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Idegi regeneracio és befolyasolasi lehetéségei alacsonyabbrendii és emlos

idegrendszerben

Az ifjisagi OTKA eredeti tervezete szerint két nagy kutatdsi téma koré csoportositottam
az elvégzendd feladatokat. Az els6 rész az idegi regenerdcié vizsgilata volt
alacsonyabbrendii idegrendszerben. A masodik részben az idegi 1€zi6 regenerdcios
lehetdségeit vizsgaltam patkdnyban.

A elmult évek sordn, részben ezen tdmogatds felhaszndldsaval és feltiintetésével 0sszesen
23 folyoirat kozlemény sziiletett, melyek Osszesitett impakt faktora 42,93. Ezenkiviil
szamos idézhetd absztrakt (27) és konferencia szereplés tortént a timogatds segitségével.
Az aldbbiakban vdzolom az elért fontosabb eredményeket, melyek egy része jelenleg all

kozlés alatt. Ezért tisztelettel kérem az OTKA bizottsdgot, hogy a jelentésben foglaltak

alapjan sziiletett mindsitést az OTKA kiegészito eljardsban késébb mddositsa.

1. A hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) alacsonyabbrendii

idegrendszerben

Alacsonyabbrendii éllatok idegrendszerében eldfordulé PACAP vizsgédlatdhoz a
gyuriisférgek (Annelida) kozé tartoz6 Eisenia fetida és Lumbricus terrestris vizsgalatat
valasztottam. Ezen allatfajokon munkacsoportunk méar évek 6ta dolgozott a jelen OTKA
tdmogatds elott is, és jelentds tapasztalatokat gylijtottiink Ossze. PhD értekezésem is
ebben a témdban késziilt 2002-ben. A gylriisférgek tobb szempontbdl is rendkiviil
alkalmasak alapvetd neurohisztolégiai vizsgédlatokra, valamint az idegrendszer
regeneracidjanak tanulményozdsira. Egyrészt a gylrisférgekben jelenik meg a
filogenezis sordn eldszor a mesoderma, mint 6néll6 csiralemez, és ezzel dsszefliggésben a
szelvényezettség, ami az idegrendszer szegmentdlodasat is kialakitja. Mdasrészt mdr
megvaldsul az idegrendszer egy elég jelentds centralizaci6ja. Tovabbi eldny a vizsgadlatok
szempontjabol, hogy az idegelemek szdma alacsony, fajtél fiiggben az agydicban

megkozelitden 2000, a szegmentdlis dicokban pedig 900-1500 idegsejt taldlhato



szelvényenként, ami lehetové teszi a dicok viszonylag komplett leirdsat. Tobb eldnnyel
is jar, hogy a mintegy 100-150 testszelvény, és igy a ganglionok felépitése is néhany
kivételtdl eltekintve egyforma. Egyrészt egy atlagos szelvény vizsgdlata is elegendd a
hasdiclanc neuronjainak, azok kapcsolatainak majdnem teljes jellemzéséhez, masrészt
0sszehasonlithat6é egy atlagostdl eltérd szelvénnyel, ami tovabbi hasznos informécidkkal
szolgélhat.

A PACAP rendkiviil konzervélt szerkezetli peptid, aminosavsorrendje az emlds
fajokban azonos, a csirke és béka PACAP csupén egy, a halakban taldlhat6 PACAP pedig
1-4 aminosavban tér el a humdn PACAP aminosavsorrendjétél. Alacsonyabbrendiiek
koziil eddig csak eldgerinchiros fajokat vizsgaltak, melyeknél 96%-os homoldgiat irtak
le a humidn PACAP27-el. Ezen adatok szerint a PACAP az eddig ismert neuropeptidek
koziil az egyik legkonzervéltabb szerkezetli, mely alapjan feltételezhetd, hogy az
idegrendszer filo- és ontogenezise soran alapvetd folyamatokban vesz részt. A
felfedezése oOta eltelt kb. masfél évtizedben szdmos hatdsat irtdk le, az idegrendszerben
neurotranszmitter és neuromoduldtor szerepet tolt be, ezenkiviil a periférids szervekben
kiilénb6z6 endokrin és moduldtor hatasa ismert.

Az elmilt évek sordn leirtuk a PACAP lokalizaciéjat gytirisférgek ventralis
diclancéban (Molndr et al., Ann NY Acad Sci, 2006). Whole mount immunhisztolégiai
vizsgdlattal kimutattuk, hogy a PACAP-nak mindkét formdja, a PACAP38 és a
PACAP27 is el6fordul a ventradlis ddclancban, mindkét vizsgdlt fajban (Eisenia és
Lumbricus). A két fajpban a PACAP immunreaktivitds eloszldsa hasonl6 volt, &m a peptid
két formdja mar eltérd eloszlasi mintdzatot mutatott. A PACAP38 immunreaktiv elemek
a duc ventrolateralis és ventromedialis részében helyezkedtek el, a szegmentalis idegek
eredésénél. Az orasaxonok illetve az 6rids motoneuronok sejttestjei nem festodtek. A
PACAP27 elemek pedig ellenkezd eloszlast mutattak, és joval tobb sejt festodott. Ezen
megfigyelés megegyeznek korabbi, radioimmunoassay méréseink eredményeivel, melyek
szerint a domindns forma alacsonyabbrendiiekben a PACAP27. Masrészt, a PACAP
eloszldsa a ventrdlis dicldncban a kordbbi tanulméanyainkban leirt méds neuropeptidekkel
0sszehasonlitva is mds mintdzatot mutatott (pl. gastrin, cholecystokinin, substance P,
proktolin). A kovetkezd ezzel kapcsolatos munkankban leirtuk a PACAP specifikus

recepordanak, a PACI receptornak az Oligochaetakban valé eloszldsat fény- és



elektronmikroszképos moédszerekkel (Molndr et al., Regul Pept 2008). Ezen munkdkban
utolso szerzoként szerepelek.

A gylirGsférgek  regenerdcids  képességét is  tanulmédnyoztuk  mar
munkacsoportunkban kordbban. Tekintve, hogy a PACAP idegi regenerdcidban betoltott
szerepe jol ismert, és hogy a PACAP jelentds upreguldcidja figyelheté meg emlésokben a
periférias ideg atvagdsakor, a kovetkezd célunk annak kimutatdsa volt, hogy valtozik-e a
PACAP szint a ventrdlis dudcldnc 4atviagasakor. Vizsgdlatunkhoz fény és
elektronmikroszképos immunhisztoldgiat, illetve radioimmunoassay (RIA) mddszereket
alkalmaztunk. A distalis regenerdci6 soran azt taldltuk, hogy a PACAP RIA-val mérhetd
koncentraciéja a regeneraciot vezényld, azaz az elsé ganglionban jelentés mértékben
megemelkedik, mig a tobbi dicban nem valtozik. A regenerdcids blastema PACAP
szintje nagyon magas, €s abban szamos PACAP immunreaktiv elem figyelhetd meg
immunhisztokémiai moddszert kovetoen (Vdrhalmi et al., J Mol Neurosci 2007). A
PACAP-pozitiv sejtek nagy valdszintiséggel toti-vagy multipotens blastok, melyek a
testfal és egyéb szovetek ujraképzését végzik. A PACAP eredete is igen érdekes
kérdéseket vetett fel, mivel azt taldltuk, hogy a coeloma sejtekben, melyek szdmos
hormon és az idegi renegerdcidhoz sziikséges trofikus faktor szallitasat végzik,
ugyancsak szignifikdns mértékben emelkedett a PACAP szint (Somogyi et al., J Mol
Neurosci 2007). A PACAP-nak az eml8sok embrionalis fejlddésében betoltott szerepe jol
ismert, és egyre tobb adat 4ll rendelkezésre azzal kapcsolatban, hogy a PACAP egy
fontos neurotrofikus faktor az idegrendszeri fejlodés soran. Nem ismert viszont, hogy a
PACAP milyen szerepet jatszik  alacsonyabbrendliiek = embriogenezisében.
Vizsgalatainkban Eisenia embriok kokonfolyadékabdl és embriondlis szovetekbol is
kimutattuk a PACAP-ot RIA segitségével. Azt taldltuk, hogy az embri6 PACAP
koncentracidja jelentdés mértékben emelkedik a fejlodési stddiumok elérehaladtaval, mig
a kokonfolyadékban a PACAP-koncentracié ezzel parhuzamosan csokken (Boros et al., J
Mol Neurosci, 2007). Az embriondlis PACAP-szint-novekedés kiilondsen feltlind volt
kozvetleniil a kikelés eldtti stddiumban. Vizsgaltuk ezenkiviil a PACAP koncentréacid
valtozdsat a clitellaris régiéban, mely kozismerten az allatok szaporoddsdban jatszik
szerepet. Azt taldltuk, hogy a PACAP immunreaktivitds szintje jéval magasabb ezen a

teriileten, mint az &llat mas szegmentumaiban. Ivarérett és nem ivarérett egyedek



clitellaris régidit 6sszehasonlitva azt taldltuk, hogy ezen régidk jéval magasabb PACAP
koncentraciéval rendelkeznek ivarérett allatokban. A tobbi egyedben nem volt kiillonbség
a clitellum és egyéb szegmentumok PACAP szintje kozott. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a PACAP vagy PACAP-szerli peptidek és receptorai Annelidak idegrendszerében
és egyéb szerveiben is jelen vannak, és valdszinlileg szerepet jatszanak az embriondlis
fejlodésben, a szaporoddsban és az idegi renegeraciéban. Ezen vizsgélatainkat a PTE
TTK Altaldnos Allattani Intézetével kollaboricidban végeztik. A fent emlitett
eredmények igen tjak, az ezekbdl sziiletett kozlemények biralat alatt 4llnak.

Jelenleg funkciondlis vizsgélatokkal igyeksziink igazolni a PACAP gerinctelen
szervezetekben betoltott szerepét. Elso 1épésként egy masik fajban, a Helix pomatidban
végeztiink funkciondlis vizsgdlatot. Kimutattuk, hogy a PACAP emeli a cAMP-szintet,
ami arra utal, hogy a PACAP adenilat ciklaz aktival6 hatdsa gerincesekhez hasonldan
valészinlileg alacsonyabbrendii fajokban is érvényesiil. A PACAP-nak egyik
legismertebb és legtobbet tanulmdnyozott hatdsa az antiapoptotikus hatdsa, melyet
szintén ezen molluska fajban vizsgaltuk. Azt taldltuk, hogy a PACAP képes csokkenteni
az apoptosis mértékét, és a caspase-3 aktivitast a Helix pomatia nydlmirigyében (Pirger
et al., J Mol Neurosci 2007). A PACAP koncentriacidja a csiga idegrendszerében és
nyalmirigyében is aktivitasfiiggd valtozasokat mutat: aktiv dllatokban a PACAP szintje
joval magasabb, mely arra enged kovetkeztetni, hogy szerepet jatszik az aktivitdssal
Osszefiiggd idegrendszeri és szekrécids funkcidkban. A gerinctelen fajokban kapott
adataink arra utalnak, hogy a PACAP-nak nemcsak a szerkezete konzervélt, hanem
funkcionédlisan is egy konzervalt peptidrél van sz6, mely alatdmasztja azt a feltételezést,
hogy a konzervalt szerkezet egyben fontos bioldgiai folyamatok meglétét tiikrozi. Ezen
vizsgilatainkat az MTA Balatoni Limnoldgiai Kutatdintézetével kollabordciéban
végeztilkk, melyek jelenleg is folyamatban vannak csakigy mint tobb kozlemény
elOkészitése is. Az ebbdl a témabdl sziiletett els6 kozleményt jelenleg a J. Mol. Neurosci.
folyoirat javitdsra kiildte vissza, melyet ha elvégziink, a kozlemény valdszinlileg
elfogadasra keriil és még ebben az évben megjelenik.

Az elmiilt években kapcsolatot épitettem ki tobb, Magyarorszagon gerinctelen kutatdssal
foglalkoz6 kutatocsoporttal, mely kapcsolatrendszer segitségével a kovetkezd években

tovabbi kozos munkakat terveziink.



2. Idegi léziok vizsgalata patkanyban, PACAP Kkezelés neuroprotektiv hatasai

A kutatdsi terv mdasodik részében patkany idegi 1€zi6 regenerdcids lehetdségeinek
vizsgalatat tliztem ki célul. A kutatécsoport, melynek aktiv tagja vagyok, az elmult
években szdmos kozleményben beszamolt a PACAP neuroprotektiv hatdsairdl. Patkdny
nervus ischiadicus 1ézdjanak vizsgdlatdra vonatkoz6 terveinknek eleget téve
standardizéltuk a pdlydzatban szerepld moddszereket: a magatartdsi vizsgélatokhoz
hasznalt teszteket, valamint elektromiografids vizsgalatokat. Ezek segitségével felmértiik
az ideglézi6 kovetkeztében fellépd funkciondlis kdrosodds mértékét, majd leirtuk az idegi
regenerdcio lefolydsanak funkciondlis és elektrofizioldgias jellemzdit (Nagy et al. Clin
Neurosci/ldeggy. Szmle. 58(S1): 58. 2005). A PACAP terdpids hatdsdnak vizsgdilata
jelenleg még folyamatban van. Azonban szdmos mads, a PACAP sériilést csokkentd
illetve regeneraciét fokozo hatdsdaval kapcsolatos eredmény sziiletett a tdmogatds
segitségével. Kimutattuk, hogy a PACAP a neuronokhoz hasonléan, a szivizomsejteket is
védi az oxidativ stresszel szemben, csokkenti az apoptozist, noveli az antiapoptotikus
fehérjék szintjét és csokkenti a proapoptotikus molekuldk expresszidjat (Gasz et al.,
Peptides 2006). Hasonl6 eredményeket értiink el endothel sejteken is (Racz et al., Gen
Comp Endocirnol 2007). In vivo, retindlis kdrosodds modellben lokdlis PACAP adasa
védelmet nyudjt a retindlis degenerdcidban, és itt is kimutattuk, hogy a PACAP
antiapoptotikus hatdsa szerepet jatszik a retindlis kdrosodds elleni védelemben: szdmos
stressz-szignal szintjét csokkenti (JNK, p38 MAPK, caspase-3, Bad, cytochrome c
felszabadulds, apoptosis signal kinase), mig a sejtvédelmi funkcidkat noveli (bcl-2, ERK,
CREB, bcl-XL, 14-3-3 protein) (Atlasz et al., Gen Comp Endocrinol, 2007, Racz et al.,
Regul Pept 2006, Int J Neuroprot Neurodegen 2006, Neurotox Res 2007). Tovabbi in
vivo eredményeink azt mutatjdk, hogy a PACAP protektiv hatdst fejt ki excitotoxicus
striatalis 1ézidban (Tamas et al., Ann NY Acad Sci, 2006) valamint csokkenti a glutamat
idegrendszeri fejlodésre kifejtett karos hatasait (Kiss et al., Ann NY Acad Sci, 2000).
Ezenkiviil kimutattuk, hogy intracerebralis PACAP kezelés csokkenti a neuropusztuldst
és javitja a funkciondlis tiineteket 6-hydroxydopamin okozta substantia nigra sériilésben,

mely a Parkinson kér modellje (Tamas et al., Endocrine, 2006). Ebben a modellben



0sszehasonlitottuk a PACAP hatésat kor és nem szerint is, €s azt taldltuk, hogy a PACAP
legerdteljesebb védd hatdsat fiatal him dllatokon fejti ki, mig ndstényekben a védd hatas
joval gyengébbnek bizonyult (Reglodi et al., Ann NY Acad Sci, 2006, Reglodi et al.,
Neuropeptides, 2006). Ujabb vizsgilatainkban hasonlé hatést taldltunk vese ischemia-
reperfizié karosoddsban: 45 és 60 perces arteria renalis lekotést kovetden a mortalitést is
csokkentette a PACAP kezelés, valamint a vese tubuldris kdrosoddsa is jelentOsen
enyhébb volt (Szakdly et al., J Mol Neurosci 2007, 2008). Legujabb eredményeink szerint
a PACAP ebben a modellben is javitja az ischemia-reperflizi6 okozta antiapoptotikus
anyagok endogén csokkenését.

Az elmult években felvetddott, hogy az endogén PACAP jelentds szerepet jatszik
a neurondlis kdrosodasok elleni védelemben, igy az endogén PACAP szintek vizsgélata
jelentdséggel birhat. Ezzel kapcsolatban standardizdltuk az endogén PACAP szint mérést
radioimmunassay mdodszerrel (Németh et al., J Radioanal Nucl Chem, 2007), és
kimutattuk, hogy az endogén PACAP szintek véltoznak az embriondlis fejlodés sordn,
gonadektomidt kovetden (Németh et al., Ann NY Acad Sci, 2006, Jozsa et al., Ann NY
Acad Sci 20006) illetve éhezést €s szomjazast kovetden (Jozsa et al., Ann NY Acad Sci,
2006, Kiss et al., Gen Comp Endocrinol 2007).

Mindezek alapjan az elmult években szdmos eredményt értiink el a PACAP
neuroprotektiv hatdsainak vizsgédlatdban. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a
PACAP nemcsak emldsokben jatszik fontos szerepet az embrionélis fejlodés sordn és az
idegi regeneraciéban, hanem a filogenetikailag jéval 6sibb fajokban is hasonlé hatasokkal
bir. Erre utal az Annelida fajokban leirt PACAP eloszlés, és a mintdzat és koncentracio
valtozdsa a regenerdcié és az embriondlis fejlddés soran. Ezenkivil a PACAP egy
mollusca fajban kifejtett antiapoptotikus hatdsa alapjdn elmondhatd, hogy egy Osi,
konzervalt hatdsrdl van sz6, melyet az elmult évek sordn szamos setjvonalban és in vivo
szoveti sériilésben is igazoltunk. Tekintve, hogy eredményeink szidmos uUjabb kérdést
vetnek fel, a kdvetkezd években tovdbb vizsgaljuk ezen hatdsokat, részben egyéb OTKA

tdmogatdsok segitségével.



