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ALTALANOS BEVEZETES

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivaldé polipeptid (PACAP) egy multifunkcionalis
neuropeptid, melyet Arimura ¢és munkatarsai izolaltak hypothalamusbol. Az agyalapi
mirigyben az  adenildt-ciklaz  stimulaldsdval emeli a cAMP  szintjét. A
szekretin/gliikagon/vasoactiv intestinalis peptid (VIP) peptidcsalad tagja. A PACAP hatasait
G-proteinhez kapcsolt receptorok kozvetitik: a PACI, VPAC1 és VPAC2 receptorok. A
PACAP receptorok szinte minden szervben expresszalodnak. A PACAP peptid a
hypothalamuson kiviil szdmos szervrendszerben megtaldlhato, legnagyobb mennyiségben a
kozponti- és periférids idegrendszerben és az endokrin mirigyekben. Szamos ¢élettani folyamat
szabalyozasaban részt vesz, mint a neuroendokrin szabalyozas, thermoregulacio, reproduktiv
funkciok, taplalkozas, motoros aktivitds, memoriafunkciok és a cirkadian ritmus. Az egyik
legismertebb ¢és legszélesebb korben a citoptotektiv hatdsa tanulmanyozott. Ennek hatterében
szamos sejt és szovet esetében bizonyitott antiapoptotikus, antiinflammatorikus és antioxidans

hatasa all. Neurotrofikus €és neuroprotektiv hatdsait tobb kisérletes modellben is igazoltak.

A PACAP és hatasainak életkorral valo osszefiiggése

Szamos kutatas leirta, hogy a PACAP neuropeptid szintje ¢letkorral cs6kken, valamint
képes beavatkozni bizonyos ¢€letkorral Osszefiiggd patofizioldgias elvaltozasok lefolyadséaba.
Jelentés PACAP szint csokkenést irtak le id6sod0 Rhesus makadké majmok agyaban a
striatum, hippocampus, temporalis ¢és parietalis lebeny teriiletén. A PACAP expresszidjanak
csokkenését tobb vizsgalat is megerdsitette human agyban, életkorral Osszefiiggd
neurodegenerativ betegségek esetében. A PACAP hatésat szamos, életkorral Osszefiiggésbe
hozhat6 patologias allapotban is leirtdk mar, tobb neurodegenerativ betegség modelljében,

mint példaul a Parkinson-, Hungtington-, és Alzheimer-korban.

Ph.D. munkdm soran két életkorral Osszefliggésbe hozhatd, jellemzden idéskorban
megjelend korkép allatkisérletes modelljében vizsgaltuk a PACAP potencialis protektiv
hatasait. A PACAP mellett egy kornyezeti faktor, az ingergazdag kdrnyezet pozitiv hatasait is

feltérképeztiik. Ezek alapjan dolgozatom két f6 részre oszthato:



L A korai ingergazdag kornyezet és a PACAP hatasainak vizsgalata patkany Parkinson-
kér modellben.
IL. Felgyorsult szisztémas pre-szenilis amyloidosis vizsgalata kiilonb6z6 életkort

PACAP-génkiiitott (PACAP KO) egerekben.

I A KORAI INGERGAZDAG KORNYEZET ES A PACAP HATASAINAK
VIZSGALATA PATKANY PARKINSON-KOR MODELLBEN

1. Bevezetés
1.1.  Parkinson-kor, valamint a PACAP vizsgalata Parkinson-kérban

A Parkinson-kor az Alzheimer-kort kovetéen a masodik leggyakoribb neurodegenerativ
betegség. A korképet neuropszichiatriai tiinetek mellett legfoképpen progressziv motoros
tiinetek jellemzik, melyek a substantia nigra (SN) dopamin (DA) termeld sejtjeinek pusztulasa
kovetkeztében jelennek meg. A betegség pontos patofiziologiai oka jelenleg még nem ismert,
am oxidativ stressz, idegrendszeri gyulladdsos folyamatok, fehérje misfolding ¢és
mitokondridlis funkcié zavarok is szerepet jatszhatnak a neurodegenerativ folyamatok
kialakulasaban. Egyes gének mutacidja a Parkinson-kor familiaris, 6roklédé formajahoz
vezethetnek: a-synuclein, LRRK2, parkin, PINKI1, Parkinson-kor protein 7 (PARK7). A
PARKY7 szertedgazd bioldgiai funkcidokkal rendelkezé chaperon fehérje. Szamos tanulmany
leirta, hogy gétolja az oxidativ stressz indukalta apoptozist, ezaltal neuroprotektiv hatast ér el.
A genetikai faktorokon kiviil kdrnyezeti tényezdk is Osszefliggésbe hozhatoak a betegség
kialakulasaval. Az ¢letkor egy kulcsfontossagu faktor a Parkinson-kor esetében; a betegség
incidencidja és prevalencidja is jelentdsen emelkedik az €letkor eldrehaladtaval.

Kiilonb6zd neurodegeneracidos modellekben a PACAP szamos eldényos hatasat irtdk le
korabban, ahol antiapoptotikus, antiinflammatorikus és antioxidans hatést fejt ki. A substantia
nigraban ¢€s a striatumban is igazolt a PACI1 receptor jelenléte és a PACAP expresszidja. A
PACAP potencidlisan képes a DA szint emelésére. Tobb tanulmény is bizonyitotta a PACAP
hatdsadt in vitro és in vivo Parkinson-kor modellekben is. A Balatoni Limnoldgiai
Kutatointézettel kdzosen, gerinctelen allatokon végzett kisérleteinkben rotenonnal kezelt
csigakat vizsgaltunk, ahol a PACAP kezelés szignifikansan csokkentette az allatok
mortalitasat €s javitotta a rotenon kezelés kovetkeztében kialakuld hipokinetikus tiineteket. A
PACAP kezelést kovetden szignifikdnsan magasabb dopamin szinteket mutattunk ki a csak

rotenonnal kezelt allatok mintaihoz képest. Munkacsoportunk korabban mar leirta az exogén



PACAP protektiv hatasait a SN unilateralis 6-hidroxidopamin (6-OHDA)-1¢zi6jat kovetden
Parkinson-koérban. Fiatal ¢és id0s6d6 patkanyokban a PACAP terapia kovetkeztében kevésbé
sulyos motoros tiineteket és csokkent dopaminerg sejtpusztulast figyeltek meg. Szintén 6-
OHDA-indukalta 1¢zio6t kovetdéen a PACAP terapia kevésbé csokkent dopamin szinteket
eredményezett a SN teriiletén fiatal patkdnyokban. Az allatkisérletes vizsgalatokat kovetden
munkacsoportunk klinikai kutatdsokba kezdett, mely sordan Parkinson-kéros betegek
plazmajaban a PACAP szintek valtozasat deritettiik fel. Vizsgéalataink soran szignifikansan
alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink a kezeletlen Parkinson-kéros betegek
plazmamintajaban az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. A betegség progresszidjaval a
PACAP szintjei tovabb csokkentek, azonban mélyagyi stimulaciot kdvetéen az endogén

PACAP szintje jelentds emelkedést mutatott.

1.2. Ingergazdag kornyezet, és ennek Parkinson-korra kifejtett hatasai

Szamos kutatas kimutatta, hogy a gyogyszeres terapian kiviil egyes kornyezeti
faktorok is befolyasolhatjak a Parkinson-kor prevalencigjat és lefolydsat. Human vizsgalatok
alatamasztjak, hogy a fizikai aktivitds, a fiatal korban végzett sporttevékenység késébb pozitiv
hatassal van a Parkinson-kor motoros tiineteinek kialakulasara. A laboratériumi koriilmények
kozott kialakitott ,,ingergazdag kornyezet” jol modellezi a pozitiv kornyezeti hatdsokat, a
fizikai aktivitast és az ingerekben gazdag ¢letteret. Az ,,ingergazdag kornyezet” kifejezés
olyan mesterségesen megvaltoztatott allattartasi koriilményekre utal, ahol az allatokat a
standard ketrechez képest nagyobb ketrecbe helyezziik, melybe kiilonb6z6 tulajdonsagu
jatékokat helyeziink.

Az elmult évtizedekben tobb eredményt kozoltek az ingergazdag kornyezeti
koriilmények hatasairol pszichiatriai €és neurodegenerativ betegségekben, mint példaul
depresszio, Huntington-, Alzheimer-korban, amyotrophids lateralsclerosisban és Parkinson-
kérban. Ezen hatdsok hatterében a kornyezeti faktorok hatdsdra megndvekedd neurotrofikus
¢s neuroprotektiv agensek, mint a brain-derived neurotrophic factor (BDNF), nerve growth
factor (NGF) ¢és a glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) éallhatnak. Szamos
allatkisérlet foglalkozott az ingergazdag kornyezet Parkinson-korra kifejtett pozitiv hatésaival.
Egereken végzett kisérletek esetén 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinnel (MPTP-vel),
patkanyok esetén pedig 6-OHDA-nal modellezték a betegséget. Az ingergazdag kornyezet
protektiv hatdsa mindkét modell esetében érvényesiil, biokémiai, cellularis és funkcionalis
szinten is. A fent emlitett kutatdsokban az ingergazdag kornyezet alkalmazéasanak ideje és

hossza valtoz6 volt: az allatokat kozvetleniil a Parkinson-koér indukalasa eldtt, alatt, vagy



kozvetleniil utana helyezték ingergazdag koriilmények koézé. Ezért jelen kisérleteink soran
célul thztik ki, hogy a korai, posztnatalis ingergazdag kdrnyezeti stimulusok hatésait

vizsgaljuk, egy, a késobbi ¢letkorban indukalt neurodegenerativ elvaltozas soran.

2. Célkitizések

L. Vizsgalataink elsé felében a korai, posztnatdlis ingergazdag kornyezet hatasait
vizsgaltuk felnétt patkdnyokon, 6-OHDA indukalta féloldali SN Iézidban. Megfigyeltiik a
Parkinson-koros patkanyok funkcionélis és morfologiai eltéréseit.

IL. Kisérletiink masodik felében célunk az emberi betegség szempontjabdl relevans
valtottuk ki 6-OHDA féloldali adéasaval. Id6s6dé allatokban 2 lehetséges protektiv faktor
hatasait vizsgaltuk: a PACAP neuropeptidét, és az ingergazdag kornyezet hatasat. Ebben az
¢letkorban a DA és a PARK?7 szintjeit hatdroztuk meg standard ketrecben nevelkedett és
ingergazdag allatokban, annak érdekében, hogy felderitsiik, hogy a korai ingergazdag

kornyezetnek van-e hatasa még késobbi életkorban is.

3. Anyagok és modszerek
3.1. Kisérleti allatok és az ingergazdag kornyezet létrehozasa

Kisérleteinkben Wistar patkdnyokat vizsgaltunk. Az allatok elhelyezését, gondozasat és
a kisérletek kivitelezését az etikai szabalyoknak és a Pécsi Tudomanyegyetem szabalyzatanak
megfelelden végeztik (Pécsi Tudomanyegyetem, Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga.
Engedély szamok: BA02/2000-15024/2011, BAI/35/55-2/2017). Az allatok téaplalék- és
folyadékbevitelét nem korlatoztuk, az allattartds 12-12 oras sotét-vilagos ciklusban tortént,
20-24°C-on.

Az ingergazdag kornyezet hatdsainak felderitése céljabol a kisérleti allatokat standard és
ingergazdag csoportokra osztottuk. A standard csoportba tartozo patkanyokat sziiletésiiktol
fogva hagyomanyos koriilmények kozott tartottuk. Az ingergazdag kornyezetet ugy hoztuk
1étre, hogy sziiletésiik utan 5 hétig az allatokat nagyobb, kiilonb6z6 nagysagt, formaju, szini
¢s anyagu jatékokat tartalmazd ketrecben tartottuk; ezzel komplex szenzoros ésmotoros
ingereket biztositva. Kognitiv stimulus céljabdl a jatékok felét naponta cseréltik. A

posztnatalis 6tddik hetet kovetden ezeket az allatokat is hagyomanyos ketrecben neveltiik a



Parkinson-kor modellezéséig. Vizsgalatainkat két korcsoportu allatokon végeztiik: fiatal

feln6tt (3 honapos) és 1d6s6do (14-18 honapos) patkanyokon.

3.2.  Fiatal felnott allatokon végzett vizsgalataink

Harom honapos korban miitétet végeztiink Parkinson-kér modellezése céljabol (n=29).
Az allatok bal oldali substantia nigrajanak dopaminerg sejtjeit 2ul 6-OHDA-nal roncsoltuk
mindkét csoport esetében. Kontrollként, az allatok egy részénél 2 pul fizioldgids sooldatotot
fecskendeztiink ugyanezen koordinatdknak megfeleléen. Az allatok jobb oldali substantia
nigraja mindig kezeletlen kontrollként szolgalt.

A Parkinson-kor altalunk alkalmazott modelljében a leggyakrabban megjelend
motoros tlinetek elemzéséhez tobb idépontban folytattunk magatartds vizsgalatokat: a 1€zid
elétt egy nappal, majd a beavatkozast kovetd elsd és tizedik napon open field tesztet
végeztiink. Figyeltiik a hipokinetikus jeleket: a nyugalmi id6t, az dgaskodasok szamat (szabad
agaskodas, a fal érintése nélkiil), illetve a falhoz két eliilsé végtaggal valdo tdmaszkodasok
szamat. Smart Junior programmal a kovetkez0 paramétereket mértiik: az allat altal megtett
tavolsadgot (cm), a nyugalmi id6t (s), a lasst és gyors mozgassal toltott id6t, valamint az allat
minimum ¢és maximum sebességét. A posztoperativ adatokat az operacid eldtti értékek
szazalékaban fejeztiik ki. Az adatok statisztikai értékeléséhez két mintas t-probat hasznaltunk.

A magatartds vizsgalatokat kovetden frontalis irdnyu szdvettani metszeteket
készitettlink a kdzépagybol. A SN dopaminerg neuronjait TH-immunfestéssel azonositottuk,
majdszamlaltuk a jobb és bal oldali SN teriiletén jelolédé TH-pozitiv neuronok szamat.
Statisztikai elemzésiink sordn a sériilt oldal sejtszamat az €p oldal szazalékdban adtuk meg.
Az adatok 6sszehasonlitdsdhoz két utas ANOVA tesztet, majd Fischer-féle post hoc analizist

végeztlink.

3.3. Id6sodo allatokon végzett vizsgalataink

Eldszor egészséges, miitét nélkiili fiatal (3-4 hoénapos) és 1d6s6dd (14-18 honapos)
standard és ingergazdag allatok allatokban (n=19) vizsgaltuk a DA és a PARK?7 szintjét. Ezt
kovetden 14-18 honapos patkanyokban Parkinson-kort indukaltunk (n=56). Az éllatok egy
része unilateralisan 2 pl fizioldgids sooldatot, kovetkezd csoportjuk 2 pl 6-OHDA-t kapott,
harmadik csoportjuk a 6-OHDA injekcid utan kozvetleniil PACAP terapiaban is részesiilt (6-
OHDA+PACAP) a SN-ba. Az allatok jobb oldali SN-ja ezuttal is kezelés nélkiili kontrollként
szolgalt. A mutét utani hetedik napon a substantia nigra dopamin tartalmat HPLC-MS
technikaval, PARK?7 szintjét pedig sandwich ELISA mddszer segitségével hatdroztuk meg.



Az adatok statisztikai értékeléséhez egy utas ANOVA tesztet, majd Tukey's multiple

comparisons tesztet vagy két mintds t-probat alkalmaztunk a posthoc analizis soran.

4. Eredmények
4.1. Fiatal felnott allatokon végzett vizsgalatok

A magatartas tesztek soran a Parkinson-korra jellemzé hipokinéziat figyeltiikk meg. A
mutét eldtti adatokhoz viszonyitva a hagyomanyos koriilmények kozott nevelt allatok
esetében az agaskodasok szdzalékos aranyanak szignifikans csokkenését talaltuk a miitét utani
tizedik napon. Az ingergazdag kornyezetben tartott allatokban ez az érték szignifikans
csokkenést csak a miitét utdni elsé napon mutatott, azonban a tizedik napra javulast
figyelhettiink meg az allatok mozgasaban. Az allatok altal megtett tavolsag elemzésekor a
standard, 6-OHDA-nal kezelt patkanyok szignifikdnsan kevesebbet mozogtak a miitét utan.
Ezzel szemben az ingergazdag kornyezetben tartott allatok jobb teljesitményt mutattak: az
altaluk megtett tavolsag nem csokkent szignifikansan a 6-OHDA-lezi6 utan.

Morfometriai vizsgalataink soran a standard kornyezetben tartott allatokban az életben
maradt sejtek aranya szignifikansan csokkent a 6-OHDA-nal kivaltott 1€ziot kdvetden,
Osszehasonlitva a fiziologias sooldattal kezelt allatokkal. Ezzel szemben az ingergazdag
csoportban a 6-OHDA nem okozott szignifikdns dopaminerg csokkenést a fiziologids

sooldattal kezelt allatokhoz viszonyitva.

4.2. Id6s6do allatokon végzett vizsgalataink

Az egészséges, miitét nélkiili allatok substantia nigrajainak Osszesitett dopamin szintje
az ¢letkorral szignifikdnsan csokkent. Azonban, az i1d6sddé csoporton belill nem volt
kiilonbség a standard és ingergazdag kornyezetben tartott allatok SN dopamin tartalma kozott.
Az 1d6s6do standard allatok (n=28) esetében a 6-OHDA szignifikansan alacsonyabb dopamin
szintet eredményezett a SN terliletén a fiziologids sooldattal vald injekcidhoz képest.
Amennyiben az éllatokat a 6-OHDA-1ézi6 utan PACAP-pal is kezeltiik, ez a csokkenés nem
volt megfigyelhetd. Az ingergazdag kornyezetben tartott dallatokban (n=20) a korai
ingergazdag kornyezet képes volt kivédeni a 1€zi6 okozta dopamin szint csokkenést. A
PACAP-kezelt allatok DA szintje 27,14%-kal magasabb volt, mint a 6-OHDA-nal kezelteké.

A SN beavatkozas nélkiili PARK?7 szintje nem mutatott korfiiggd valtozast, tovabba a
korai kornyezeti tényezOk sem befolyasoltdk a szintjét. Annak ellenére, hogynem taldltunk

szignifikans kiilonbséget a standard és ingergazdag kornyezetben nevelkedett id6sodo



Parkinson-koéros patkanyok kozott, megfigyeltiik, hogy standard kornyezetben tartott
allatokban a 6-OHDA altal okozott 1ézi6 a PARK?7 szintjét a sértetlen oldal 69,47%-ara, mig
ingergazdag allatokban csupan 87,31%-ara csokkentette. Mindkét allatcsoport esetén a
PACAP kezelés szignifikansan magasabb fehérjeszintet eredményezett a csak toxinnal kezelt

csoporttal dsszevetve.

5. Megbeszélés

Kutatasunk soran kimutattuk, hogy a korai, posztnatalis ingergazdag kornyezet és a
PACAP protektiv hatassal bir felnétt és id6sddo patkanyokban Parkinson-korban. Koztudott,
hogy az ¢let kezdeti szakaszaban torténd hatasoknak jelentds szerepiik van az idegrendszer
fejlodésében: bebizonyitottdk, hogy a posztnatdlis korban bekovetkezd hatdsoknak hosszu
tava kovetkezményei vannak. Ebben a periodusban megjelend negativ behatasok, sériilések és
kornyezeti artalmak etiologiai faktornak szamitanak szadmos neuropszichiatriai és
neurodegenerativ betegségek esetében. Ezzel szemben a pozitiv kornyezeti faktorok
bizonyitottan jotékony hatassal birnak egyes idegrendszeri sériilésekkel szemben. Tobb
kutatocsoport is leirta, hogy az ingergazdag kornyezet befolyéasolja a Parkinson-kor tiineteit és
progressziojat. Azok az allatok, amelyek életiik soran valamikor ingergazdag kornyezetben
nevelkedtek bizonyitottan kevésbé érzékenyek az MPTP és a 6-OHDA toxikus hatésaira.
Ingergazdag allatokban nagyobb szamu ¢életben maradt DAerg sejtet, a striatumban magasabb
GDNF ¢és BDNF expressziot, a dopamin transzporter alacsonyabb szintjét, valamint jobb
motoros tlineteket irtak le. A védelemhez potencidlisan hozzajarulhat a PACAP szint
emelkedése is: kimutattak, hogy harom hét ingergazdag kdrnyezetben eltoltott id6 megemeli a
PACAP27- és PACAP38-szerli immunreaktivitast felnétt patkdny agy tobb régiojaban. Az
el6z6leg emlitett kutatdsok soran az allatok kiilonbozd ideig és iddpontokban nevelkedtek
ingergazdag kornyezetben. Azonban a sziiletés utdni, posztnatdlis ingergazdag kdrnyezet
hosszt tavll hatdsairél eddig még nem voltak ismereteink. Kisérleteinkben a standard
koriilmények kozott nevelkedett allatokban a 6-OHDA kezelés szignifikans sejtpusztulast
képes volt megvédeni a dopaminerg sejteket. Annak ellenére, hogy az életben maradt sejtek
szazalékos aranyat tekintve nem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget standard és
ingergazdag kornyezetben tartott allatok kozott, az ingergazdag allatokban tapasztalt kisebb

dopaminerg sejtpusztulds kevésbé stilyos motoros tiinetekhez vezetett.



A magasabb ¢letkor a Parkinson-kor egyik jelentds rizikofaktora, igy a betegséget
megfeleléen modellezni idds6dd allatokon lehet a terdpias lehetdségek felderitése céljabol.
Kisérletiink azon részében, amikor unilateralis 6-OHDA adasaval Parkinson-kort
modelleztliink 1d0s6dd allatokban két olyan faktor potencialis szerepét vizsgaltuk, melyek
fiatal allatokban bizonyitottan neuroprotektiv hatassal birtak: az ingergazdag kornyezetét és a
PACAP neuropeptidét. Kordbban kutatocsoportunk mar dsszehasonlitotta a 6-OHDA altal
kivaltott 1ézi6 magatartasbeli és morfologiai kovetkezményeit fiatal és idds patkdnyokban. A
jelenlegi megfigyeléseink jol korreldlnak a fiatal allatok vizsgdlata sordn tapasztalt
eredményeinkkel: miszerint a toxin csak a standard csoport allataiban okozott szignifikans
dopamin szint csokkenést a substantia nigraban. Az ingergazdag kornyezetben nevelkedett
allatok védettek voltak a karosito hatassal szemben, benniik a 6-OHDA nem okozott
szignifikans DA csokkenést a fiziologids sooldattal kezelt csoporthoz képest. Annak ellenére,
hogy szignifikdns kiilonbség nem volt kimutathato standard és ingergazdag 6-OHDA-nal
kezelt allatok kozott, a standard csoportban 48,94%-kal, mig az ingergazdag csoportban csak
39,23%-kal csokkent a DA szintje. Ez az enyhe dopamin-szintbeli kiilonbség az ingergazdag
allatok hatékonyabb kompenzacios képességére utalhat modelliinkben, mely késébb jobb
motoros tlinetekhez vezethet. A korai ingergazdag kornyezetben vald nevelkedés nem volt
hatassal az egészséges, miitét nélkiili idés allatok DA szintjére, azonban eredményeink arra
utalnak, hogy egy neurodegenerativ betegség esetén mégis enyhe neuroprotektiv hatast fejthet
ki. Az oregedd parkinsonos csoportban a PACAP kezelés megakadalyozta a DA csokkenést.
Ez a hatds a standard allatokban szembetlinébb volt, mert ebben a csoportban a 6-OHDA
onmagaban szignifikans DA-szint csokkenést okozott. Jelen megfigyeléseink 1) bizonyitékot
szolgaltatnak a PACAP iddskorban megnyilvanuld neuroprotektiv hatasarol és 6sszhangban
vannak korabbi vizsgélatunkkal, melyben fiatal patkanyban mutattuk ki, hogy a PACAP-pal
valo kezelés kivédi a 6-OHDA altal okozott DA szint csokkenést.

Kisérletiink folytatasdban célul tliztiik ki, hogy kideritsiik a PACAP védd hatasanak
mechanizmusat modelliinkben, ezért vizsgaltuk, hogy milyen proteomikai valtozasok
torténnek a SN-ban, melyek a magasabb DA szintekhez vezethetnek. Kutatdsunk soran a
PARK7 fehérje kvantitativ meghatarozasadra fokuszaltunk munkacsoportunk ugyanezen
Parkinson modellen végzett el6z6 eredményei alapjan. A PARK7 fehérje mutéacidja altal
kivaltott Parkinson-kor autoszomalis recessziv oroklodésti formajara a lassabb progresszid
jellemzd, 4m ebben a formaban a tiinetek fiatalabb életkorban jelentkeznek. Feltételezheto,
hogy ha a PARK?7 funkcidjanak kiesése hatassal van a Parkinson-kor patogenezisére, akkor

aktivacidja jotékony kovetkezményekkel jar. Kisérletiink szempontjabdl jelentds, hogy az
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elmult évtizedben Guzman és munkatarsai kimutattadk a PARK?7 sejtvédd hatasat dopaminerg
neuronokon is. A PARK7 szdmos mechanizmus révén védi a dopaminerg sejteket. Jelen
kisérletiink soran kimutattuk, hogy sem az életkor, sem a kornyezeti tényezOk nem
befolyasoljak a PARK7 szintjét egészséges, miitét nélkiili allatokban. Az id6s6d6 parkinsonos
allatokban a PACAP-nak megegyezik a hatasa a fiatal allatokban kimutatottal: a védé PARK?7
fehérje szignifikdns emelkedését okozza a karositott SN-ban. Standard és ingergazdag
PACAP kezelt allatokban is kimagasl6 PARK?7 szint emelkedést tapasztaltunk. A fehérje
szézalékos ardnya meghaladta a 100%-ot, ami arra utalhat, hogy ez az emelkedés egy, a
PACAP altal kivaltott kompenzatorikus védé mechanizmus lehet. Eredményeink feltarjak,
hogy a PACAP ¢és a PARK?7 fehérje egyértelmiien kapcsolatban allnak egymassal. Védo
mechanizmusuk tobb ponton talalkozik, valamint szamos k6zds utvonalon fejtik ki hatasukat.
A PACAP és a PARK7 is aktivalja a TH enzimet, a PI3K/PKB jelatviteli utvonalat, valamint
mindegyik antiapoptotikus hatast fejt ki a Bcl-2 és a Bcl-xL utvonalon.

Végiil, kutatasaink sordn 1) eredményként leirtuk, hogy az id6s6dé parkinsonos
patkdnyokban a PACAP védé hatasa jol korreldl a DA ¢és a PARK?7 szintjeinek
emelkedésével. Kutatdsunk soran enyhén magasabb DA és PARK7 szinteket detektaltunk 6-
OHDA kezelést kovetden az ingergazdag kornyezetben tartott allatokban. Ennek ellenére nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a PACAP-kezelt standard és ingergazdag kertrecben
nevelkedett patkanyok kozott, igy kisérleti modelliinkben nem tudtuk bizonyitani az
ingergazdag kornyezet és a PACAP hatasanak interakcigjat. Jelen kutatasunk tovabb
hangsulyozza a posztnatilis kornyezeti faktorok fontossdgat, miszerint azok képesek
megeldzni és a tlineteit modositani egy idds korban jelentkezd neurodegenerativ betegségnek.
A PACAP hatasossagat bizonyitd eredményeink pedig megerdsitik azon torekvéseket és

kutatasokat, melyek potencialis terapids hatasat irtak le Parkinson-korban.
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II. FELGYORSULT SZISZTEMAS PRE-SZENILIS AMYLOIDOSIS
VIZSGALATA KULONBOZO ELETKORU PACAP-GENKIUTOTT (KO)
EGEREKBEN

1. Bevezetés
1.1.  Amyloidosis, valamint a PACAP és az amyloidosis kapcsolata

Az amyloidosis fibrillaris fehérjék extracellularis lerakddasaval jard allapot, mely
szamos betegséggel Osszefliggésben kialakulhat. Heterogén betegségcsoport, formai a
lokalizalttol a szisztémas generalizalt tipusokig terjednek. Az amyloid megjelenése
morfoldgiailag allandd, viszont felépitése biokémiailag heterogén. A proteomika fejléddésének
koszonhetben ma mar az amyloid fibrillumok legalabb 38 kiilonb6zé emberi fehérje
prekurzora ismert. Klinikailag az amyloidosist a lerakddott fehérje tipusa és a lerakodasok
lokalizacioja alapjan osztalyozzak. Az amyloidosis egyes formai idds ¢életkorban jelennek
meg. Az amyloidogenikus fehérje prekurzorok késobbi fibrillumképzéséhez szdmos tényezdre
van sziikség: mint példaul protedzok, nukledld részecskék, chaperonok, matrix molekulak és a
mikrokornyezet. Ezek egyensulya az oregedés soran felborulhat, melynek kovetkeztében
szenilis amyloidosis alakulhat ki tobb egértdrzsben, valamint emberekben is. Klinikailag az
amyloidosist az adott szervbdl vett minta szovettani vizsgalataval, polarizaciés mikroszkop
alatt Kong6-vords festéssel lehet igazolni. Az elmult évtizedben a tdmegspektrometria teret
nyert az amyloid diagnosztikajaban. Lézeres mikrodisszekcid alkalmazasaval lehetové valt
specifikusan az amyloidlerakodasok kijeldlése, ami kisméretii lerakodéasok esetén kiilondsen
hasznos.

Felismerték, hogy a szervezetiinkben természetesen eldforduld egyes peptidek és
peptid-alapti molekuldk az amyloidogenesis kiilonb6zd pontjain beavatkozva képesek gatolni
az amyloid képzddését és progressziojat. A neuropeptidek diszregulacioja szerepet jatszhat az
oregedés-okozta karosodasok kialakulasaban és felgyorsithatja az amyloid lerakodasok
1étrejottét. Jelenleg kevés ismeret all rendelkezésiinkre a PACAP amyloidosisban kifejtett
hatasairol illetve a PACAP ¢és az amyloidosis kapcsolatarol. A lokalis szenilis cerebralis
amyloidosisban, vagyis Alzheimer-korban B-amyloid lerakodas figyelheté meg. Humén
neuroblastoma sejteken a PACAP hozziadasa serkenti az a-szekretaz aktivitasat, ezaltal
csokkenti a karos B-amyloid képzddését. Amyloid prekurzor protein transzgenikus egereken
kimutattak, hogy az intranazalisan alkalmazott PACAP képes lassitani lokalisan a -amyloid
lerakodasat. Idegsejttenyészetben megfigyelték, hogy a PACAP dozisfiiggd modon véd az B-

amyloid altal kivaltott toxicitassal szemben. Az Alzheimer-kor korai jelének szamit a koros
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tau protein felhalmozdodasa a szinapszisokban. Igazolt, hogy a PACAP a szinaptikus
proteoszomak aktivitasanak fokozéasaval csokkenti a tau mennyiségét a posztszinaptikus
kompartmentekben egér agyban. A fent emlitett kutatdsok mindegyike az exogén PACAP
lokalis amyloidosisra gyakorolt hatasait vizsgalta, azonban az nem ismert, hogy az endogén

PACAP hogyan befolyésolja a szisztémasan megjelend amyloid plakkok kialakuldsat.

1.2. PACAP-génkiiitott egerek

Az endogén PACAP pontos hatdsainak ¢és hatdsmechanizmusainak felderitésére kivalo
lehetdséget nyujtanak a PACAP-génkiiitott (PACAP KO) egereken végzett vizsgalatok.
Annak ellenére, hogy ezek az egerek fiatal korban makroszkoposan nem kiilonbéznek vad
tipusu tarsaiktol, ebben az egértdrzsben az endogén PACAP hidnya szamos morfolégiai,
biokémiai és magatartasbeli rendellenességhez vezet. A KO egerek szaporodasi képessége
csokkent, haldlozasi aranyuk pedig emelkedett. Normal koriilmények kozott a PACAP KO
allatokban a legtobb szovet fejlddése nem kiilonbozik jelentdsen a vad tipustiakétol, azonban
néhany enyhe morfoldgiai elvaltozas kimutathato a génhianyos egerekben. A két allatcsoport
kozotti  kiilonbségek kiilondsen koros koriilmények kozott nyilvanvaldak: mind az
idegrendszer, mind a periférias szervek esetében igazoltdk, hogy a PACAP-génkilitott egerek
érzékenyebben reagélnak kiilonb6z0 karositd ingerekre. Intézetiinkben tobb mint 10 éve
folytatunk kutatdsokat PACAP-génkilitott egerek segitségével. Ez id6 alatt megfigyeltiik,
hogy KO egereink ¢lettartama csokkent vad tipust tarsaikhoz képest. A megndvekedett
mortalitdis pontos okainak felderitése céljabol minden szervrendszerre Kkiterjedd
hisztopatologiai vizsgalatok elvégzésébe kezdtiink, mely kutatasok Ph.D. dolgozatom

masodik felének alapjaul szolgalnak.

2. Célkitizések

Célul tiztik ki annak felderitését, hogy milyen morfologiai eltérések allhatnak a
PACAP-génkiiitott egerek karositd hatasokra mutatott megnovekedett érzékenységének
hatterében. Ennek érdekében komplex hisztopatologiai elemzés ala vetettik a PTE AOK
Anatomiai Intézet allathdzdban nevelkedé vad tipusi és PACAP KO egereket, kiilonds
hangsulyt fektetve a kiilonb6z6 életkora egyedek patomorfoldgiai jellemzdinek

O0sszehasonlitasara.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkat vad tipust (WT) ¢és PACAP-génkiiitott egereken végeztik.
Az egereket CD1-es alapon tenyésztettiik. Az allattartas az el6z6 kisérletiinkkel megegyezden
tortént.  Kisérleteinket a Pécsi Tudoméanyegyetem szabalyzatanak megfeleléen végeztik
(Pécsi Tudomanyegyetem, Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga. Engedély szamok: BA02/2000-
24/2011; BA02/2000-20/2006). A kisérletiinkben részt vevdo WT (n=15) és KO (n=15)
allatokat két korcsoportra osztottuk: fiatal, 3-12 honapos €s 1d6s6dd,13-24 honapos allatokra.

3.2. Hisztopatologiai analizis

Szovettani vizsgalat céljabol tulaltatast kovetden az allatok szerveibdl mintat vettiink.
Vizsgaltuk az ideg-, endokrin-, kardiovaszkularis-, 1égz6-, gasztrointesztinalis-, urogenitalis-,
¢s muszkuloszkeletalis rendszer szerveit, valamint egyéb mas szoveteket is. Az eltavolitott
szervekbOl metszeteket készitettlink, melyek hagyomdnyos haematoxylin-eosin festéssel
amyloid lerakodasra utalo jeleket mutattak. Ezért késobb parallel metszeteket Kongo-voros
festéssel festettiink. A Kongo-festett metszetek alapjan hasonlitottuk ssze a szervek amyloid
tartalmat. Az amyloid depozitumok lokalizacidja és sulyossdganak mértéke alapjan az Un.
Amyloid Index (AI) értékkel irtunk le minden mintat, egy 0-t6l 3-ig terjedd skalan a
kovetkezoképpen: 0: nincs amyloid depozicid; 1: enyhe fokalis; 2: mérsékelt/sulyos fokalis
vagy enyhe diffiiz; 3: massziv diffuz amyloid depozicid. Statisztikai elemzésiink sordn a vad
tipusu és PACAP KO egerek 0Osszehasonlitasat nonparametrikus Mann-Whitney teszttel
végeztik. A kiillonbozd életkora csoportok kozotti elemzésekhez a Kruskal-Wallis és a

Dunn’s multiple comparison teszteket hasznaltuk.

3.3. Proteomikai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az amyloidosis tipusdnak meghatarozasa céljabol egy jelentds mértékben érintett
bélmintan vizsgaltuk a depozitumok pontos proteomikai Osszetételét. Formalin-fixalt,
paraffinba agyazott metszeteken lézer-mikrodisszekcié (LMD) soran kijeloltiik az érintett
tertiletet és vizsgaltuk a peptid/protein sszetételét forditott fazisu folyadék kromatografiaval,
majd az ahhoz direkten kapcsolt tomegspektrometriaval (LC-MS). Proteomikai eredményeink
igazolasa céljabol anti-Apolipoprotein-AIV antitest segitségével immunfestést végeztiink

azokon a szerveken, amelyekben a legsulyosabb amyloid depoziciot figyeltiink meg.

13



34. Citokin array vizsgalat
A citokin profil analizist fiatal és 1d6s6dé WT és KO egerek (n= 4/csoport)
veseszovetének homogenizatumabol végeztik egér ,,Cytokine Array Kit, Panel A”
segitségével, mely 40 citokin jelenlétének kimutatdsara és az expresszid intenzitdsanak
mérésére alkalmas. A statisztikai elemzést két utas ANOVA, majd Fisher-féle post hoc

teszttel végeztiik.

4. Eredmények
4.1. Hisztopatologiai analizis

Polarizacidos mikroszkop alatt, Kongo-voros festést alkalmazva amyloid lerakodast
figyeltiink meg a vizsgalt allatcsoportok szerveiben. A depozitumok szervenkénti eloszlasa
hasonlo volt a vad tipusu és KO allatokban, azonban a lerakdédasok megjelenésének ideje €s
mennyisége lényegesen kiillonbozott. Az €letkor eldrehaladtaval egyre diffuzabb és stilyosabb
amyloid lerakodast detektaltunk, féleg a KO allatokban. El6szor az amyloidosis altal érintett
allatok szadzalékos aranyat vizsgaltuk szervekre lebontva. Megfigyeléseinket és az amyloid
lerakodasok eloszlasanak részletes leirdsat szervrendszerenként a dolgozatom részletesen
tartalmazza. Osszehasonlitva az azonos életkorat WT és KO 4llatokat, azt tapasztaltuk, hogy
az ¢érintett allatok szazalékos ardnya jelentdsen magasabb volt a fiatal és 1d6s6dé6 KO
allatokban is. A legtobb szerv esetében a lerakodasok elso jelei a KO allatokban mar fiatal
korban lathatoak voltak, mig a WT 4llatokban csak 15 honapos korban alakultak ki amyloid
depozitumok. Ez aldl kivételt a bor és a belek jelentettek, ahol a depozitumok mar fiatal
¢letkorban megfigyelhetéek, ugyanis ezek a szervek a legsulyosabban érintettek a WT
egerekben. Az 1d6s6dé KO allatokban a 1€p, a méj, a pajzsmirigy ¢és a belek minden allatban
érintettek voltak. Osszességében a KO allatokban az amyloidosis egyértelmiien fiatalabb
¢letkorban jelent meg, gyorsabban progredialt, és idésebb korban sulyosabb mértéket 6ltott;
valamint az allatok nagyobb részét érintette vad tipusu tarsaikkal 6sszehasonlitva.

Az Al statisztikai elemzése kimutatta, hogy a PACAP-nak altaldnossagban
szignifikans hatdsa van tobb szervben az amyloid lerakodés sulyossagara, mint példaul:
nyeldcsd, maj, 1égesd, vese, 1ép, bor és pajzsmirigy. Az Al vizsgalata kiilonb6zd korcsoporti
egerekben szignifikans kiilonbségeket mutatott a vad tipusu €és génkilitott egerek kozott. A
szervek tObbségében az amyloidosis stlyossiaga a fiatal KO egerekben megegyezett az
1d0s6d6 WT egerekben tapasztalttal, ami arra utal, hogy PACAP hidnyaban a KO egerekben

az amyloidosis mar fiatal korban eléri a szenilis szintet. Osszefoglalva, eredményeink azt
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mutatjak, hogy a PACAP hianya felgyorsitja a szenilis szisztémas amyloidosis megjelenését,
ami pre-szenilisen az amyloid lerakddasok stulyosbodasaval és generalizaciojaval jaro, koros
degenerativ elvaltozasokhoz vezet.

Fénymikroszkopos vizsgalataink soran az amyloid depozitumokon kiviil semmilyen

mas koros, patoldgias eltérést nem detektaltunk a periférias szervekben.

4.2. Proteomikai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az LMDe-alapti proteomikai analizis soran 13 235 peptidet sikeriilt azonositani,
melyek 2172 fehérjéhez tartoztak. Ezek koziil 15 amyloidosis-asszocidlt fehérjét talaltunk a
depozitumokban, ezek koziil a legnagyobb intenzitasban: Apolipoprotein A-IV (Apo-AlV),
Apolipoprotein E (Apo-E), szérum amyloid P-komponens, Apolipoprotein A-I (Apo-Al), és
az Apolipoprotein A-Il (Apo-All). Az eredményeink azt valdsziniisitik, hogy jelen
allatmodelliinkben AApoAIV tipusti amyloisosis alakult ki.

Ezt kovetéen immunhisztokémiai vizsgalatokkal is sikeriilt igazolni az Apo-AIV
fehérje jelenlétét. A Kongo-vords festéssel pozitivnak bizonyuld régidkkal megegyezo
teriileten detektaltuk az Apo-AlIV pozitivitdst az i1d6sodd allatokban. Hisztopatoldgiai
megfigyeléseinkkel dsszhangban a PACAP KO allatokban erdsebb és kiterjedtebb Apo-AIV

immunpozitivitast figyeltiink meg.

4.3.  Citokin array vizsgalat

A citokin array vizsgéalat sordn a legnagyobb kiilonbséget a B-limfocyta
kemoattraktdns (BLC), Interleukin-1 receptor antagonista (IL-1ra) ¢és a Regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted fehérje (RANTES) szintjeiben figyeltiik meg.
Méréseink az id6s6dé KO egerekben szignifikdnsan emelkedett citokin és kemokin szinteket

mutattak a tobbi allatcsoporthoz képest.

5. Megbeszélés

Vad tipust és PACAP-génkiiitott egereket 6sszehasonlitd kutatdsunk soran sulyos
szenilis szisztémas amyloidosis 1d6 el6tti megjelenését figyeltik meg a KO egerekben
endogén PACAP hianyaban. Tomegspektrometria-alapu proteomikai analizisiink kimutatta,
hogy mas egyéb jelenlévé komponensek mellett az Apolipoprotein A-IV a f6 alkotéelem az
amyloid depozitumokban. Ezt immunhisztokémiai vizsgalatokkal is sikeriilt igazolnunk. Tobb
allatmodellen vizsgaltadk mar az életkorral Osszefiiggd szisztémas amyloidosist, miutan régota

ismert jelenség, hogy egyes beltenyésztett egértorzsekben spontan megjelenhetnek amyloid
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aggregatumok. Egy tanulmany szerint a spontan szisztémas szenilis amyloidosis a vizsgalt
egértdrzsek 75%-at érinti. Vizsgalatunk soran nem talaltunk kiilonbséget him és ndstény
egerek érintettsége kozott, mely megfigyelés egyezik tobb kutatécsoport CD1 €és mas
egértorzseken valo leirasaval. Allatainkban a szenilis amyloidosis leginkabb a vesét, a 1épet, a
majat, a bort, a pajzsmirigyet, beleket és a nyeldcsovet érintette. Mig a szisztémas
amyloidosis legtobb forméja érinti az iziileteket és az azokat koriilvevd szoveteket, mi nem
figyeltiink meg iziileti érintettséget. A kozponti idegrendszer és a periférids idegek szintén
nem voltak érintettek, azonban ez a megfigyelés egyezik a korabbi tapasztalatokkal.

Ismert, hogy az amyloid depozitumok szadmos, jol elkiilonitheté komponensbdl
éplilnek fel. A proteomika fejloddésével sikeriilt kimutatni, hogy az amyloidosis majdnem
Osszes tipusaban az aggregadtumokat alkot6 f6 fehérjék a kdvetkezok: Apo-E, szérum amyloid
P komponens, Apo-AlV és az Apo-Al. Mintdinkbdl az amyloidosis-asszocialt fehérjék koziil
a legnagyobb mennyiségben az Apo-AIV fordult el. Erdemes megemliteniink, hogy nem-
amyloidosis asszocialt fehérjéket - mint példaul vitronektint, szérum albumint, kollagén-a-2
(D lancot, kollagén-a-1 (I) lancot és az aktint - is kimutattunk mintainkbol, melyek jelenlétét
humén szisztémas AApoAlV tipusu amyloidosis esetén mar leirtdk. Az apolipoproteinek
koziil az Apo-AlV szintje életkorral csokken, denaturdciora hajlamos, €és a legsériilékenyebb
kornyezeti karositd hatdsokra. Az utobbi években végzett proteomikai vizsgalatok ramutattak
arra, hogy sokkal nagyobb az AApoAIV tipust amyloidosis eléforduldsa annal, mint ahogy az
korabban ismert volt.

Az abnormalis fehérje-feltekeredéssel jard betegségek tanulmanyozasa soran sziikség
van jo allatmodellekre, mivel még mindig nem ismert, hogy egy fehérje miért lesz hajlamos
fibrillum-képzésre az Sregedés folyaman és miért csak egyes szovetekben. Azt feltételezik,
hogy az amyloidosis életkorral-asszocialt formai kronikus gyulladas fennallasara utalhatnak.
Modelliinkben a kronikus gyulladas jelenléte kizarhato, erre semmilyen szovettani jel nem
utalt. Azonban kisérleti allatainkban megvaltozott citokin/kemokin-profilt detektaltunk az
1d6s6d6 KO egerekben. E profil eltoloddsa megvaltozott inflammatérikus és immunologiai
miliéhoz vezethet. Ez a mikrokdrnyezet valdsziniileg jobban kedvez az amyloid depozitumok
lerakddasanak a PACAP-génkilitott egerekben. Egy masik lehetséges elmélet, hogy a
megvaltozott citokin- és kemokin profil az amyloid lerakodas kovetkezménye.

Annak ellenére, hogy csak néhany adat all rendelkezésiinkre, ezek azt sugalljak, hogy
az endogén PACAP hidnya az dregedési folyamatok felgyorsuldsaval jar. Az dregedés soran
csokken azon faktorok effektivitasa, melyek a hibasan feltekeredett fibrillumok képzdodését és

crer

aggregaciojat lassitjadk; ezzel szemben az amyloidogenikus folyamatok gyorsulnak,
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kiilonosen, ha valamilyen genetikai hajlamositd tényez6 is fenndll a hattérben. Részben a
metabolikus enzimek valtozasa lehet a felelés a PACAP KO egerek csokkent antioxidans ¢€s
detoxifikalo képességéért. A homeosztatikus molekuldk, gyulladasos faktorok és metabolikus
enzimek egyensulyanak zavarat fiatalabb ¢letkorban, normal koriilmények kozott még
képesek kompenzalni, azonban iddsebb ¢letkorban és sériilések esetén a kompenzécid
képességének hidnya sebezhetdbbé teszik az allatokat. A PACAP egyéb mas tulajdonsagai is
szerepet jatszhatnak sejtvédd hatdsdban amyloidosis esetén: példaul akadalyozza a toxikus -
amyloid kialakulasat, védi a sejteket a B-amyloid toxicitastol és amyloidosishoz kapcsolodo
apoptozis esetén is antiapoptotikus hatasokkal bir. Képes tovabbad megkotni egyes negativ
toltésti proteoglikdnokat, melyek az amyloid aggregitum kialakitdsdban vesznek részt.
Feltételezziik, hogy mivel a PACAP szerepet jatszik azon komplex cellularis interakciokban,
melyek amyloidosisban szdvetkarosodashoz vezetnek; valamint a PACAP altalanos
citoprotektiv és dregedési folyamatokat késleltetd hatasdnak hianya all fent a KO egerekben,
ennek kovetkezményeképpen gyorsul fel benniik az amyloid képzddés.

A szisztémds szenilis amyloidosis egy rendkiviil komplex korkép, melynek
kialakulasarél és annak pontos mechanizmusardl jelenleg kevés ismeret all rendelkezésiinkre.
Az amyloid depozitumok fiatalkori megjelenése a PACAP KO egerekben feltételezi az
endogén PACAP védo szerepét a szenilis amyloid plakkok lerakddéasaval szemben. A PACAP
KO egerekben megfigyelt korai szenilis szisztémas amyloidosis egy id6 eldtti dregedési
folyamatot jelezhet ebben az allattorzsben, ezaltal a PACAP KO egerek alkalmasak lehetnek

felgyorsult oregedési folyamatok modellezésére.
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Uj eredmények osszefoglalasa - Tézisek

L Ph.D. munkam els6 részében megfigyeltiik a korai, posztnatalis ingergazdag
kornyezet Parkinson-koérban kifejtett védd hatasat. Eloszor felndtt patkanyokban kimutattuk,
hogy az ingergazdag kornyezetben valo nevelkedés védi a substantia nigra dopaminerg sejtjeit
6-OHDA altal kivaltott 1€zi6 esetében. Az ingergazdag allatokban kisebb mértékii
sejtpusztulast €s kevésbé sulyos motoros tiineteket figyeltiink meg.

Kisérletiink masodik felében 1d6s6do allatok dopaminerg rendszerén vizsgaltuk
a korai ingergazdag kornyezet és a PACAP hatasait. Az ingergazdag kornyezetben
nevelkedett allatokban a 6-OHDA nem okozott szignifikins DA csokkenést. A PACAP
kezelés megakadalyozta a SN DA csokkenését mindkét vizsgalt csoportban. Standard és
ingergazdag patkanyokban is PACAP kezelés hatdsira magasabb PARK7 szinteket
tapasztaltunk. Valamint kutatdsunk sordn 1j eredményként leirtuk, hogy az i1dés6do
parkinsonos patkdnyokban a PACAP védo hatasa jol korreldl a DA és a PARK?7 szintjeinek

emelkedésével.

II. Ph.D. munkam masodik felében fiatal (3-12 hd) és id6s6d6 (13-24 ho) vad
tipusu €s PACAP-génkiiitott egereket hasonlitottunk 0ssze. Kutatasunk soran sulyos szenilis
szisztémas amyloidosis 1d6 el6tti megjelenését figyeltilk meg a génkiiitott egerekben eldszor
Kongo-voros festéssel polarizaciés mikroszkop alatt. Ezt kovetden tomegspektrometria-alapu
proteomikai analizisiink kimutatta, hogy mas egyéb jelenlévé komponensek mellett az
Apolipoprotein A-IV a f6 alkotéelem az amyloid depozitumokban. Ezt immunhisztokémiai
vizsgélatokkal is sikeriilt igazolnunk. Citokin array vizsgalattal az 1d6s6d6 KO egerekben
szignifikansan emelkedett BLC, IL-1ra ¢és RANTES szinteket mutattunk ki a tobbi
allatcsoporthoz képest. A PACAP KO egerekben megfigyelt korai szenilis szisztémas
amyloidosis egy id0 el6tti oregedési folyamatot jelezhet ebben az allattorzsben, ezaltal a

PACAP KO egerek alkalmasak lehetnek felgyorsult 6regedési folyamatok modellezésére.

Megfigyeléseink ramutatnak a PACAP rendkiviil sokrétii szerepére dregedésben és az
¢letkorhoz-kothetd degenerativ megbetegedésekben; és felvetik annak sziikségét, hogy tovabb

vizsgaljuk a PACAP o6regedési folyamatokban betdltott pontos szerepét.
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és 0sztonzott az Intézethez vald csatlakozasban. Mindkettejiiktdl a szakmai tuddson feliil
szamos fontos leckét is tanultam az élet mas teriileteir6l is, amit ezaton is koszonok!
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Anatomiai Intézet Osszes munkatarsanak, akik kezdetektdl fogva segitették kutatdsom
elorehaladasat. A laboratoriumi vizsgalatok tekintetében intézetiinkbdl elsésorban Nagy
Enikének, Dittrich Erzsébetnek, Gréczi Brigittdnak, Kiss Anikonak, Mercz Tiindének és
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