Zaraojelentés - OTKA T 046589

A T046589 OTKA palyazat szerves folytatdsa volt a korabbi T034491 sz. projektnek,
melynek f6 célkitlizése a PACAP neuroprotektiv hatasainak vizsgalata volt. A jelenleg
lezarasra keriild palyazatban ezt a kisérletes munkat folytattuk, az eredeti terv szerint két
f6 téma koré csoportositva: a PACAP hatdsa bazalis ganglionok karosodasdban ¢s
ujsziilottkori agykarosodasban. Az eredeti tervben szerepld célkitiizések megvalositasa
mellett tobb mas idegrendszeri betegség modelljében igazoltuk ezt a neuroprotektiv
hatast, szamos adatot szolgaltattunk a protekcié hatasmechanizmusédval kapcsolatban,
valamint a vizsgalatokat kiterjesztettik nem idegrendszeri modellekre is. A jelen
tdmogatds segitségével sziiletett kozlemények Osszesitett impakt faktora 139,807
(absztraktok nélkiil).

PACAP neuroprotektiv hatdsa idegrendszeri betegségek allatmodelljében

2004 végén, mar részben ezen OTKA tamogatas segitségével jelent meg egy dsszefoglald
munka, melyben az addigi ismereteket foglaltuk Ossze a PACAP neuroprotektiv
hatasaival kapcsolatban (Somogyvari-Vigh et Reglodi, Curr Pharm Des, 2004). Az el6z6
években kimutattuk, hogy a PACAP icv adésa jelentdsen csokkenti a patkany Parkinson
kér modellben kialakuldé dopaminerg sejtpusztulast és ezzel egyiitt a neurologiai
tiineteket. A féloldali 6-OHDA 1¢zi6 kovetkeztében megkdzelitdleg 90%-os sejtpusztulas
alakul ki a substantia nigra teriiletén, melyet TH immunfestéssel igazoltunk. A féloldali
1€z16 jellegzetes tiinetegyiittese a hypokinesia mellett az aszimmetrikus forgés, 4gaskodas
¢s thigmotaxis. A PACAP kezelt allatokban csupan 50%-o0s sejtpusztulas volt
megfigyelhetd, és ezzel parhuzamosan a hypokinetikus jelek nem jelentkeztek, a féloldali
tiinetek pedig a 10. napra jelentds javulast mutattak a kontroll allatokkal ellentétben
(Reglédi et al., Behav Brain Res, 2004, Regul Pept 2004). Ezek az eredmények
Osszefliggést mutatnak a klinikumban megfigyelt tiinetekkel, mely szerint csupan 70-
80%-0s sejtpusztuldsnal valik nyilvanvalova a parkinsonos tlinetegyiittes. Ezen
vizsgalatokat, mint az irodalomban altalanosan elterjedt, mi is fiatal him patkdnyokon
ndkben (is) valo eléfordulasabol kiindulva érdemesnek tartottuk a PACAP neuroprotektiv
hatasanak vizsgalatat az allatok kora és neme fiiggvényében. Ehhez eldszor az altalunk
alkalmazott modellt vizsgaltuk idés és ndstény dallatokban, valamint gonadektomiat
kovetden. Azt talaltuk, hogy a 1ézi6 joval sulyosabb morfoldgiai és funkcionalis
kovetkezményekkel jar him és ovariektomizalt ndstény dallatokban, mint fiatal
ndstényekben és kasztralt himekben. Iddsebb allatok pedig sulyosabb funkcionalis jeleket
mutatnak ugyanolyan sejtpusztulds mellett (7amds et al., Behav Brain Res, 2005;
Endocrine, 2006). Ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a PACAP
joval erételjesebb javulast okoz fiatal him allatokban és ovariektomizalt ndstényekben,
mely megfigyelésekkel az irodalomban még kevéssé ismert, a neuroprotektiv szerek kor—
€s nemfiiggését igazoltuk (Reglddi et al., Neuropeptides 2006, Ann NY Acad Sci, 20006).
Egy masik neurodegenerativ betegség, a Huntington chorea patkdnymodelljében is
hasonldé neuroprotektiv hatast igazoltunk a striatum quinolinsavval torténd toxicus
1ézidjadban (Reglddi et al., Lett Drug Des Discov 2005; Tamads et al., Ann NY Acad Sci
2006). A PACAP neuroprotektiv hatasat tobb mas idegrendszeri betegség modelljében is
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talaltuk, hogy a PACAP icv adasa jelentdsen csokkenti a piramispalya teriiletén
megfigyelhetd axonalis karosodds mértékét. Ezt megfigyeltik kiilonbozoképpen
eloidézett 1éziok esetén és akkor is, ha a PACAP adasa egy oraval a traumat kdvetden
torténik (Farkas et al., Regul ept 2004, Tamas et al., J Neurotrauma 2006, Kovesdi et al.,
Progr Brain Res 2007; Neurotox Res, 2008). Kimutattuk tovabba, hogy az
intracerebralisan microiontoforesissel beadott kaindt excitotoxicus hatasat jelentosen
mérsékli a PACAP kezelés (Atlasz et al., Ann NY Acad Sci 2006).

A PACAP rendelkezik retinalis védOhatassal is. Els6 kisérleteinkben azt mutattuk
ki, hogy a PACAP intravitredlis beadasa szignifikdnsan mérsékli a glutamat okozta
gyakorlatilag teljes belsd retinapusztulast ujsziildttkori retinadegeneracidé modellben
(Tamas et al., Neurosci Lett 2004). Az ujsziilottkori natrium glutamat (monosodium
glutamat=MSG) okozta retindlis degeneracié modelljét standardizalva leirtuk a karosodas
Osszefiiggését a kezelések gyakorisdgaval és az alkalmazott dozisokkal (Babai et al.,
Neurotox Res 2005). Tovabbi kisérletekben igazoltuk a toxicus 1ézidnak azt a mértékét,
mely még kivédheté PACAP-pal (Babai et al., Neurotox Res 2005; Ann NY Acad Sci
2006). Ez a védd hatas szisztémads adds sordn is érvényesiil, bar szerényebb mértében,
melynek oka a peptid gyors metabolizmusa lehet (Kiss et al., Ann NY Acad Sci 2006).
Vizsgaltuk a leggyakrabban alkalmazott PACAP fragmensek hatdsidt is ebben a
modellben (Atlasz et al., Ann NY Acad Sci 2008). 1gazoltuk, hogy a PACAP protektiv
hatasa mds retindlis 1ézidkban is érvényesiil, mint példaul bilaterdlis carotis elzéarast
kovetden kialakuld retindlis ischemidban (Atlasz et al., Gen Comp Endocrinol 2007).
Elézetes eredményeink azt mutatjak, hogy ez a védd hatas UV fény okozta 1ézioban is és
diabeteses retinopathidban is megfigyelhetd. Ugyancsak részben folyamatban vannak
azok a kisérletek, melyekben arra keressiik a vélaszt, hogy a glutamét kezelés mely
sejteket roncsolja, illetve a PACAP kezelés pontosan mely retinalis sejtekben fejti ki a
védd hatasat. Ezt immunhisztokémiai analizissel vizsgaljuk (vezikularis glutamat
transporter, vezikularis GABA transporter, calbindin, calretinin, TH ¢és parvalbumin
immunfestéssel). Els6 ereményeink azt mutatjak, hogy a MSG kezelés az eddig vizsgalt
sejtpopuléaciok koziil csupan a calbindin pozitiv horizontalis sejteket nem roncsolja, €s
hogy a PACAP altal védett sejtpopulacido egybeesik azokkal a sejtekkel, melyeken
PACAP receptorokat mutattak ki (Atlasz et al., J Mol Neurosci 2008). Tekintve, hogy a
MSG ¢és bilateralis carotis okklizido okozta retindlis degeneracié modellek standard
modon végezhetdk, mas neuroprotektiv szerek tesztelését is végezziik, ezek koziil eddig
megjelent publikacid a diazoxid védd hatasat igazolta (Atlasz et al., Neurotox Res 2007).
A PACAP szemészeti vonatkozasait tovabb vizsgélva tomegspektrometriai modszerekkel
kimutattuk, hogy PACAP kezelés hatasara a konny fehérjedsszetétele megvaltozik, mely
hatast jelenleg vizsgaljuk részletesebben (Gadl et al., J Mol Neurosci 2008).

A PACAP, mint adltalanos citoprotektiv peptid vizsgalata, valamint a protektiv
hatasmechanizmus vizsgalata

A PACAP az irodalmi adatok alapjan tobb utvonalon keresztiil fejti ki védd hatasat. Az
egyik legfontosabb hatasa az antiapoptotikus hatas, mely igen kis koncentracidan is
érvényesiil, és elsésorban a PACI1 receptoron keresztiil, tobb jelatviteli utvonal
aktivalasaval illetve gatlasaval. Kisérleteinkben elsGsorban az antiapoptotikus hatasokat
vizsgaltuk, részben in vivo, részben in vitro koriilmények kozott.



Tobb irodalmi adat alapjan a PACAP nemcsak az idegrendszerben, hanem
szamos mas sejtben is képes védo hatést kifejteni. Ezt mi is vizsgéltuk tobb rendszerben.
Ezek részben a neuroprotektiv hatds fokozasdhoz is hozzdjarulhatnak, mint pl. az
endothelsejtekben megfigyelt védo hatas. In vitro elséként igazoltuk, hogy a PACAP a
szivizomsejteket képes oxidativ stresszel €s ischemia/reperfizioval szemben védeni
(Gasz et al., Peptides 2006; Racz et al., Regul Pept 2008; Roth et al., Ann NY Acad Sci
2008). Hasonld6 moédon, elséként igazoltuk, hogy a PACAP antiapoptotikus hatasu
endothel sejtekben is: csokkenti az oxidativ stressz okozta apoptotikus sejtpusztulast
(Racz et al., Gen Comp Endocrinol, 2007). Legjabb in vivo kisérletekben pedig
kimutattuk, hogy a PACAP jelentds védelmet nyujt vese ischemia/reperfuzid okozta
lézidban: intravénas adasa markdnsan csokkenti a mortalitast és javitja a vesében
kialakulé fokalis tubularis atrophia mértékét (Szakdly et al., J Mol Neurosci 2008).
Hasonl6 eredményeket kaptunk vékonybél ischemia/reperfuzids karosodasban, ahol azt is
igazoltuk, hogy a PACAP tartalmu oldatban tartott vékonybél kisebb oxidativ karosodast
mutat, melynek autotransplantacional lehet jelentdsége (Ferencz et al., J Mol Neurosci
2008).

A PACAP antiapoptotikus hatdsmechanizmusat részben a fent emlitett
rendszerekben vizsgaltuk. Igazoltuk, hogy a PACAP jelentésen csokkenti a
proapoptotikus caspase-3 aktivitast, noveli a mitochondriélis bcl csaldd antiapoptotikus
fehérjéinek foszforilacidjat, ugyancsak noveli az ERK ¢és CREB foszforilaciot és
csOkkenti a JNK ¢és p38 foszforilaciot (Gasz et al., Peptides 2006, Ann NY Acad Sci
2006; Rdacz et al., Gen Comp Endocrinol, 2007). A PACAP in vivo antiapoptotikus
hatasat eldszor patkany stroke modellben vizsgaltuk: arteria cerebri media occlusiot
kovetden a PACAP-kezelt allatokban jelentds mértékben csokkent az apoptotikus sejtek
szama az infarctus magjaban és a penumbraban egyarant (Reglodi et al., Regul Pept
2004). Késébb az in vivo hatdsmechanizmus vizsgalatdhoz a joval standardabb 1éziot, a
retinalis MSG okozta degeneraciot valasztottuk. Kimutattuk, hogy a PACAP in vitro jol
ismert antiapoptotikus hatdsa in vivo is érvényesiil ebben a rendszerben: a PACAP
kezelés jelentdsen gatolta az MSG kezelésben aktivalodott proapoptotikus szignal
transzdukcids tUtvonalakat ¢és molekulakat, mint caspase-3, JNK foszforilacio,
csokkentette az apoptozis indukald faktor €s citochrom c citoszolba val6 kidramlasat, €s
eltolta a mitochondrialis apoptotikus fehérjék foszforilacidjanak egyensulyat az
antiapoptotikus iranyba (Rdcz et al., Regul Pept 2006, Ann NY Acad Sci 2006, Int J
Neuroprot Neurodegen 2006). Részben ezen modellben, részben in vitro szivizomsejt
ischemia/reperfiizid okozta kéarosodasban elsdként irtuk le, hogy a PACAP protektiv
hatdsdban szerepet jatszhat a PKA-Bad-14-3-3 és az Akt-Bad-14-3-3 fehérje szignal
transzdukcios utvonalak is (Rdcz et al.,, Neurotox res 2007; Regul Pept 2008). Ezen
kisérletekben a PACAP hatasat a PACAP széles korben alkalmazott antagonistija a
PACAP6-38 gatolta. Késobbi vizsgalataink jabb adattal bdvithetik az ismereteket a
PACAP jelatviteli utakra kifejtett hatdsédval kapcsolatban: a fent emlitett altalanosan
alkalmazott antagonistardl elsOként mutattuk ki, hogy bizonyos rendszerekben a
PACAP6-38 agonistaként is viselkedhet, mint pl. cytotrophoblast sejtekben és szenzoros
idegvégzddéseken (Reglodi et al., J Mol Neurosci 2008). Ugyancsak az eddigi irodalmi
adatokkal részben ellentmond6 eredmények sziilettek a PACAP trophoblast sejtekben
kifejtett hatasaival kapcsolatban: azt talaltuk, hogy JAR choriocarcinoma sejtekben a
PACAP nem rendelkezik védd hatassal, sot, potencirozza bizonyos toxicus anyagok, mint



pl H,O, és CoCl, (in vitro hypoxiat el6idéz6 szer) hatasat (Boronkai et al., Ann NY Acad
Sci 2008). Ugyancsak ugy tinik, hogy a PACAP eltérden viselkedik porcsejtekben, az
eddig publikalt eredményiink a porcsejtek hiperozmotikus stressz okozta apoptotikus
pusztuldsaval kapcsolatosak, ezt folytatjuk jelenleg PACAP kezeléssel (Rdcz et al., Bone
2007).

A PACAP-1dl jol ismert, hogy szerepet jatszik a bioldgiai ritmus szabalyozasaban
is, és mivel a legtobb ismert intracelluldris jelatviteli mechanizmus ritmikus szabalyozas
alatt all az idegrendszerben is, tobb kisérletet végeztiink ezzel kapcsolatban is. El6szor
pinealocitdkon vizsgaltuk a PACAP ritmust befolydsoldé hatasat. Kimutattuk, hogy a
PACAP fokozza a melatonin szekrécidt, azonban a melatonin endogén ritmusat ez nem
befolyasolja, valamint hogy ez a hatds mar az embriondlis korban is megfigyelhetd
(Faluhelyi et al., Ann NY Acad Sci, 2005, 2006). Késoébb a jelatviteli utvonalakat
vizsgalva azt talaltuk, hogy a PACAP a corpus pineale sejtekben megfigyelhetd
p38MAPK ¢és 14-3-3 fehérje napi ritmusat dozisfiiggden befolydsolja, valamint a hatas
erdteljesen fiigg attdl, hogy a PACAP adésa a napnak mely szakaszaban torténik (Rdcz et
al., J Mol Neurosci 2008). Osszességében megfigyeléseink in vivo is jelentdséggel
birhatnak, hiszen ezek alapjan a PACAP (és mar neuroprotektiv szerek) hatdsa nemcsak a
sejttipustol, az allatok koratol és nemétdl, hanem a napi ritmustdl is fligghetnek.

Az antiapoptotikus hatas mellett a PACAP antiinflammatorikus hatasanak is
szerepet tulajdonitanak szdmos idegrendszeri és egyéb degeneracios folyamatban
megfigyelt védé szerepében. Kimutattuk, hogy a PACAP gatolja a gyulladasos
neuropeptidek felszabadulasat, valamint az endogén PACAP szintje emelkedik
gyulladdsos folyamatokban (Nemeth et al., Neuroscience 2006). Ezt patkany és egér
neurogén és nem-neurogén gyulladdsos modellekben is igazoltuk (Helyes et al., Peptides
2007).

A PACAP, mint neurotrofikus faktor hatasainak vizsgalata

Az eredeti tervben szerepld masik nagy témakor az Ujsziilottkori neuronalis 1ézidk
vizsgalata ¢s a PACAP lehetséges protektiv szerepének igazolasa volt. Ehhez a mar fent
leirt MSG okozta 1€zi6 is hozzatartozik. Az ujsziiléttkori MSG kezelés nemcsak a
retinaban okoz degeneraciot, hanem szdmos mas agyteriileten is, melyek Osszességében
viselkedésbeli anomalidkat is okoznak. Az irodalombdl ismertek az MSG kezelés okozta
magatartasbeli eltérések, azonban a szadmos ellentmondis mellett az sem volt ismert
korabban, hogy ez a kezelés hogyan befolyasolja a neuronalis fejlédést a korai
posztnatalis szakaszban. A kordbban mar jol bevalt tobb tucatnyi reflexet, fejlédési jelet
¢s motoros koordinaciot vizsgald tesztskala felhasznalasaval leirtuk a neonatalis MSG
kezelés okozta eltéréseket, mely szerint a legtobb fejlodési jel és reflex joval késobb
jelenik meg, és az allatok rosszabb reflexteljesitményt is nyujtanak a kontroll allatoknal
(Kiss et al., Neurotox Res 2005). Ezenkiviil vizsgaltuk a glutamat kezelés hatasat az
open-field és az ujdonsagkeresd magatartasra. Ez utobbiban azt talaltuk, hogy a kezelt
allatok a kontrollokkal teljesen ellentétes magatartast mutatnak (Kiss et al., Neurotox Res
2007). Az 0jsziilottkori PACAP kezelésr6l mar korabban kimutattuk, hogy gyorsitja az
idegrendszeri fejlodést. MSG kezeléssel parhuzamosan alkalmazva azt talaltuk, hogy a
PACAP szamos reflex MSG-okozta késlekedését tompitja (Kiss et al., Ann NY Acad Sci
2006). Azonban az 1jszilottkori PACAP (és PACAP antagonista) kezelés az
ujdonsagkeresd magatartasbeli eltéréseket nem befolyasolja (Kiss et al., J Mol Neurosci,



2007 absztrakt). Egy masik ujsziilottkori karosodas, a hypoxias agykarosodas
modelljében is leirtuk a korai idegrendszeri fejlodést (Lubics et al., Behav Brain Res
2005). A PACAP kezelés hatisa jelenleg all vizsgalat alatt, illetve vizsgaljuk a
neurologiai fejlodést €s a lehetséges neuroprotektiv hatasokat szamos mas ujsziildttkori
kéarosodas modellben.

Az endogén PACAP vizsgalata

Részben a hatasmechanizmus vizsgalataval fiigg 6ssze az endogénen jelenlévé PACAP
lehetséges szerepének vizsgalata. Kimutattuk, hogy az endogén PACAP blokkolasa
PACAP antagonista kezeléssel (roncsolds nélkiil) a retinaban a jelatviteli itvonalakat az
proapoptotikus utak felé mozditja el (Rdcz et al., Regul Pept 2006). Az endogén PACAP
szerepének vizsgalataval fiiggenek Ossze a PACAP koncentracidé mérések is RIA
segitségével. Mind a PACAP38 ¢s PACAP27 RIA mérését standardizaltuk szovetekben
¢s serumban egyarant (Németh et al., J Radioanal Nucl Chem 2007; Helyes et al.,
Peptides 2007), kiilonb6zo fajokban és eltérd beavatkozasok utan vizsgaltuk a PACAP
koncentraci6é valtozasait. Kimutattuk, hogy az agy kiilonbozd teriiletein az endogén
PACAP szintek érzékenyen reagalnak ¢hezés, szomjazas, valamint gonadectomia
hatasara (Németh et al., Ann NY Acad Sci, 2006, Jozsa et al., Ann NY Acad Sci 2006, Kiss
et al., Gen Comp Endocrinol 2007). Az endogén PACAP intrauterin fejlédésben kifejtett
lehetséges szerepét eddig csirkemodellben vizsgéltuk. Kimutattuk, hogy az in ovo
PACAP antagonista kezelés jelentds magatartasbeli eltéréseket okoz a csirkékben kikelés
utan, pl. a szocidlis magatartds markansan karosodik, valamint kimutattuk az olfaktorius
memorai kdrosodasat is (Hollosy et al., Regul Pept 2004, Jozsa et al., Peptides 2005). Ez
Osszefliggésben lehet a nagyon magas endogén PACAP szintekkel, melyeket mas
munkacsoportok eredményeivel dsszhangban mi csirkében is igazoltunk (Jozsa et al.,
Ann NY Acad Sci 20006).

A PACAP, mint 05si protektiv peptid vizsgalata

A PACAP az egyik legkonzervaltabb szerkezetli neuropeptid, az eddig vizsgalt gerinces
fajokban 0-4 aminosav eltérést mutattak ki. A PACAP és PACAP receptor
immunoreaktiv elemek feltérképezeését elvégeztiik az alacsonyabbrendi gytirisféreg €s
puhatesti idegrendszerben (Molnar et al., Ann NY Acad Sci 2006, Regul Pept 2008,
Hernadi et al., Neuroscience 2008). Legijabb eredményeink azt mutatjak, hogy nemcsak
a szerkezet, de a funkcid is részben konzervalt: kimutattuk, hogy a PACAP
antiapoptotikus hatdsa gerinctelen szervezetben is érvényesil (Pirger et al, J Mol
Neurosci 2008). A PACAP neurotrofikus és neuroprotektiv hatdsai eddigi eredményeink
alapjan ugyancsak konzervaltnak tiinnek, hiszen a PACAP a gylrisféreg Eisenia
fejlodése sordn a taplaldé kokonfolyadékban kimutathatd, valamint az emldsokben leirt
idegrendszeri 1éziot kovetd upregulaciot a giliszta kaudalis idegrendszeri regeneracio
soran sikeriilt igazolnunk (Boros et al., J Mol Neurosci 2008; Varhalmi et al., J Mol
Neurosci 2008).



