefldésében, és ebben az
anyai megvonas modellben jelenleg teszteljuk a PRCrtasait, miutan igazoltuk a
PACAP expressziot az agytorzsi stressz kozpontokBaszner et al. Neuroscience 2012,
Int J Dev Neurosci 20Q%arkas et al. Brain Res Bull 20p9gazoltuk tovabba, hogy a
PACAP jelents véd hatast fejt ki ,fluid percussion” traumas agyk&dasban, amit a
csokkent axonkarosodas bizonyit a corticospinabidyg tertletén Kovesdi et al.
Neurotox Res 2008

A PACAP sejtvéd hatasmechanizmusét vizsgaltuk nemcsak neurorngisem
periférias sejteken is. Ezen vizsgdalatok segitséigés irodalmi adatok alapjan is ugy
tiinik, hogy a PACAP sejtvédhatdsa altalanos érvényes nagyon hasonlo utvonalakon
keresztll torténik a neurondlis és nem neurond@jgelden. Példaul vizsgéaltuk ezt a
hatasmechanizmust vesesejteken is, ahol azt tglahogy a PACAP hatasara a
mitochondrialis sejtvédelmi Gtvonal &eljesebben expresszaldédik (mint pl a Bcl-2
molekula), valamint a citokin expresszio jelésen lecsokkenHorvath et al. J Mol
Neurosci 2011, J Mol Neurosci 2010, Brubel et aarnEplant Proc 201l Vesesejteken
azt is igazoltuk, hogy a PACAP fokozza az antiorglkapacitast, mivel PACAP kezelés
hatdsara a szoOveti antioxidans GSH és a SOD szaertedkedtek. Tovabba leirtuk a
PACAP véd szerepét doxorubicin-indukalta szivizomkarosodagbaécz et al. J Mol
Neurosci 201§ szivizom ischemia-reperguziés karosodaslibhiith(et al. Ann NY Acad
Sci 2009 és bél ischemia/reperfuziébaretencz et al. J Mol Neurosci 2009, Transplant
Proc 2009a,ln.

Azt is vizsgaltuk, hogy milyen faktorok befolyasatfadk a PACAP
neuroprotektiv illetve A&ltalanos citoprotektiv s Iigy kimutattuk, hogy



pinealocitdkban a PACAP védatasa fligg a napi ritmustddcz et al. J Mol Neurosci
2008, Horvath et al. Neurosci Lett 20Q11A receptoridlis hatdsmechanizmussal
kapcsolatban pedig azt az érdekes megfigyelésikidtiogy tobb szdvet/sejttipusban a
PACAP altalanosan hasznalt antagonistgja, a PACZg&gonistaként viselkedik, mely
egy eddig ismeretlen receptor altipus létezésétfee{Regbdi et al. J Mol Neurosci
2008, Brubel et al. J Mol Neurosci 2010, Boronkhdiaék Ann NY Acad Sci 2009
Cornedban is kimutattuk, hogy a PACAP kezelés dtjarsaa felszini hamsérulés
gyogyulasat, ennek soran a sejvédktorok termelése fokozodik. A kénnyben jelen
lévé PACAP igy endogén aton is segitheti a sebgyogtutdismit ahogy még szisztémas
PACAP kezelés is befolyasolja a kbnnytermel&ad] et al. J Mol Neurosci 2008A
cornea adatok kiértékelése jelenleg utolsé fazisdlam (eddig konferencia poszteren
mutattuk be ezeket az eredményeket).

A PACAP neuroprotektiv hatdsmechanizmusat negenerativ betegségek
modelljében a palyazat keretében elkezdtik, éslggeolynak még az ezzel kapcsolatos
vizsgalatok. Parkinson kor és Huntington chorea etiekben vizsgaljuk a PACAP-
indukalta jelatviteli valtozasokat, valamint PACARénhianyos egerekben a
neurodegeneréacioval szemben mutatott fokozott érgééget.

Az endogén PACAP élorduldsa és véltozasa bioldgiai mintakban

A palyazat megkezdésekor az endogén PACAP jelénk@itdiogiai folyadékokban
mindossze vérplazmaban ismerte az irodalom. A paty@eriddusban csaknem minden
emberi folyadékban vizsgéltuk a PACAP jelenlétémegspektrometriai és RIA
modszerekkel. Kimutattuk, hogy a PACARferdul az anyatejben, a tignlyadékban
és a konnyben, mig nem volt kimutathatdé csarnolerizb ond6folyadékban,
hidvelyvaladékban, nyalban és izzadsagligmliel et al. J Mass Spectrom 2011, J Mol
Neurosci 2012 Anyatejben azt talaltuk, hogy a PACAP koncerngjaca vérplazmaban
talalhatd koncentracional 5-20szor nagyobb, antetelezi, hogy az anyatejben v
PACAP fontos szerepet jatszik az Ujszulott és/vagembmirigy fejlédésébenBRorzsei

et al. 2009. Ezt a magas PACAP szintet igazoltuk emberi fegi@sra hasznalt allati
tejekben is Czeglédi et al. Gen Comp Endocrinol 2D1Az utébbi idben pedig egy
tobb mint kétéves vizsgalat lezarult, melynek soaaszoptatd kismamakat kovettik a
szoptatési id alatt és leirtuk a PACAP szintek valtozasat tolit mésfél éves szoptatas
soran. Azt talaltuk, hogy a colostrumban a PACARtszzignifikansan magasabb, mint
az érett tejben, majd 7 honapos korig szintje sthge utana megint emelkedést mutat
(Csanaky et al. J Mol Neurosci 2Q1®unkank kezdetekor feltételeztiik, hogy a PACAP
szintje kulonboé élettani illetve patholdgiai folyamatokban valtozés ez dsszefliggést
mutathat a betegséggel vagy allapottal. llyen \dleigkat a kdzelmualtban human
tuszfolyadékkal végeztink hiperstimulaltimetegekBl nyert tlissfolyadékkal, ahol a
PACAP szint és az érett petesejt szam kozott kooi@ talaltunk Koppan et al. J Mol
Neurosci 201 Kimutattuk tovabba, hogy a vérben kimutathaté AR szint a
terhesség étehaladtaval & majd a szilés soran szintje hirtelen leesik, végilig a
sziilést koveét 3 nap malva a kiindulasi értéket mutatja. Ujsziglt vérében is a
felnéttekhez hasonld értéket mértliriRegbdi et al. J Endocrinol Invest 20L0Tovabbi
human szoéveti mintdkban is vizsgaltuk a PACAP gzintmint pl. kardiolégiai és
tumoros betegekersganto et al. J Mol Neurosci 2Q1Zovabbi vizsgalataink jelenleg is



folyamatban vannak. A PACAP biologiai folyadékokbamld rutin, megbizhato
meérésehez a tdmegspektrometriai vizsgalatok folyasnéejlesztés alatt allnak, ezzel
kapcsolatban is szamos kézleményt publikaltiBeapo et al. Cleft Palate Craniofacial J
2012, Jarai et al. Pathol Oncol Res 2012, Szantal.eTechnol Cancer Res Treatment
2012, Ivanova et al. Food Anal Meth 2011, Mark ktJaArcheol Sci 2010, Boros-
Majoret al. J Archeol Sci 20)1 Allatok széruméaban és szoveteiben is vizsgatuk
PACAP szint valtozasait. Tobbek kozott leirtuk @aitk vesében a PACAP szint
valtozasat ischemia/reperfuziot koden Szakaly et al. Transplant Proc 2Q10Nervus
trigeminus ingerlés hatasara emelkedést irtunk patkany szérumban és a trigeminus
ganglionban is nitroglicerin adasakdruka et al. Peptides 20L2Mindezek az endogén
PACAP korabban mér kimutatott fajdalomban jatssattrepének tovabbi bizonyitékai.
Sulyos koponyaseértiltek likvorabol kimutattuk, hagyiléléssel szoros korrelaciot mutat
a magasabb PACAP szint (poszterbemutatas konfé@mn&ukovics et al. 2009). A
tovabbiakban mindezen vizsgalatokat folytatjuk ré&ményeink szerint a PACAP rutin
mérésével és széleskordiagnosztikai feltérképezésével lehat valik a PACAP
biomarkerként valé hasznosithatosaga éhaw.

A PACAP endogén szerepével kapcsolatban igen fdefmss volt, hogy Japan
kollaboracion keresztil PACAP knockout egerekheztotjunk, és szamos,
sejtvédelemmel kapcsolatos kisérletet végeztiinkzédsglaléan, a PACAP génhianyos
egerek joval érzékenyebben reagalnak karos belkagasmind idegrendszeri, mind
periférids karositd tényékre. Mig normal allatokban csupan a delgs idbeli lefolydsa
valtozik a PACAP vad tipusokhoz képest (mint miegkcié folyamata -Vincze et al. Int
J Dev Neurosci 201lvagy a calcium-két fehérjék érzékszervi expressziéjdamas et
al. Neurotox Res 20)2addig a KO egerekben a szovettani és molekuksziati
karosodas, valamint gyulladasos folyamatok is j®iayosabb kuldnbd&modellekben.
Ezt igazoltuk in vivo példaul ischemias retinak@aédsban$zabadfi et al. Neurotox Res
2012, endotoxin-indukalta 1éguti gyulladasbdgaldkes et al. Peptides 201 ischemia-
indukalta vese- és bélkarosodasbBeréncz et al. J Mol Neurosci 2010a, b, Ferencz et
al. Transplant Proc 2010, Szakaly et al. Neuropgsi2011, J Mol Neurosci 2008n
vitro pedig oxidativ stressz és hypoxia-okozta segepusztulasbanHprvath et al.
Neurosci Lett 2010, Transplant Proc 2Q18imutattuk azt is, hogy a PACAP endogén
hianyaban valtozik az allatok stresszre és fajdaigerre adott valasza iSészner et al.
Neuroscience 2012, Markovics et al. Neurobiol D42, Sandor et al. Neuropeptides
2010 a korabban munkacsoportunk altal leirt valaszbkkamben $andor et al. Pain
2009, valamint fokozottan jelenik meg az allergias ted dermatitis oxazolon hatasara
(Kemeny et al. J Mol Neurosci 2010

Az elmult években tobb, a palyazat témaihoz kapckblosszefoglald tanulmanyt is
irtunk, tobbek kozoétt a PACAP neurodegenerativ dsgtgek in vivo €s in vitro
modelljeiben jatszott szeregér(Regbdi et al. Curr Phar Des 20)1 a PACAP
nephroprotektiv hatasairoRégbdi et al. Neuropeptides 20),2a PACAP KO egerek
fokozott érzékenységdlr (Regbdi et al. J Mol Neurosci 2032 valamint a PACAP
traumas idegi léziokbarTamas et al. Int J Mol Sci 20 #letve retinadegeneraciokban
(Atlasz et al. Ann NY Acad Sci 2010, Szabadfi einald Mol Sci 201D kifejtett veds
szerepéil.



Kordbbi OTKA tdmogatasok segitségével munkacsophkralacsonyabbrerigkben is
vizsgalta a PACAP éfordulasat és hatasait. Bar ezek a munkak nenztakoszorosan
a jelen lezart palyazathoz, egyéb péalyazatok smgdiel, de kis részben az OTKA
tamogatassal szamos U] felfedezést tettink a PAGKgenetikailag meg@rzott
szerepével kapcsolatban, melyek hosszu tavon hegitistnek benniinket a PACAP
alapveb biologiai szerepének megismerésehez. llyen pl.egyik 6 vizsgalatunk,
melyben kimutattuk, hogy a PACAP alapset fontos a puhatdsk
memoriafolyamataiban, blokkolasaval pedig memofiadeérhet el (Pirger et al. J
Neurosci 201 A memdriaban betoltétt szerepe mellett ugpik, a PACAP egyik
alapveb biologiai hatasa az apoptosis gatlasa, melyebigazk csigaban isHirger et al.

J Mol Neurosci 2010, J Mol Neurosci 2Q00&ul6nb62 mollusca és annelida fajokban
feltérképeztik a PACAP @&brdulasat és valtozasat a telés soran vagy kilonbéz
kuls6 behatasokra, mint pl. hibernacié a csigdban vadgrr(@di et al. Neuroscience
2008, Pirger et al. Neuropeptides 2010, Boros etlalol Neurosci 2008, Boros et al.
Cell Tissue Res 2010, Somogyi et al. Ann NY Aca@®®, Varhalmi et al. J Mol
Neurosci 2008



