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1. BEVEZETES

1.1. ISCHAEMIA-REPERFUSIOS VESEKAROSODAS

Az ischaemia-reperfusidés vesekarosodas komoly problémat jelent a klinikai
gyakorlatban, az acut veseelégtelenség fontos kivaltoja lehet, chronicus
vesekarosodas kifejlddéséhez vezethet, vagy a mar fennalld vesekarosodas
végstadiumi veseelégtelenséggé torténd progresszidjat segitheti el. Az ischaemia-
reperfusio kivaltotta vesekarosodas pathofiziologidja rendkiviil komplex, melyben
egyarant szerepet kapnak apoptoticus, inflammatoricus folyamatok, valamint az
oxidativ stressz. A vese ischaemia-reperfusio egy inflammatoricus kaszkad
elindulasahoz vezet, a gyulladas f6 mediatorai chemokinek, melyek a
proinflammatoricus citokineket, adhéziés molekulakat, valamint a leukocytak
aktivacigjat szabalyozzak. Szamos leukocyta-szubtipus aggregatioja kimutathato
a peritubularis kapillarisokban, az interstittumban és a tubulusokban.
Az inflammatoricus folyamatok szabalyozasaban a BMP (bone morphogenetic
protein)-csalad is szerepet jatszik. A BMP-k a TGF-B (transforming growth factor
beta)-csaladhoz tartozo, filogenetikailag konzervalt jelatviteli molekulak. Fontos
szerepet toltenck be a vese normalis fejlédésének szabalyozasaban, de a vese
szerkezetének és funkcidjanak fenntartasaban is szerephez jutnak. Tobb tanulmany
is igazolta, hogy BMP-molekulak farmakologias d6zisban torténd adagolasa képes
allat modellben az acut és chronicus vesekdrosodas mérséklésére, habar a
mechanizmus még nem teljesen tisztazott. A mitogénaktivalt proteinkinazok
kiilonboz6 stimulusok hatasara -ugymint ischaemia- aktivalt jelatviteli utvonalak
kulcsfontossagi enzimei. Ismert, hogy a p38MAPK (mitogen-activated protein
kinase) aktivitasinak gatlasa a renalis ischaemia-reperfusios karosodas
mérséklédéséhez vezet. A vese ischaemia-reperfusios karosodasa soran az ERK
(extracellular signal-regulated kinase) jelatviteli utvonal is aktivalodik, az ERK
megnovekedett phosphorilatidjahoz vezetve. Habar az ERK-titvonal bizonyitottan
szerepet jatszik a sejtnovekedésben és a differentiatioban, egyre tobb bizonyiték
tamasztja ala, hogy az ERK aktivacidja hozzajarul a kdrosodashoz és az apoptoticus
sejthalalhoz. Az Akt jelatviteli utvonal szerepet jatszik a hypoxia-ischaemia elleni

védelmi valaszban, bizonyitott, hogy aktivaciojan keresztil az ischaemia-



reperfusiés vesekarosodas enyhithetd. A komplementrendszer aktivaciojat is
igazoltak mar ischaemia-reperfusios folyamatokban, mely szamos biologiailag aktiv
terméket (pl. C3a, C4a, C5a) eredményez, melyek proinflammatoricus hatassal
birnak, valamint az adhéziés molekulak aktivitasat is upregulaljak. A reaktiv
oxigénszabadgyokok ischaemia-reperfusios vesekarosodas pathogenezisében
betoltott szerepe jol ismert. Az ischaemia-reperfusio soran a karosodott szovetbol
reaktiv oxigénszabadgyokok nagy mennyisége szabadul fel, megvaltozik a
mitochondrialis oxidativ phosphorilatio, ATP (adenosine triphosphate) depletio
alakul ki, az intracellularis calciumszint emelkedik, és aktivdlodnak a
membranphospholipid-proteazok. Mindez oxidativ stresszhez vezet, mely a
membranlipidek peroxidatiojan, valamint a proteinek és a DNS oxidativ
karosodasan keresztiil apoptosist indukal. Az antioxidans enzimrendszer
(szuperoxid-dizmutaz, katalaz, glutathion-peroxidaz) downregulatidja szintén
szerepet kap az ischaemia-reperfusios karosodas pathomechanizmusaban. igy ezen
utvonal gatlasa, valamint a szabadgyokok mennyiségének csokkentése az
ischaemia-reperfusio altal eldidézett eltérések mérséklésének egyik fontos
alappillérét képezheti. Bizonyitott, hogy az apoptosis a tubulussejtek pusztulasa
révén szignifikans mértékben hozzajarul az ischaemia kdvetkeztében kialakuld
renalis dysfunctidhoz. A proximalis tubulus sejtjei kifejezetten érzékenyek az acut
ischaemiara, karosodasuk, elpusztulasuk, levalasuk (az inflammatio mellett)
primeren felelés az ischaemia-reperfusios karosodas pathofiziologajaért, a klinikai
aspektusokért. A tubularis epithelium azonban nem csupan passziv elszenveddje a
karosodasnak, hanem az ischaemia-reperfusiora adott inflammatoricus valasz aktiv
résztvevdje a vesében. A sériilt tubularis epithelium proinflammatoricus citokineket

és chemokineket bocsat ki, melyek eldsegitik az immunsejtek toborzasat.

1.2. GENTAMICIN INDUKALTA NEPHROTOXICITAS

Az aminoglikozidok csoportjaba tartozd gentamicint — mely a Gram- infekciok
esetében széleskorben alkalmazott antibiotikum — a gyogyszer indukalta
nephrotoxicitas egyik vezetd okaként tartjak szamon, az acut vesebetegség mintegy
20%-aért teheto feleldssé. A kialakult toxicitds — mely elsdsorban inflammatoricus

¢és oxidativ folyamatokon keresztlil valosul meg — azon sejtekhez kothetd,
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melyekben a gentamicin akkumulalodik, igy a vesében elsdsorban a proximalis
tubulus sejtjeiben, mely epithelsejtek apoptosisa/necrosisa révén tubularis
karosodast okoz. Ismert tovabba, hogy a gentamicin szamos membranké6tott enzim
és transzportrendszer, tobbek kozott a dipeptidil-peptidaz 1V (DPPIV) aktivitasat is
befolyasolni képes.

1.3.  VESEKAROSODAS — NEMI KULONBSEGEK

nemi kiilonbségek lelhet6k fel, altalaban kedvezObb kimenetellel a ndk esetében.
Az allatkisérleteket tobbnyire him allatokon végzik, igy ndstényekkel kapcsolatban
viszonylag kevés adat all rendelkezésre a témaban. Az allatkisérletek soran tapasztalt
néi kedvez6bb kimenetel hatterében kiilonb6z6 okokat feltételeznek, egy azonban
kozos a témaban sziiletett vizsgalatokban: valamennyi a nemi hormonok
eltéréseivel, Vvaltozasaival magyarazza a vesekarosodasban tapasztalt nemi

kiilonbségeket.
1.4. PACAP

1.4.1.  Altalinos ismertetés

A PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) egy 1989-ben
Arimura professzor és munkacsoportja altal felfedezett neuropeptid, mely
neuroprotektiv.  és  altalanos  cytoprotektiv ~ hatasokkal  rendelkezik.
A secretin/glucagon/VIP (vasoactive intestinal peptide) peptidcsalad tagja, két
bioldgiailag aktiv formaban van jelen a szervezetben: az emlds szervezetben kozel
90%-ban el6fordulé 38 aminosavas PACAP38 és a 27 aminosavas PACAP27
szekvenciaja rendkiviili mértékben konzervalt maradt, mely bizonyithatja, hogy
ezen fehérje 1étfontossagu élettani funkciokért felelhet. A PACAP lebontaséért a
DPPIV enzim felels, felezési ideje a szisztémas keringésben minddsszesen néhany
perc. A phospholipidmembranokhoz torténd kotédése azonban a peptid nagyfokt
stabilitdsdhoz vezet, meggatolva ezzel tovabbi degradatigjat. A PACAP és
G-protein-kotott receptorainak (PACL (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide type | receptor), VPAC (vasoactive intestinal peptide receptor) 1 és 2)

jelenlétét a kozponti idegrendszerben és a periférias szervekben egyarant kimutattak.
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A VPACI és VPAC2 a PACAP-ot és VIP-et egyforma erdsséggel kotik, azonban a
PAC1 2-3 nagysagrenddel nagyobb affinitaist mutat a PACAP-hoz.
A VPACI és 2 aktivacioja a cAMP (cyclic adenosine monophosphate) vagy cGMP
(cyclic guanosine monophosphate) szintjének emelkedéséhez vezet, mig a PACI-
receptor aktivacioja AC (adenylyl cyclase), PLC (phospholipase C) és PKC (protein
kinase C) altal kozvetitett utvonalakat aktival. A PACAP specifikus PAC1-
receptoranak 8 splice varidnsa ismert, mely kiilonb6z6 secunder messengerek
aktivaciojat idézheti eld. A PACAP rendkiviil széleskorii ¢élettani hatassal
rendelkezik, szinte valamennyi szervrendszer miikodését befolyasolja. Fontos
szerepet tolt be az endocrin és exocrin mirigyek szabalyozasaban, de jelentésége
nem elhanyagolhat6 a cardiovascularis és a gastrointestinalis rendszerben sem.
Leginkabb neuroprotektiv hatdsairdl ismert, de szamos esetben igazoltak altalanos
cytoprotektiv hatasat is. Protektiv hatasa kapcsolatban van a novekedési faktorként
betoltott funkcidjaval az idegrendszerben és a periférids szervekben, bizonyitott,
hogy kiilénb6z6 szervek fejlédésében fontos szereppel bir.

1.4.2. A PACAP szerepe az urogenitalis rendszerben

Munkacsoportunk a korabbiakban igazolta a PAC1-receptor jelenlétét a vesében,
mely expresszidja a corticalis tubularis epithelsejteken bizonyult a
legkifejezettebbnek. Egy késébbi tanulmanyban a VPACI-receptor bizonyult
dominansnak a human vesében, jelenléte a proximalis tubularis epithelsejteken és a
glomerularis podocytakon volt kimutathatd. A PACAP38 jelenlétét kimutattuk
patkany vesében, a PACAP szintjének valtozasa ischaemia-reperfusio soran is
igazolast nyert munkacsoportunk vizsgalatai altal. PACAP38- és PACAP27-
immunreaktivitds egyarant kimutatdsra keriilt patkdny ureter-, hugyhodlyag- és
urethrasejtekben, a PACAP receptorainak (PACI1, VPACI, VPAC2) jelenlétét is
igazoltak az als6 urogenitalis tractusban. Bizonyitott, hogy a PACAP hatast gyakorol
a vizeletiiritésre és az érz6 beidegzésre egyarant. Ismert, hogy a PACAP a PAC1-
receptoron keresztiil képes stimulalni a renin secretigjat, a PACAP27 intravénas
alkalmazasa pedig vasodilatatidhoz és a véraramlas fokozodasahoz vezet a vesében.
Kiilonb6z6 vesekarosodasok kapesan (in vivo és in vitro egyarant) igazoltak mar a
PACAP védé szerepét. A PACAP protektivnek bizonyult diabeteses



nephropathiaban, cyclosporin, cisplatin, valamint Kontrasztanyag indukalta
vesekarosodasban, myeloma nephropathiaban, tovabba in vitro patkanyok veséjébol
készitett sejtkultaran az oxidativ stressz esetén tapasztalt csokkent sejttilélést is
képes volt javitani a PACAP-kezelés.

1.4.3. PACAP-génhidnyos egerek

A PACAP-génhianyos egerekben (homozigota: PACAP -/- és  heterozigota:
PACAP +/-) az endogén PACAP hianya/csokkent szintje kiilonb6z6 in vivo/in vitro
behatasokkal szemben fokozott érzékenységhez vezet az idegrendszerben és a
periférias szervekben egyarant, azonban néhany kiilonbség alapesetben is
megfigyelhetd PACAP +/+ (vad) tarsaikhoz képest. A PACAP-génhianyos egerek
fertilitasi rataja alacsonyabb, tovabba magasabb mortalitasi rata is megfigyelhetd
esetiikben. Hoémérsékleti érzékenység, anyagcsere-valtozasok, megnovekedett
inzulinérzékenység, 1€gzészervi abnormalitasok, hugyholyag-dysfunctio jellemzi
Oket. A korai 6regedés jelensége is megfigyelhetd a génhianyos egerek esetében, a
szisztémas senilis amyloidosis megjelenése gyorsitott. Depresszidszerii viselkedést
mutatnak, kiilonb6z6 stressz-szituaciokra abnormalis valasszal reagalnak, tovabba
hyperaktivitas is jellemzi 6ket. A fejlédés soran is szereppel bir az endogén PACAP,
a génhianyos egerek fogaiban talalt eltérések jol bizonyitjdk a PACAP
fogfejlodésben betdltott szerepét. Bizonyitast nyert, hogy kiilonbozé ischaemia-
reperfusios sériilésre (cerebralis, retinalis, intestinalis) is fokozott szenzitivitassal
reagalnak a PACAP-génhianyos egerek. Az endogén PACAP képes az oxidativ
stressz és hypoxia hatasara 1étrejovo renalis karosodas mérséklésére is. Ismert
tovabba, hogy a PACAP-génhianyos egerekben szignifikdnsan magasabb a reaktiv
oxigénmetabolitok mennyisége, ugyanakkor az antioxidans hatds a plazmaban
alacsonyabb. Ezen tény is alatdmasztja, hogy az endogén PACAP hidnyaban
fokozodik a szdvetek/szervek érzékenysége kiilonbozo karos behatasokkal szemben.
1.4.4. PACAP és nemi kiilonbségek

A PACAP hatasaval kapcsolatban nemi kiilonbségeket illetden viszonylag kevés
irodalmi adat all rendelkezésre. Parkinson-kor allatkisérletes modelljében
alkalmazott PACAP-kezelés hatasara példaul igazolast nyertek nemi kiilonbségek, a
kasztralt him patkanyokban a 6-OHDA (6-hydroxydopamine) altal eldidézett
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sejtpusztulast a PACAP - a kasztrilason at nem esett allatokhoz képest -

szamottevéen nem befolyasolta, ugyanezen kisérletes Parkinson-kor modellben a

néstény patkanyokban a PACAP nem befolyasolta a dopaminergsejt-veszteséget,

azonban ovariectomizalt allatokban képes volt a sejtpusztulast mérsékelni.

2.

CELKITUZESEK

PhD-munkam soran a cél a Klinikai jelentéséggel biré ischaemia-reperfusios,

valamint a gentamicin indukalta vesekarosodas tanulmanyozasa, és esetleges

terapids lehetéségként a széleskdrben bizonyitott cytoprotektiv hatassal biro, az

emberi szervezetben is megtalalhaté, antiapoptoticus, antiinflammatoricus, valamint

az antioxidans rendszert kedvezden befolyasold funkcioval rendelkez6 PACAP

vizsgalata volt.

Az ischaemia-reperfusios vesekarosodas tanulmanyozasa in vivo him és ndstény
patkanyokban, tovabba az exogén PACAP szerepének vizsgalata mindkét
nemben, az esetleges protektiv hatds, valamint a nemi kiilonbségek

feltérképezése céljabol.

PACAP-génhianyos egerek (PACAP -/- és PACAP +/-) felhasznalasaval a
szervezetben jelen levé, endogén PACAP funkciojanak tanulméanyozasa

ischaemia-reperfusios vesekarosodas modellben in vivo.

Gentamicin indukalta nephrotoxicitasban a PACAP szerepének vizsgélata
HK (human kidney)-2 sejtvonalon in vitro.



3. AZEXOGEN PACAP HATASANAK VIZSGALATA HIiM ES
NOSTENY PATKANYOK ISCHAEMIA-REPERFUSIO OKOZTA
VESEKAROSODASA SORAN

3.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.1. Kisérleti allatok

Feln6tt him ¢és néstény Wistar patkanyok (n=112, 250-300g) szolgaltak
kisérletiinkben alanyként.

Osszesen 12 kisérleti csoportot allitottunk fel:
= kontroll (kezeletlen) him patkanyok (100 ul fiz. s6 iv.) -

24 6ral48 ora/l4 nap reperfusio

= Kontroll (kezeletlen) néstény patkanyok (100 pl fiz. s6 iv.) -
24 6ra/48 ora/14 nap reperfusio

=  PACAP-kezelt him patkanyok (100 ug PACAP/300 ttg 100 pl fiz. soban
oldva iv.) - 24 6ra/48 6ra/l4 nap reperfusio

=  PACAP-kezelt ndstény patkanyok (100 pg PACAP/300 ttg 100 pl fiz.
sOban oldva iv.) - 24 6ra/48 6ra/14 nap reperfusio

A néstény patkanyok esetében az 6sztrusz ciklus fazisanak meghatarozasa céljabol
hiivelyi kenetezést végeztiink, hogy a miitétre minden allat esetében ugyanazon
periddusban (6sztrusz fazisban) keriiljon sor.

3.1.2. Miitét

A kisérleti allatokat a miitét el6tt intraperitonealis ketamin-xylazin anaesthesiaban
részesitettiik, majd a patkanyok fele intravénasan (jugularis véna) PACAP-ot kapott.
Total median laparotomiat kovetéen a bal vesét 60 percre kirekesztettiik a
keringésb6l. A kirekesztés felengedését kovetden zartuk a hasfalat, majd
24 6ral48 ora/l4d nap elteltével az allatok terminalasra keriiltek, veséjiiket tovabbi
feldolgozas céljabol eltavolitottuk.

3.1.3. Morphometriai analizis

A patkanyokat anaesthesiat kovetéen PBS (phosphate-buffered saline)-, majd
4%-0s PFA (paraformaldehyde)-oldattal perfundaltuk, a veséket eltavolitottuk, és
4%-0s PFA-oldatban utofixalast végeztiink. A veséket paraffinba agyaztuk, és rutin
szOvettani eljarassal Spum vastagsagi PAS/H (periodic acid Schiff/haematoxylin) és



HE (haematoxylin-eosin) festett metszeteket készitettiink, melyeket digitalis Nikon
FXA fotomikroszkoppal elemeztiik, a képeket digitalis kameraval (Spot RT color
kamera) rogzitettiik. A kiértékelés soran Adobe Photoshop version 10.0 és Scion
Image 1.47 programot hasznaltunk. Minden metszeten 10 — gyakorlatilag csak
tubulusokat tartalmazo — latoteret vizsgaltunk. A tubularis lumen teriiletaranyat
hataroztuk meg a teljes tubulusteriilethez képest, mely alapjan a tubularis epithelium
karosodasara kdvetkeztethetiink.

3.1.4. Citokinexpresszié tanulminyozasa

24 6raval az ischaemia-reperfusiot kdvetéen a him és ndstény patkanyok eltavolitott
veséibdl citokin array-t (Proteome Profiler Rat Cytokine Array Kit, R&D Systems)
végeztiink. Az array a nitrocelluléz membranra kotott antitestek és a mintaban levo
fehérjék kozti kotésen alapul. Az array-t a mintdk eldkészitését és
fehérjemeghatarozast kdvetéen a  gyartd utasitdsai szerint végeztik.
Chemilumineszcens detektalast alkalmaztunk, a kiértékelés sordn az immun-
pozitivitas pixeldenzitasat ImageJ 1.40 szoftver segitségével hataroztuk meg.

3.1.5. Antioxidans és oxidativstressz-markerek vizsgalata

24 6raval az ischaemia-reperfusiot kdvetden a him és ndstény patkanyok eltavolitott
veséibdl antioxidans és oxidativstressz-markerek meghatarozasat végeztiik.

A malondialdehid (MDA) szintjének mérését a Placer altal leirt moédon végeztiik.
A vesehomogenizatumokhoz telitett tiobarbiturat 10% perklorsavban (TBA)-20%
trikloracetat (TCA) reagenst adtunk, centrifugalast kovetéen az MDA
szovetre adtuk meg. A glutathion (GSH) szintjének meghatarozasat a Sedlak és
Lindsay altal leirtak szerint végeztiik. A mintdkhoz 10%-0s triklorecetsavat adtunk,
a vesehomogenizatumokat centrifugaltuk, a feliilaszohoz 0,4 M-0s trisz-
(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) puffert adtunk, és az igy kapott elegyet
5,5-ditiobisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) hozzaadasat kovetéen 412 nm-en
fotometraltuk. A renalis GSH-koncentraciot standard gorbe alapjan pmol/g-ban
hataroztuk meg. A szuperoxid-dizmutdz (SOD) meghatarozdsa soran a
vesehomogenizatumok centrifugalasat kovetden a feliiliszobol a Misra és Firdovich

altal leirt modszerrel mértik a SOD aktivitasat. A SOD gatolja az adrenalin-
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adrenochrom atalakulast, melynek absorptios maximuma 480 nm-en van. A kapott
értékeket IU (international unit)/g szovettomegre adtuk meg.

3.1.6.  Jelatviteli itvonalak tanulmanyozasa

A vizsgalatokat 24 és 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetéen him és ndstény

patkanyok eltavolitott veséibdl végeztiik.

3.1.6.1.  RT-PCR (real-time polymerase chain reaction)

Els6 1épésként az 0sszegylijtott sejtekbdl RNS-t izolaltunk, mintaink tisztasagat az
Az RNS-t cDNS-s¢ irtuk, majd azt polimeraz-lancreakcid elvén programozhatd
termosztat segitségével ciklikusan felsokszoroztuk. A futtatast 1,2%-0s ethidium-
bromidot tartalmazo agarozgélen végeztilk. Az eredményeinket géldokumentacios
rendszerrel elemeztiik és dokumentaltuk, a kiértékelést pedig az ImageJ 1.40
programmal végeztiik. Az eredményeinket optikai denzitas (OD) forméajaban kaptuk
meg, ¢és a kezeletlen mintdk eredményeivel hasonlitottuk 6ssze. Belso kontrollként

aktint hasznaltunk.

3.1.6.2. Western blot

Proteazgatlokat is tartalmazé homogenizalo pufferben vettilk fel a mintakat,
melyeket fehérjemeghatarozas segitségével azonos koncentraciora allitottunk be.
A fehérjéket 7,5%-0s SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) hasznalataval valasztottuk el egymastol, ezt kdvet6en nitrocelluldz
membranra transzferaltuk Oket, majd az aspecifikus kotOhelyeket blokkoltuk.
Primer antitestként anti-PKA (protein kinase A), anti-P-PKA (phospho-protein
kinase A), anti-BMPR1 (bone morphogenetic protein receptor 1), anti-BMP2 (bone
morphogenetic protein 2), anti-BMP4 (bone morphogenetic protein 4), anti-Smad1
("small" worm phenotype, "mothers against decapentaplegic"), anti-CollV
(collagen 1V) és anti-aktin, secunder antitestként anti-nyul és anti-egér
tormaperoxidaz-konjugalt antitestet alkalmaztunk. Az el6hivashoz chemi-
lumineszcens folyadékot hasznaltunk, a jeleket a FluorChem E géldokumentacios
rendszerrel rogzitettiik. A megjelend jelek OD értékét az ImageJ 1.40 programmal
értékeltiik, belsé kontrollként pedig aktint hasznaltunk. A kapott eredményeket a

kezeletlen mintak eredményeivel hasonlitottuk dssze.
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3.1.6.3. Immunhisztokémia

A szoveteket Saint-Marie oldatban (99% etanol, 1% vizmentes ecetsav) torténd
fixalast kdvetéen beagyaztuk és lemetszettiik. Az aspecifikus kotéhelyek blokkolasa
utdn a primer antitest (anti-BMP4, anti-BMPR1, anti-Smadl, anti-CollV)
alkalmazasat kovetden ezen ellenanyagokat Alexa 555-tel jeldlt anti-nyal/Alexa
488-cal jelolt anti-egér antitestek hozzaadasaval tettiik lathatova. Magfestét (DAPI-
4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmazé Vectashield fed6anyaggal fedtik le
mintdinkat. A kiilonb6zé felvételek készitése soran ugyanazokat az expozicios
id6ket hasznaltuk, hogy a felvételek Gsszehasonlithatoak legyenek. A subcellularis
lokalizaciot Olympus FV1000S konfokalis mikroszkop segitségével jelenitettiik
meg.

3.1.7. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segitségével tortént.
A szovettani értékelés, a citokinexpresszid, valamint az antioxidins és
oxidativstressz-markerek vizsgalata soran kapott eredmények kiértékeléséhez
varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel
kiegészitve, a normalis eloszlast Kolmogorov-Smirnov- és Shapiro-Wilk-teszt
segitségével, a homogenitast Levene-probaval vizsgaltuk. A Western blot és a
RT-PCR vizsgalat eredményei kétmintas t-probaval keriiltek kiértékelésre.
A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

3.2. EREDMENYEK

3.2.1. Morphometriai analizis

Ischaemia-reperfusio hatasara elsGsorban a proximalis tubulusokban a tubularis
epithelium karosodasa figyelhetd meg, a hamsejtek veszitenek magassagukbol, mely
altal a tubularis lumen részben latszolagos tagulata jon létre. Ezen eltérés a kontroll
csoportokban kifejezettebbnek bizonyult. A him kontroll patkanyokban mar 24 6ras
reperfusiot koveten shlyos szovettani karosodas volt megfigyelhets, az i1d6
elorehaladtaval (48 oras és 14 napos csoport) szamottev$ progresszié nem Volt
észlelhetd. A ndstény kontroll patkanyok szdvettani eredményei 24 ora elteltével

szignifikansan jobbnak bizonyultak a himekéhez képest, ugyan megfigyelhet6 volt
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stilyosbodas a szovettani eltérések tekintetében az id6 elteltével, de csak 14 nap utan
volt tapasztalhatd a him patkdanyokban mar 24 6ras reperfusiot kovetden kialakuld
komolyabb szovettani karosodas. A PACAP-kezelt csoportokban mindkét nem
esetében szignifikdnsan enyhébb eltéréseket talaltunk a kontrollhoz képest. A him
patkanyokban a PACAP-kezelés szignifikans mértékben csdkkentette a szovettani
karosodast mindharom iddintervallum esetében. Az id6 multaval — a 24 oras
csoporthoz képest szignifikans mértékli — progresszio volt megfigyelheto.
A PACAP-kezelésben részesiilt néstény patkanyok eredményei a 48 oras és a
14 napos csoportban szignifikansan jobbnak bizonyultak a kezeletlen néstényekhez,
valamint a PACAP-kezelt himekhez képest is. Az idé elérehaladtaval nem
tapasztaltunk valtozast a tubularis karosodas sulyossagaban, a PACAP-kezelt
himekkel és a kontroll ndstény patkanyokkal ellentétben nem volt megfigyelhet6 a
szdvettani karosodas progresszidja.

3.2.2. Citokinexpresszié tanulmianyozasa

Ischaemia-reperfusiot kdvetéen a fractalkine, az L-selectin, a RANTES (regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted) és az sICAM-1 (soluble
intercellular adhesion molecule) expresszidjaban nem mutatkozott szignifikans
kiilonbség a nemek kozott, PACAP-kezelés hatasara a fractalkine, az L-selectin és a
RANTES esetében mindkét nemben szignifikans mértékii csdkkenés volt
megfigyelhetd, mely a ndstények esetében azonban kifejezettebbnek bizonyult.
A csOkkenés mértéke az SICAM-1 tekintetében hasonld volt mindkét nemben, a
csokkenés nem érte el a szignikans mértéket. Jelent6s nemi kiilonbséget
tapasztaltunk a TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases) és a MIP-3a
(macrophage inflammatory protein) kapcsan, a him patkanyokban szignifikansan
magasabb expresszios szinttel, mind a kontroll, mind a PACAP-kezelt csoportban.
PACAP-kezelés hatasara mindkét nemben az expresszio csdkkenése volt észlelhetd,
mely a néstényekben a TIMP-1 és MIP-3a, a himekben a TIMP-1 esetében
szignifikansnak bizonyult. A CNTF (ciliary neurotrophic factor) jelenléte érdemben
csak a kontroll néstények veséjében volt kimutathatd, a himekhez és a PACAP-

kezelt néstényekhez képest is szignifikdnsan magasabb értéket kaptunk.

12



3.2.3. Antioxidans és oxidativstressz-markerek vizsgalata

A SOD aktivitdsa mindkét nemben magasabbnak mutatkozott PACAP-kezelés
hatasara, a kontrollhoz viszonyitva a kiilonbség azonban csak a ndstényekben
bizonyult szignifikansnak. Az MDA ¢és a GSH tekintetében a vizsgalt csoportok

kozott nem igazolodott szamottevd kiilonbség.

3.2.4. Jelatviteli utvonalak tanulmanyozasa (RT-PCR, Western blot és
immunhisztokémiai eredmények)

A PACAP receptorahoz vald kotédése aktivalja a PKA-t, melynek mind mRNS-,
mind fehérjeszintli emelkedése megfigyelhetd volt a PACAP-kezelt dllatokban az
ischaemia-reperfusiot kovetéen 24 oraval. A PKA aktivacioja (phosphorilatioja) a
24 6ras csoportban mindkét nem esetén szignifikdnsan emelkedett PACAP-kezelés
hatasara. 48 oraval az ischaemia-reperfusiot kdvetden a PKA mRNS-expresszidja a
PACAP-kezelt csoportokban szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott a
kontrollokhoz képest. 24 ora elteltével a BMP2 mRNS szignifikansan emelkedett a
himekben PACAP-kezelés hatdsara, mig a ndstények esetében nem volt valtozas, a
BMP2 fehérjeexpresszio pedig egyik nemben sem valtozott. Ezzel szemben a BMP4
MRNS- és fehérjeexpresszid szignifikans emelkedése volt megfigyelheté mind a
himek, mind a ndstények esetében. A BMP4-immunpozitivitas a PACAP-kezelt
csoportokban erésebbnek bizonyult, elsésorban a corticalis tubulusokban
koncentralodva. A PACAP hatasara a BMP mRNS-expresszié6 megvaltozott a
48 o6ras csoportokban, a BMP2 és BMP4 emelkedett a himekben, azonban a
nbéstényekben nem talaltunk szignifikdns eltérést. A BMP2 és BMP4
fehérjeexpresszid csak a ndstényekben mutatott emelkedést, a PACAP-kezelt
himekben nem volt szamottevd eltérés 48 oOraval az ischaemia-reperfusio utan.
A BMPR1 mindkét nemben kimutathato volt, a PACAP hatisara az mRNS- és a
proteinexpresszié egyarant emelkedett a him és néstény patkdnyokban a 24 6ras
csoportban. A corticalis tubulusokban a BMPR1 erdésebb jelet adott PACAP-kezelés
utdn. Erdekes modon, 48 6raval az ischaemia-reperfusiot kovetéen a BMPR1
MRNS-expresszio mindkét nemben csokkenést mutatott PACAP-kezelés esetén,
azonban a proteinszint allandé maradt. A BMPRI1 egy targetjének, a Smadl-nek az
MRNS-expresszidja szignifikansan magasabb volt a PACAP-kezelt csoportokban
24 ¢oraval az ischaemia-reperfusio utan. A Smad1l protein szintje szintén emelkedett
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a PACAP-kezelt him és ndstény patkanyokban a 24 o6ras csoportban. Tovabba a
tubulusok immunpozitivitasa jelentésen fokozodott a PACAP-kezelt csoportokban.
A Smadl mRNS-expresszidja viszont csokkent PACAP-kezelés esetén a 48 oras
csoportban, de meglepéen a fehérjeexpresszio még emelkedett szintet mutatott. Ezen
jelatviteli Gitvonal egy target génje a kollagén 1V, mely mRNS-expresszidjat szintén
fokozta a PACAP 24 6raval az ischaemia-reperfusio utan a him és ndstény
patkdnyokban egyarant. Tovabba a proteinexpresszid tekintetében is kifejezett
emelkedés volt észlelheté mindkét nemben. A tubulusok és a Malpighi-testek koriil
kollagén IV-immunpozitiv vonal volt megfigyelheté a PACAP-kezelt csoportokban.
A PACAP-kezelés azonban csokkent kollagén 1V mRNS-expressziot eredményezett
48 oraval az ischaemia-reperfusiot kovetden, bar a fehérjeexpresszio még magasabb

volt a kontrollhoz képest a himekben és ndstényekben egyarant.

3.3. MEGBESZELES

A morphometriai analizis soran igazolast nyert, hogy a kontroll ndstény
patkanyokban ischaemia-reperfusio hatasara jelentdsen enyhébb szdvettani eltérések
alakulnak ki, a 14 napos csoport kivételével eredményeik szignifikinsan jobbnak
bizonyultak a himekéhez képest. Ezen megfigyelés 6sszhangban all azon irodalmi
adatokkal, mely szerint a vesebetegségek stlyosabb megjelenéstiek, gyorsabban
progredidlnak és hamarabb vezetnek végstadiumu veseelégtelenséghez férfiakban.
A PACAP-kezelés képes volt szignifikans mértékben csokkenteni a szovettani
eltérések sulyossagat mindkét nem esetében. A PACAP protektiv hatasa kiilonb6zo
vesekarosodasok kapcsan mar igazolasra keriilt, azonban ezen vizsgalatokban mind
him egyedek szolgaltak alanyként. Munkacsoportunk elséként bizonyitotta, hogy a
PACAP néstényekben is védd hatdssal bir ischaemia-reperfusio okozta
vesekarosodasban. A PACAP-kezelt néstény patkanyokban a tubularis karosodas
enyhébbnek bizonyult a himekhez képest. A PACAP protektiv hatasat illetden nemi
kiilonbségek leirasra keriiltek mar tobbek kozott Parkinson-korban.

Vizsgalataink a citokinexpresszids mintazat meghatarozasara is kiterjedtek, a
PACAP-kezelés hatasara szamos citokin (fractalkine, SICAM-1, L-selectin,
RANTES, CNTF, MIP-30, thymus chemokine, TIMP-1) expressziéjanak
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csokkenése volt megfigyelhetd, mely eredmény Osszhangban van a diabeteses
nephropathia modelljében PACAP-kezelés esetén tapasztaltakkal. Ismert tovabba,
hogy retinalis hypoperfusio esetén a PACAP alkalmazasa szintén szamos citokin
expresszidjanak csokkenését idézte el6. A fractalkine, L-selectin, MIP-3q,
RANTES, TIMP-1 és CNTF tekintetében a PACAP-kezelés hatasara kisérletiinkben
a néstényekben jelentésebb csokkenés volt észlelhetd, mint a himek esetében.
Jelentés nemi kiilonbségek voltak megfigyelheték tovabba a TIMP-1 és
MIP-3a-expresszioban, magasabb szinttel a himekben. Egerekben m4j ischaemia-
reperfusio esetén a vizsgalt citokinek tobbségének esetében is hasonld
megfigyeléseket tettek.

A vese ischaemia-reperfusios karosodasanak kialakulasaban az oxidativ stressz nagy
jelent6séggel bir. A lipidperoxidatio melléktermékeként szamon tartott MDA és az
antioxidans glutathion szintjében nem talaltunk érdemi kiilonbséget a vizsgalt
csoportjaink kozott, mig az antioxidans hatassal bir6 SOD aktivitasa magasabbnak
bizonyult a PACAP-kezelt csoportokban ischaemia-reperfusiot kovetéen, mely
megfigyelés Osszhangban van korabbi vizsgalati eredményekkel intestinalis
ischaemiaban. A PACAP-kezelt és kontroll csoport kozotti kiilonbség csupan a
ndstények esetében mutatkozott szignifikansnak, felvetve a PACAP védd hatasat
illetéen nemi kiilonbségek fennallasat.

A gyulladasos folyamat résztvevéi lehetnek a BMP-tGtvonal tagjai. Korabban
munkacsoportunk igazolta, hogy a PACAP a BMP-expressziot noveli
osteoblastokban és chondroblastokban, ahol a BMP-jelatvitel az extracellularis
matrix productiojat indukalja. A BMP receptorahoz (BMPR1) torténd kotédését
kovetden a Smad1 nuclearis translocatiojat idézi eld, mely a basalis membran részét
képezd IV-es tipusu kollagén termel6dését indukalhatja, befolyasolhatja.
A vesetubulusokban a IV-es tipusu kollagén sziikséges a BMP-ttvonal normalis
aktivalodasahoz. Jelen kisérletiinkben igazolast nyert, hogy a PACAP a BMP-
expressziora nem- és id6fliggd modon hatassal bir. A BMP2 a himekben
valtozatlannak bizonyult, mig a PACAP novelte a fehérje expressziojat
néstényekben 48 ora elteltével. A BMP4 fehérjeexpresszidé mindkét nemben

emelkedett volt PACAP-kezelés esetén 24 orat kovetden, azonban 48 ora elteltével
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csupan a ndstényekben talaltunk emelkedést. A jelen eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a BMP2 nem bir jelentds szereppel a renalis ischaemia-
reperfusio soran a PACAP-indukalt folyamatokban. A BMP4 direkt kapcsolatban
lehet a kollagén IV-szintézissel, melyen keresztiil a tubulusrendszer basalis
membranjanak megvastagodasat eredményezheti. Kisérletiinkben igazoltuk a
BMP4-BMPR1-Smadl expresszidjanak nem- és id6fiiggé emelkedését, mely
megndvekedett kollagén IV-expressziohoz vezet. Ezen eredmény a PACAP altal
finoman szabalyozott jelatviteli kaszkad meglétét valdsziniisiti, mely rendszerben az
ischaemia-reperfusios vesekarosodas soran zavar keletkezik. A PACAP alkalmazéasa
kettds hatassal birhat, a gyulladasos hatasokat direkten csokkentheti, a BMP-ttvonal
egyensulyat pedig a membrana basalis megvastagodasanak iranyaban eltolja.

Kovetkeztetésként elmondhaté, hogy a PACAP mindkét nemben képes az
ischaemia-reperfusios vesekarosodas ~ mérséklésére, a  nOstényekben
kovetkezményesen enyhébb eltérések jelenlétével. Hogy a nemek kozotti
kiilonbségek hatterében hormonalis eltérések allnak, vagy tovabbi faktorok
jatszanak szerepet a PACAP nemi kiilonbségeket mutatd hatasaban, még tovabbi

vizsgalatokat igényel.

4. AZENDOGEN PACAP HATASANAK TANULMANYOZASA
ISCHAEMIA-REPERFUSIOS VESEKAROSODAS SORAN
PACAP-GENHIANYOS EGEREKBEN

Munkacsoportunkkal korabban tanulmanyoztuk PACAP +/+ és PACAP -/- egerek
ischaemia-reperfusios  vesekarosodasat. Akkor a szOvettani elvaltozasok
megfigyelésére koncentraltunk. Kutatdsi munkam soran ezen vizsgalatokat
kiegészitettem a SOD-aktivitas és a citokinexpresszié tanulmanyozasaval, majd
valamennyi vizsgalatot elvégeztem a PACAP +/- csoportban is, kiegészitve egyéb
antioxidans marker és a jelatviteli utvonal megfigyelésével. Minden esetben a
PACAP -/- (homozigota) és a PACAP +/- (heterozigdta) csoport eredményeit a
PACAP +/+ (vad) csoport eredményeivel hasonlitottam Gssze.
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4.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1.1. Kisérleti allatok

A Kkisérlet soran CD1 egértorzset, felndtt him egereket hasznaltunk, a vizsgalati
csoportok: kontroll (sham operalt) PACAP +/+ (n=9) és PACAP +/- (n=9), valamint
60, illetve 45 perces ischaemiat és reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ (n=9, ill. 6)
és PACAP +/- (n=9, ill. 6). Tovabba a citokinexpresszios vizsgalatok és a SOD-
aktivitas tanulmanyozéasa soran a korabbi szovettani vizsgalat kiegészitéseként a
csoportok: kontroll PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5), valamint 60 perces
ischaemiat és reperfusiot elszenvedett PACAP +/+ (n=5) és PACAP -/- (n=5).
4.1.2. Miitét

Az egerek miitéte el6tt intraperitonealis Ketamin-xylazin anaesthesiat alkalmaztunk,
total median laparotomiat kovetden a bal vesét 45/60 percre kirekesztettiik a
keringésbdl. A kirekesztési ido elteltével a leszoritast felengedtiik, az allatok hasfalat
zartuk, majd 24 6ra/14 nap talélést kovetben az egereket terminaltuk.

4.1.3. Morphometriai analizis

APACAP +/+ és PACAP +/- egereket 14 nappal az ischaemia-reperfusiot kovetden
ketamin-xylazin anaesthesiaban fizioldgias sooldattal, majd 4% paraformaldehyd-
és 15% pikrinsavtartalmu oldattal perfundaltuk, a veséket eltavolitottuk, majd az
elébb emlitett fixald oldatban torténd tovabbi fixalast kovetden rutin szdvettani
eljarassal 10 um-es HE és PAS/H festett metszeteket készitettiink. A szdvettani
értékelés a korabban munkacsoportunk altal kidolgozott, PACAP -/- és PACAP +/+
egereken végzett kisérletiinkben alkalmazott modszer szerint tortént. Az alabbi
paraméterek értékelése zajlott egy harmas (0-2) sulyossagi fokozata skalan (0-nincs,
1-enyhe-kozepes, 2-sulyos): tubularis dilatatio, glycocalyx karosodasa a
tubulusokban, thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a tubulusokban), lymphocyta-
infiltratio, macrophag-infiltratio és a Bowman-tok dilatatioja.

4.1.4. Western blot — jelatviteli itvonalak vizsgalata

A 60 perces ischaemiat és 24 6ra reperfusiot elszenvedett, valamint a kontrollként
szolgald sham operalt PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjébdl szarmazo
mintakat elokészitést kovetéen fehérjemeghatirozas segitségével azonos
koncentracidra allitottuk be. A 7,5% SDS-PAGE gélben torténd szeparalast
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kovetéen a mintdkat nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A membranok
blokkolasat kovetden azokat a kovetkezd primer antitestekkel inkubaltuk: anti-tAkt,
anti-pAkt, anti-tERK1/2, anti-pERK1/2, anti-p38MAPK, anti-pp38MAPK,
valamint anti-aktin. Masodlagos antitestként tormaperoxidaz-konjugalt anti-egér és
anti-nyul IgG-t alkalmaztunk. Az antigén-antitest komplexek vizualizalasa erdsitett
chemilumineszcencia segitségével tortént. Bels6 kontrollként aktint hasznaltunk. Az
optikai denzitds mérését ImageJ 1.40 szoftver segitségével végeztik, és az értékeket
aktinra normalizaltuk.

4.1.5. Citokinexpresszié tanulmianyozasa

A PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint PACAP -/- egerek veséit 24 6raval a
60 perces kirekesztést kdvetden citokin array (Proteome Profiler Mouse Cytokine
Array Kit, R&D Systems) elvégzése céljabdl eltavolitottuk, kontrollként sham
operalt PACAP +/+, PACAP +/- és PACAP -/- egerek szolgaltak. Az array a
nitrocellul6z membranra kotott antitestek €s a mintaban levo fehérjék kozti kdtésen
alapul. Az array-t a mintak el6készitését és fehérjemeghatarozast kovetden a gyarto
utasitasai szerint végeztik. Chemilumineszcens detektalast alkalmaztunk, a
kiértékelés soran az immunpozitivitds pixeldenzitasat Imagel 1.40 szoftver
segitségével hataroztuk meg.

4.1.6. Antioxidans markerek vizsgalata

A vizsgalatokhoz 60 perces ischaemiat és 24 6ras reperfusiot elszenvedett
PACAP +/+ és PACAP +/-, valamint PACAP -/- egereket hasznaltunk, kontrollként
sham operalt allatok szolgaltak. A SOD-mérés a vesehomogenizatumokbol SOD
assay kit felhasznalasaval, a gyartd utasitasa szerint tortént. A kit egyik reagensének
autooxidatiojat gyorsitja a SOD-enzim. A reakcié végterméke egy 525 nm-es
absorptios maximummal rendelkezé chromophor. A glutathion szintjének
meghatarozasat a Sedlak és Lindsay altal leirtak szerint végeztiik, a 3.1.5. fejezetben
szerepl6 leirasnak megfelelden.

4.1.7. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai értékelése SPSS 15.0 szoftver segitségével tortént.
Az eredmények kiértékeléséhez varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk

Bonferroni/Tamhane’s post-hoc teszttel kiegészitve, a normalis eloszlast
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Kolmogorov-Smirnov- és Shapiro-Wilk-teszt segitségével, a homogenitast Levene-
probaval vizsgaltuk. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4.2. EREDMENYEK

4.2.1. Morphometriai analizis a PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben

A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséinek szdvettani analizise soran
normalis szovettani kép volt megfigyelhets. Ischaemia-reperfusiot kovetden
azonban kiilonbséget tapasztaltunk a PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei
kozott. A lymphocyta- és macrophag-infiltratio szignifikansan sulyosabbnak
bizonyult a PACAP +/- allatokban (60, illetve 45 perces ischaemia soran).
A thyreoidisatio (cylinderek megjelenése a tubulusokban) kifejezettebb volt a
PACAP +/- egerekben 45 és 60 perces ischaemiat kdvetden egyarant, a PACAP +/+
csoportban ezen eltérés csupan igen enyhe formaban volt jelen, a kiilonbség
szignifikansnak mutatkozott. A glycocalyx karosodasa a PACAP +/- egerekben
mindkét alkalmazott ischaemids id6tartam esetén szignifikansan stlyosabb volt.
A tubularis dilatatio és a Bowman-tok tagulata tekintetében a PACAP +/+ és
PACAP +/- egerek eredménye kozott nem tapasztaltunk szamottevé kiilonbséget.

4.2.2. Western blot vizsgilat eredménye a PACAP +/+ és PACAP +/-
egerekben

A tAkt expresszioja tekintetében a vizsgalt csoportok ko6zott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. A pAkt expresszidja ischaemia-reperfusio hatasara mind
aPACAP +/+, mind a PACAP +/- egerek esetében szignifikans emelkedést mutatott,
a PACAP +/+ egerekben ischaemia-reperfusiot kovetéen mért érték szignifikansan
magasabb volt, mint PACAP +/- tarsaikban. A p38MAPK expresszidjaban nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a vizsgalati csoportok ko6zott, azonban a
p38MAPK phosphorilalt formajanak expresszidja szignifikdns emelkedést mutatott
az ischaemia-reperfusio hatisara a PACAP +/- egerekben. Ischaemia-reperfusiot
kovetben tovabba a p38MAPK phosphoriladlt formajanak expresszidja
szignifikansan magasabb volt a PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz
képest. A tERK1,2 expresszidja mindkét vizsgalt kontroll csoportban hasonlonak
mutatkozott, ischaemia-reperfusio hatdasara a PACAP +/- csoportban szignifikans
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mértékli csokkenés volt megfigyelhetd. Ischaemia-reperfusiot kovetéen a
PACAP +/- csoportban szignifikansan alacsonyabb értéket kaptunk a PACAP +/+
csoporthoz képest. A pERK1,2 a kontroll csoportokban alig volt detektalhatd, a
csoportok kdzt nem talaltunk érdemi kiilonbséget. [schaemia-reperfusiot kvetden a
PACAP +/+ és PACAP +/- egerekben egyarant az expresszio szignifikans mértékii
novekedése volt megfigyelhetd, a PACAP +/- csoportban szignifikinsan magasabb
értéket mértiink a PACAP +/+ csoporthoz képest.

4.2.3. Citokinexpresszié tanulmanyozasa

4,23.1.  PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei

A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek citokinexpresszids mintazatat tekintve
nem talaltunk lényegi kiilonbséget. Ischaemia-reperfusio hatisara azonban szamos
citokin expresszidjanak novekedése volt megfigyelhetd, a PACAP +/+ és
PACAP +/- csoport kozott kiilonbségeket eredményezve. A PACAP +/- egerekben
az IL-1ra (interleukin-1 receptor antagonist), KC (keratinocyte chemoattractant),
M-CSF  (macrophage colony-stimulating factor), RANTES ¢és TIMP-1
szignifikdnsan magasabb expressziojat talaltuk a PACAP +/+ egerekhez képest
ischaemia-reperfusiot kovetéen. Az ischaemia-reperfusio hatdsara bekovetkezd
expresszionovekedés a PACAP +/+ egerekben a BLC (B lymphocyte
chemoattractant), IL-1ra, IL-27 (interleukin-27), valamint a TIMP-1 esetében
bizonyult szignifkansnak. A PACAP +/- egerekben ezen expresszidndvekedés az
IL-1ra, KC, M-CSF, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein), MIP-2 és
TIMP-1 tekintetében érte el a szignifikans mértéket.

4,23.2,  PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei

A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei kozott a citokinexpresszid
tekintetében nem talaltunk lényegi kiilonbséget. Ischaemia-reperfusio hatdsara
azonban mind a PACAP +/+, mind a PACAP -/- csoportban valtozas mutatkozott a
kontroll allatok eredményéhez képest, szamos citokin/chemokin expresszioja
fokozottabbnak bizonyult. A PACAP +/+ és PACAP -/- egerekben egyarant
szignifikans mértékli expressziondvekedés volt megfigyelheté a BLC, Cba
(complement 5a), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor), 1L-16, IL-1ra,
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KC, MCP-1, M-CSF, MIP-2 és a TIMP-1 esetében. Ischaemia-reperfusiot kovetéen
a BLC, Cba, G-CSF, IL-1ra, KC, MCP-1, MIP-2, TIMP-1 és TREM (triggering
receptor expressed on myeloid cells) expresszidja a PACAP -/- egerekben
szignifikansan nagyobbnak mutatkozott, mint PACAP +/+ tarsaikban.

4.2.4. Antioxidans markerek vizsgalata

4.2.4.1.  PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei

A kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek veséjében mért SOD-aktivitas kozott
nem mutatkozott szignifikans kiilonbség. A SOD aktivitasa azonban 60 perc
ischaemiat és 24 6ra reperfusiot kovetden szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult
a PACAP +/- csoportban a PACAP +/+ csoporthoz képest, a kontrollhoz viszonyitva
a PACAP +/- egerek esetében szignifikans mértékii csokkenés volt megfigyelhetd.
A GSH-expresszio tekintetében a vizsgalt csoportok kdzott szamottevo kiilonbséget

nem talaltunk.

4.2.4.2.  PACAP +/+ és PACAP -/- egerek eredményei

A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- egerek veséjében a SOD-aktivitas tekintetében
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. Ischaemia-reperfusio hatasara a PACAP -/-
egerek veséjében a SOD-aktivitas szignifikdns mértékii csékkenése volt
megfigyelhet6 a kontrollhoz viszonyitva, az ischaemia-reperfusiot kovetden mért

érték PACAP +/+ tarsaikéhoz képest szignifikansan alacsonyabb volt.

4.3. MEGBESZELES

Munkacsoportunk korabbi vizsgalata soran igazolast nyert, hogy a PACAP -/-
egerek fokozott érzékenységet mutatnak renalis ischaemia-reperfusio esetén
PACAP +/+ tarsaikhoz képest. A kontroll PACAP +/+ és PACAP -/- allatok kozott
a vese szdvettani szerkezetét illetden nem igazolddott érdemi kiilonbség, mindkét
csoportban normalis szovettani kép volt megfigyelhetd. Ez jelen vizsgalatunk soran
is hasonloan alakult, a kontroll PACAP +/+ és PACAP +/- egerek eredményei k6zott
nem talaltunk eltérést. Ischaemia-reperfusio hatasara azonban megmutatkoztak a
vizsgélati csoportok kozotti kiillonbségek. Hasonld megfigyeléseket tettek retinalis

ischaemia kapcsan is PACAP-génhianyos egerekben. Munkacsoportunk korabban
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igazolta, hogy a PACAP -/- egerek sulyosabb szovettani karosodast szenvednek el
renalis ischaemia-reperfusio soran, mint PACAP +/+ tarsaik. Mindez a PACAP +/-
egerekben is megfigyelhet6 volt, a vizsgalt paraméterek tobbségének esetében
szignifikans kiilonbséget okozva a PACAP +/+ csoporthoz képest. Szamottevo volt
a csoportok kozotti eltérés a thyreoidisatio, a lymphocyta- és macrophag-infiltratio,
valamint a glycocalyx karosodasa tekintetében.

Tovabba szamos proinflammatoricus  citokin/chemokin  expresszidja s
kifejezettebbnek bizonyult ischaemia-reperfusiot kovetéen a PACAP +/- és
PACAP -/- egerekben egyarant, a KC, MCP-1 és TIMP-1 szignifikansan magasabb
expressziot mutatott a PACAP +/+ egerekhez képest. A BLC, C5a, G-CSF, MIP-2,
TREM-1 expresszioja a PACAP -/- allatokban bizonyult szignifikansan
magasabbnak, mig a RANTES ¢és M-CSF expresszidja a PACAP +/- egerekben.
Mindez megerdsiti a korabbi tanulmanyokban leirtakat, mely szerint a PACAP-
kezelés szamos proinflammatoricus citokin/chemokin expressziojat képes csokkenti
kiilonbozo szerveket ért karosodas esetén.

A SOD-enzim aktivitasanak szignifikains mértékii csokkenése figyelheté meg
ischaemia-reperfusio hatidsara a homo- és heterozigbta génhidnyos egerekben
egyarant, az ischaemia-reperfusiot kovetéen a génhidnyos egerekben mért érték
szignifikdnsan alacsonyabb, mint PACAP +/+ tarsaikban. Mindez a génhianyos
egerekben a csokkent antioxidans kapacitas jelzéje lehet. Hasonlo eltérések keriiltek
leirasra intestinalis ischaemia kapcsan is.

Ismert, hogy a p38MAPK aktivitasanak gatlasa az ischaemia-reperfusios karosodas
mérsékléséhez vezet. Kisérletiinkben a PACAP +/- egerek esetében a pp38MAPK-
expresszio a PACAP +/+ allatokban mért értékkel 6sszehasonlitva szignifikansan
magasabbnak mutatkozott. Egyre tébb bizonyiték tamasztja ala, hogy az ERK
aktivacidja hozzajarul a karosodashoz és az apoptoticus sejthalalhoz.
Vizsgalatunkban a PACAP +/- allatokban tapasztaltunk magasabb pERK-
expressziot. A pAkt expresszidja a PACAP +/+ egerekben bizonyult magasabbnak,
mely mértéke a PACAP +/- csoporthoz képest szignifikinsnak mutatkozott. Szamos
tanulmanyban szamolnak be arrél, hogy az Akt-titvonal aktivacidjan keresztiil az

ischaemia-reperfusios vesekarosodas enyhithetd.
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A vizsgalatunk soran tapasztaltak 6sszhangban vannak szamos tanulméannyal, ahol

bizonyitasra keriilt, hogy a PACAP-génhidnyos egerek érzékenyebben reagalnak
kiilonb6z6 karos behatasokra, sulyosabb eltérések kialakuldsahoz vezetve, mely
intestinalis, retinalis és cerebralis ischaemia esetén egyarant igazolddott. Jelen
kisérletlink soran igazolast nyert, hogy a szervezetben jelen levé PACAP az endogén
védekezési rendszer részének fontos tagja, részleges/teljes hianyaban a szervezetet
éré karos stimulusok komolyabb kovetkezményekkel jarnak, a védd szerep
hatterében a fehérje antiapoptoticus, antiinflammatoricus, valamint az antioxidans

rendszerre kifejtett kedvezo hatasa allhat.

5. APACAP SZEREPENEK VIZSGALATA GENTAMICIN INDUKALTA
NEPHROTOXICITASBAN HK-2 SEJTVONALON

5.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1.1. A vizsgalt sejtkultiira

HK-2 human vese proximalis tubulus epithelialis sejtvonalat (ATCC) DMEM
(Dulbecco's modified eagle medium)/F-12, 10% FBS (fetal bovine serum)-sel és
1% penicillin—streptomycinnel supplementalt médiumban tenyésztettiik. A sejtek
passzalasa tripszinezést kovetéen, 10% FBS-tartalmi DMEM/F-12 médiumban
torténd higitassal tortént. A kisérletek a médiumban, a 95% paratartalmi, 5% CO,-

tartalm, 37°C-os kdzegben torténd 24 6ras inkubaciot kdvetden zajlottak.

5.1.2. MTT assay
A PACAP sejtproliferatiora és a talélésre kifejtett hatasat 96 lyuku microplate-en
(10 000 sejt/well) vizsgaltuk.
A vizsgalt csoportok:
=  kontroll (kezelés nélkiil)
= 10 nM PACAP-kezelés
= 100 nM PACAP-kezelés
= 1 uM PACAP-kezelés
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A PACAP gentamicintoxicitasban kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz az alabbi
csoportokat hoztuk 1étre:

= kontroll (kezelés nélkiil)

= 24 6ras 100 nM PACAP-kezelés

= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid

= 24 6ras 2 ug/ml gentamicinexpozicid és szimultan 100 nM PACAP-

kezelés

A sejtek életképességének vizsgalatahoz kolorimetrikus MTT assay-t (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) hasznaltunk. A teszt soran
az €16 sejtek mitochondriumai az eredetileg sarga MTT-t kék formazan festékké
alakitjak, mely absorptiojat vizsgilva tudunk az ¢él6 sejtek mennyiségére
kovetkeztetni.

5.1.3. Vese biomarker array

Proteome Profiler Human Kidney Biomarker Array (R&D Systems)-t végeztiink a
PACARP renalis proteinek expresszidjara kifejtett hatasinak megitélésére. A sejteket

6 lyuku plate-re helyeztiik, majd 24 oras kezelésben részesiiltek.

A vizsgalati csoportok:
= kontroll (kezelés nélkiil)
= 24 6ras 100 nM PACAP-kezelés
= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicid
= 24 6ras 2 pg/ml gentamicinexpozicio és szimultan 100 nM PACAP-

kezelés

Az inkubacidt és a szupernatansgyiijtést kovetden a vizsgalat a gyarto leirasa szerint
tortént, a kit az Osszes sziikséges Osszetevot tartalmazza. Az array a nitrocelluldz
membranra kotott antitestek és a mintdban levd fehérjék kozti kotésen alapul.
Chemilumineszcens detektalast alkalmaztunk, a kiértékelés soran az immun-
pozitivitas pixeldenzitasat ImageJ 1.40 szoftver segitségével hataroztuk meg.
5.1.4. Statisztikai analizis
Minden kisérlet minimum héaromszor ismétlésre keriilt. A statisztikai analizist
kétutas varianciaanalizissel végeztiik, a p<0,05 értéket tekintettilk statisztikailag
szignifikansnak.
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5.2. EREDMENYEK

5.2.1. Sejttulélés — MTT assay

A PACAP egyik alkalmazott koncentracioja (10 nM, 100 nM, 1 uM) sem volt képes
szignifikans valtozast eldidézni a sejtproliferatioban. A 2 pg/ml gentamicin-
expozici6 a sejttalélés szignifikdns mértéki csokkenéséhez vezetett. Az alkalmazott
PACAP-kezelés képes volt a gentamicin toxikus hatasanak mérséklésére, a
sejttilélés jelentds (szignifikans) javulasdhoz vezetett, mig a PACAP 6nmagéaban
(toxikus 4gens hidnydban) a kontrollhoz képest nem idézett eld javulast a
sejttilélésben.

5.2.2. Vese biomarker array

A PACAP o6nmagaban a DPPIV és VEGF (vascular endothelial growth factor)
expresszidjanak szignifikans mértékii novekedéséhez vezetett. A gentamicin a
DPPIV és VEGF szignifikdns mértékli csdkkenését idézte eld, melyet a PACAP

képes volt mérsékelni, szignifikansan magasabb értéket eredményezve.

5.3. MEGBESZELES

Az aminoglikozid-toxicitas a klinikailag egyik legfontosabb vesét érint6
gyogyszertoxicitas, mely elsGsorban a proximalis tubulusok karosodasat idézi eld.
HK-2-sejteken végzett vizsgalataink soran bizonyitast nyert a PACAP védé szerepe
gentamicin indukalta toxicitas soran. A PACAP képes volt a gentamicin altal
el6idézett csokkent sejttuléles szignifikans mértéki javitasara.

Vizsgalatunkban a PACAP a DPPIV-szint gentamicin altal kivaltott valtozasa ellen
hatott — a gentamicin hatasira a DPPIV szintjének in vitro cs6kkenését tapasztaltuk,
melyet PACAP-kezelés mérsékelni tudott. Megfigyeléseink a gentamicin DPPIV-
suppressiot okozé hatdsardl Gsszhangban vannak az irodalomban taldlhato
adatokkal. A DPPIV két formaban talalhato meg: slolubilis formaja a keringé
PACAP degradatiojaban in vivo fontos szerepet jatszik, masik formaja
membrankotott, melyet mar szamos epithelialis sejttipusban kimutattak, azonban a
f6 eléfordulasa a vesecortex proximalis tubulus kefeszegélyéhez kothet, mely

alapjan a renalis fehérjetranszport-rendszer részének tekinthetd. Mindezek alapjan
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feltételezhet6 a PACAP hozzajarulasa a proximalis tubularis epithelium
fehérjetranszport-rendszerének védelméhez.

Tanulmanyunkban a PACAP a VEGF-expressziot szignifikans mértékben emelte,
valamint a gentamicin altal el6idézett csokkenését mérsékelte. A VEGF hatéssal bir
az endothelsejt-proliferatiora és -differentiatiora, befolyasolja a vascularis
permeabilitast és az ératmérdt. Ismert a jelenléte a vesében, ahol a kiilonleges
eloszlasa a glomerularis permeabilitasban betdltdtt szabalyozo — szerepét
valosziniisiti. A VEGF-rendszer hibas mikddését vesebetegségek széles
spektrumaban irtak le, mely a klinikai jelentdségét hangsulyozza. Vizsgalatunk
soran az in vitro gentamicintoxicitas kovetkeztében csdkkent VEGF-expresszio volt
megfigyelheté a human proximalis tubulussejtekben, mely csokkenést a PACAP-
kezelés mérsékelni tudta. A PACAP ezen hatasa Osszhangban van korabbi
tanulmanyokban leirasra keriilt eredményekkel, ahol a PACAP-0t az angiogenesis
szabalyozojaként emlitik.

Egy korabbi tanulmanyban igazoltdk a PAC1- és a VPACI-receptor jelenlétét a
HK-2 sejteken, a mechanizmus, melyen keresztiil a PACAP a HK-2 sejteken a
gentamicintoxicitas ellen hat, feltehetéleg a PACAP specifikus PAC1-receptoranak
aktivacidjahoz kotott.

Vizsgalatunk soran Osszefoglalva tehat bizonyitast nyert az exogén PACAP
gentamicin indukalta karosodas esetén a proximalis tubulussejteken kifejtett védo
hatésa: serkenti a sejttlélést, valamint mérsékli a gentamicin altal indukalt DPPIV-
és VEGF-expresszidcsokkenést. A megfigyelések alapjan a gentamicin indukalta
nephrotoxicitids esetén a PACAP lehetséges terapids lehetdségként szolgalhat a

jovében.
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6. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK ISMERTETESE
v' Az exogén PACAP protektiv szerepének igazolasa ischaemia-reperfusios

vesekarosodas soran him patkanyok mellett nstény patkanyokban is.

Bizonyitast nyert, hogy a PACAP mindkét nemben mérsékli renalis ischaemia-
reperfusioban a szovettani karosodas stilyossagat, csokkenti az inflammatoricus
citokinek expresszidjat, valamint noveli az antioxidans hatasa SOD aktivitasat.
A PACAP hatasanak hatterében allo jelatviteli utvonalak vizsgalata soran pedig
a BMP4-BMPR1-Smadl-kollagénlV tengely jelent6ségére deriilt fény.
A tanulmany a renalis ischaemia-reperfusio soran fennallo, valamint a PACAP-
kezelés hatasaban is megfigyelhetd nemi kiilonbségekre is ravilagitott, a

ndstények esetében kisebb mértékii karosodas igazolodott.

Az endogén PACAP védo szerepének bizonyitdsa -PACAP-génhianyos egerek
segitségével— renalis ischaemia-reperfusio esetén.

Igazoltuk, hogy a szervezetben jelen levd PACAP képes az ischaemia-
reperfusio soran kialakulé szdvettani karosodasok mérséklésére, az
inflammatoricus citokinek expresszidjanak csokkentésére, valamint az
antioxidans rendszer pozitiv befolyasolasara. Tovabba a jelatviteli itvonalak
vizsgalata sordn a PACAP-génhidnyos egerekben tapasztalt stlyosabb
karosodas hatterében magasabb pp38MAPK, pERK1,2, valamint alacsonyabb
pAkt aktivitasra deriilt fény.

A PACAP protektiv funkcidjanak igazoldsa a vesében a széleskorben hasznalt,
nephrotoxikus hatasu gentamicin antibiotikum alkalmazasa soran.

Bizonyitast nyert, hogy a PACAP képes a proximalis tubulus sejtjeinek talélését
javitani a toxikus hatdsu gentamicinkezelés esetén, valamint kedvez6 hatassal

bir a renalis proteinek expresszidjara.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az elvégzett vizsgalatok tovabbi bizonyitékokkal

tamasztottak ala mind az endogén, mind az exogén PACAP renoprotektiv szerepét,

a klinikai gyakorlatban jelentdséggel bird ischaemia-reperfusios, valamint a

gentamicin indukalta karosodasban is igazolast nyert a szervezetben is jelen levo

fehérje védo hatdsa, mely a jovében akar potencidlis terapias jelentdséggel is birhat.
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kutatdmunkamat.

Koszonom a mitétek kidolgozasdban ¢és elvégzésében nyujtott segitséget
Dr. Szakdly Péternek és Dr. Varga Adimnak.

Halas vagyok Dr. Magyarlaki Tamdsnak (¥) és Dr. Degrell Péternek, hogy szakmai
odaadasukkal példat mutattak, bevezettek a vesepathologia rejtelmeibe, tevékenyen

részt vettek a szovettani értékelés kidolgozasaban.

Ko6szonettel tartozom Dr. Juhdsz; Tamdsnak és Dr. Kovdcs Krisztindnak a
molekularis bioldgiai vizsgalatokban nyujtott segitségért, a preciz és pontos

munkaért, iranymutatasért.

Hasonloképpen kdszondm Dr. Jancsé Gabornak és Fajtik Csillanak az antioxidans

és oxidativstressz-markerek meghatarozasaban valo segitséget.

Koszonom tovabba Bolboacea Alina és Kiss Aniké szOvettani metszetek
elkészitésében, valamint Mercz Tiinde in vitro kisérletekben nytjtott megbizhato

segité munkajat.

Ezaton szeretném megkoszonni Dr. Kiss Péternek, hogy a kezdetektél fogva
tamogatta allatkisérletes munkdimat. Barmikor fordulhattam hozza kérdéssel,

tudésara, tapasztalatara mindig szdmithattam.
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