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L. BEVEZETES

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid egy neuropeptid, amelyet 1989-ben birka
hipotalamuszbdl izolaltak azon hatasa kapcsan, hogy hipofizis sejtkultiradkban serkentette a sejtek
adenilat-ciklaz aktivitasait. A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis peptid (VIP)
csalad tagja, és ez utdbbival 68%-0s hasonldsdgot mutat. A polipeptid a szervezetben két aktiv
formaban van jelen, egy 27 aminosavas (PACAP27) és egy 38 aminosavas (PACAP38) forma
1étezik, melyek koziil az utébbi a dominans.

A PACAP-ot eldszor az idegrendszerben mutattdk ki, de mara szinte minden szervben
kimutattdk mar, tobbek kozott kiillonb6zé endokrin mirigyekben, a kardiovaszkularis, az
urogenitalis €s 1€gz0 szervrendszerben valamint a 1ato- €s hallorendszerben is.

A PACAP receptorait két G-proteinhez kotott receptor csaladba soroljuk. A PACI1 receptor
szelektiven kozvetiti a PACAP hatasat, mig a VPAC receptor csaladba tartoz6 VPAC1 és VPAC2
receptorok egyforma affinitassal kotik a VIP-t és a PACAP-ot. A PACAP receptorok szinte
minden szervben expresszalodnak, azonban az altipusok eloszlasa szervrendszerenként valtozo.

A PACAP hatasai

A PACAP széleskort élettani hatdsokkal rendelkezik, ugyanis befolyasolja szinte az Gsszes
szervrendszer mikodését. Tobbek kozott szerepet jatszik az endokrin  mirigyek, a
kardiovaszkularis rendszer, a hipotalamusz ho- és taplalkozast iranyité kozpontjainak ¢és a
circadian ritmusnak a szabalyozasaban is.

Altaldnos élettani hatasai koziil kiemelendé neuroprotektiv és neurotrofikus hatasa, mivel
segiti a neuronok nodvekedését ¢€s differencidlodasat, valamint védi a neuronokat kiilonb6zd
karositd hatdsokkal szemben. A neuroprotektiv hatasan kiviil altalanos citoprotektiv hatasa is
ismert, ugyanis az idegsejteken kiviil tobbek kozott az endothelsejteket, a szivizomsejteket, a
vesesejteket, bélsejteket 1s védi karositd hatdsokkal szemben.

A PACAP receptorok szama ¢és az endogén PACAP szintje is megnd globalis és fokalis agyi
ischaemia esetén, traumas agyi sériiléskor, valamint szamos idegrendszert érint6 karosodas esetén,
amely az endogén PACAP védo hatasat igazolja. Az endogén PACAP protektiv szerepére utal az
is, hogy homo- ¢és heterozigbta PACAP-génhianyos valamint vad-tipusu egerek azonos mértékii
karositasa esetén, a homo- ¢és heterozigota egerekben joval nagyobb elvaltozas jon létre, mint vad
tarsaikban. Mas vizsgalatok az exogén PACAP protektiv hatdsat mutattdk ki kiilonb6zo
idegrendszeri sériilések soran, ugyanis ischaemids és traumas agyi karosodasok kapcsan, retinalis
karosodasban, valamint neurodegenerativ betegségeket (Parkinson-kér, Huntington-kor,
Alzheimer-kor) modellez6 allatkisérletekben is csokkentette a PACAP kezelés az idegrendszeri
karosodas mértekét.

A PACAP neuroprotektiv hatdsdnak hatterében antiinflammatorikus, antioxiddns és
antiapoptotikus hatdsa feltételezhetd. A PACAP antiinflammatorikus hatdsa kovetkeztében képes
csokkenteni a gyulladasos citokinek expressziojait €s a mikroglia sejtek aktivaciojat az
idegrendszerben, de gyulladascsokkentd és antioxidans hatasat kimutattak mar mas szervekben is,
példaul vese és bél ischaemias karosodasa kapcsan. A PACAP antiapoptotikus hatasanak
hatterében szdmos molekuldris biologiai utvonalat térképeztek fel. A PACAP képes gatolni a
sejtelhalast a proapoptotikus faktorok gatlasaval, mint példaul a c-Jun N-terminalis kinaz (JNK),
kaszpaz-3, p38 mitogén-aktivalt protein kindz (p38 MAPK), apoptozis indukald faktor (AIF) és a
Bcl csalad proapoptotikus tagjai: Bax €s Bad aktivitdsanak csokkentésével, valamint képes gatolni
a citokrém c felszabadulast a mitokondriumokbdl. A PACAP emellett aktivalja az antiapoptotikus
faktorok foszforilacidjat, mint Bcl-2, extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK1/2), 14-3-3
fehérje és Akt.



A PACAP-génhianyos egerek

A PTE Anatomiai Intézetében tobb €ve folynak kisérletek homo- €s heterozigota PACAP-
génhianyos egerekkel, amelyekkel lehetoség nyilik az endogén PACAP teljes vagy részleges
hidnyaban 1étrejovo elvaltozasok tanulmanyozasara fiziologids és patologias koriilmények kozott.
A homozigota PACAP-génhianyos csoportba tartoz6 egerek a PACAP mutalt génjével
rendelkeznek (az 5. exonban taldlhatd egy mutacid), ezért nem fejezddik ki a PACAP, a
heterozigota PACAP-génhidnyos allatok pedig csak hordozzak a mutalt gént, ezért a PACAP,
ugyan a fiziologiasnal kisebb mértékben, de képes expresszalodni a szervezetiikben. A homo-,
heterozigota PACAP-génhidnyos és a vad-tipust egerek szerveinek makroszkopos €s morfologiai
Osszehasonlitd vizsgélata soran nem lathatdé markans kiilonbség a két csoport kozott, azonban
finom morfoldgiai vizsgdlomoddszerekkel (immunhisztokémia, elektronmikroszkopia), valamint
funkciondlis tesztek segitségével jelentds kiilonbségek mutathatok ki. A PACAP-génhianyos
egerek memoriazavarokkal, magatartdszavarokkal, normalistol kiilonbozé élettani funkcidkkal -
eltérd stressz valasz, homérsékletszabalyozas, napi ritmus reguldcid; metabolikus eltérések,
emelkedett inzulin érzékenység és haldlozasi arany, valamint csokkent szaporodasi képesség -
rendelkeznek. Az endogén PACAP védd szerepére enged kovetkeztetni az is, hogy azonos
mértékli karositdé hatasra a homo- ¢és heterozigbta PACAP-génhidnyos egerekben joval nagyobb
elvaltozas jon 1étre kiilonbozd szerveket érintd karosodas esetén, mint vad tarsaikban. A PACAP-
génhianyos allatok szignifikdnsan nagyobb 1€zi6t szenvednek agyi ischaemia esetén és axonalis
karosodds soran. Szintén fokozottabb a retinalis kdrosodas a PACAP-génhianyos egerekben
kétoldali arteria carotis lekotést kovetden, valamint excitotoxikus 1€zi6 utan vad-tipust allatokhoz
viszonyitva. Az idegrendszeri 1éziok mellett vizsgaltdk az endogén PACAP szerepét
vesekarosodasban, inflammatorikus és ischaemias intestinalis sériilésekben, valamint toxikus
hasnyalmirigy és szivizomsejt karosodas esetén is, ahol az endogén PACAP hidnya stlyosabb
elvaltozasok kialakuldsahoz vezetett. A homo- és heterozigéta PACAP-génhianyos egerek karositd
hatasokra fellépd fokozott sériillékenységének hatterében a megnovekedett apoptozis, gyulladasos
reakcio €s oxidativ stressz feltételezhetd.

A belsé fiil felépitése emberben és emlésokben

A hall6 érzékszervet (organum spirale, Corti-féle szerv) kiilonbozd tipust tdmasztd sejtek €s
szekunder érzéksejttipusu neuroepitheliumsejtek (kiilsé és belsé szdrsejtek) alkotjak (1. abra). A
ductus cochlearis oldalso falat dus, érfonatot tartalmaz6 kobham boritja, a stria vascularis, amely
az endolympha termelésében jatszik szerepet. A csigdban harom folyadéktér kiilonithetd el:
perilympha, endolympha és Corti-lympha. Perilympha t6lti ki a scala tympanit és a scala vestibulit,
a két scala folyadéktere a helicotrémanal kozlekedik egymassal. A Corti-alagutat Corti-lympha
tolti ki. A perilympha és a Corti-lympha 0Osszetétele az extracellularis folyadék, illetve a liquor
Osszetételéhez hasonlit: magas a Na' tartalma és alacsony a K' szintje. A ductus cochlearis
endolymphat tartalmaz, amit a stria vascularis és a tamasztdsejtek termelnek. Az endolympha az
intracellularis térhez hasonldéan gazdag K'-ban és szegény Na'-ban. Az endolympha és a
perilympha fehérje Osszetétele nagyon hasonld. A perilympha féleg prealbumint, albumint, a;-
antitripszint, a;-antikimotripszint, transzferrint, P,-transzferrint tartalmaz. Az endolymphaban
identifikalt fehérjék: albumin, a-kimotripszin, a-antitripszin, a-HS-gliikoprotein, transzferrin,
ApoD, Apol, fetuin.

A madarak belsé flilében a hartyds és a csontos labyrinthus egyarant fejlett. A ductus
cochlearis nem csiga alakd, mint az emldsokben, hanem egy gyengén hajlott cs6, melyben a Corti-
szervnek megfeleld, de azzal nem megegyez0 felépitési igynevezett érzékdomb helyezkedik el. A
madarak ductus cochlearisa rovidebb, mint az emldsoké, azonban érzéksejt slirisége nagyobb.
Lényeges kiilonbség a madarak ¢és emldsok szOrsejtjei kozott, hogy a madarak szdrsejtjei
regeneraciora képesek, ugyanis a madarak potolni tudjak a zaj vagy mas toxikus artalom hatésara
elpusztult szdrsejtjeiket.
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1. abra: A Corti-féle szerv felépitése (Thieme 2007)

A PACAP eléfordulas a hallorendszerben

A PACAP-ot kimutattdk a halld szervrendszer kiilonb6zé részeiben. Kordbban PACAP
immunpozitiv sejteket talaltak immunhisztokémiai vizsgalatokkal és in situ hibridizacioval az
agytorzsi cochledris magvakban és az oliva superiorban, ahol a PACAP a sejtek megkozelitdleg
egyharmadédban jelen van és neurotransmitterként funkcional. Kimutattdk tovabba a ganglion
spirale és a stria vascularis marginalis sejtjeiben. Mas kisérletekben a PACAP prekurzor
stria vascularis, ganglion spirale, belsé ¢€s kiilsé szorsejtek, pillérsejtek, tdmasztosejtek, ahol
mennyiségiilk a basalis kanyarulattol a csucsig n6. A PACAP és a PACI receptor hallo
szervrendszerben betdltott szerepérdl keveset tudunk, azonban az ismert, hogy fontos szerepet
stria vascularisban, koézel az endolymphatikus térhez, azt sugallja, hogy a PACAP-nak szerepe
lehet az endolympha termelésében, potencidljanak és/vagy 0sszetételének szabalyozasaban is.

Apoptozis a belso fiilben, aminoglikozid antibiotikumok altal okozott belso fiil karosodas

Az apoptozisnak fontos szerepe van a belsd fiil normal érése és az oxidativ stressz altal
karosodott sejtek cochledbol torténd eltavolitdsa sordn is. A megndvekedett apoptozis belsd fiil
karosodashoz, halldsvesztéshez vezet. Fokozott sejthaldlt okozhat a belsé flilben a talzott
zajterhelés, fertdzések, illetve oroklott betegségek, autoimmun és oregedéssel jard folyamatok.
Apoptdzist okozhat még az esszencialis novekedési faktorok hidnya és kiilonb6z0 exogén toxinok,
mint példdul a cisplatin és az aminoglikozid antibiotikumok.

Az aminoglikozid antibiotikumokat a klinikai gyakorlatban multirezisztens Gram-negativ
bakterialis fertozésekben alkalmazzak, bar hasznalatat mellékhatasai korlatozzak: toxikus hatasi a
bels6 fiilre, vesére, idegrendszerre. Mig a vesekarosodas altalaban reverzibilis, a belsd fiil
karosodas maradandé. Altaldban az aminoglikozidok irreverzibilis karosodast okoznak mind a
vestibularis, mind a cochlearis részén a belso flilnek, azonban mig egyesek elsdsorban vestibulo-
toxikusak: gentamycin, tobramycin, masok féleg cochleo-toxikus hatassal rendelkeznek:
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neomycin, amikacin, kanamycin. Az ototoxicitas klinikai tiinetei: bilateralis, magas frekvenciakon
kezd6d6 irreverzibilis idegi hallascsokkenés, fiilzugas, szédiilés, nystagmus, hanyinger, hanyas.
Kihasznélva a gentamycin vestibulo-toxicitasat, a klinikai gyakorlatban széles kdrben hasznalatos
Szisztémas alkalmazas soran az aminoglikozid antibiotikum bejut a sejtekbe, majd ki is tiril.
Mivel ezek pozitiv toltésti, vizoldékony molekuldk, melyek nehezen jutnak 4t a lipid
membranokon, endocitézis Utjan vagy a nem szelektiv kation csatornakon keresztiil jutnak be a
sejtekbe. Azonban vannak olyan sejtek, mint példaul a belsd fiil szOrsejtjei €s a vese proximalis
tubulusainak sejtjei, melyek hajlamosak visszatartani az aminoglikozid antibiotikumokat. A
feltételezett hallaskarositd folyamat valoszintileg a kovetkezd 1épéseken keresztiil jon létre: 1. az
antibiotikum bejut az endolymphaba, 2. endocitozissal vagy a nem specifikus kation csatornakon
keresztiil bejut a szorsejtekbe az apikalis résziikon, 3. reaktiv oxigéngyokoket generdlnak,
megemelik a sejt Ca*" szintjét, és befolyasolnak mas sejten beliili jelatviteli atvonalakat.

Sz06rsejt karosodast okozo apoptdzisnak két formaja ismert: a halal-receptorok altal medialt
extrinsic utvonal, beleértve a tumor nekrdzis faktor csaladot, és a mitokondrium altal medialt
intrinsic utvonal, amelyek végiil kaszpaz aktivacion keresztiil a sejtek pusztuldsdhoz vezetnek.

A belso6 fiil kutatas egyik f6 iranya az emlitett karosodasok vizsgélata, valamint az olyan
anyagok keresése, melyekkel ezek a karosoddsok kivédhetdk. Szamos biztatd terapids agenst
tanulmanyoztak mar ototoxikus karosodas ellen, példdul antioxidans gyogyszereket,
antiapoptotikus stratégiakat, de ezek hatékonysagat eddig csak allatkisérletekben sikeriilt igazolni.

A Ca**-koté fehérjék

A szérsejtek normalis miikodéséhez az endolympha megfelelé Ca®* koncentracioja sziikséges,
melyet a szérsejtekben talalhato Ca®"-kots fehérjék szabalyoznak, ezért fontos szerepiik lehet a
kiilonb6zd ototoxikus agensek szdrsejt karositd hatasdnak kivédésével szemben. Szamos
kisérletben vizsgaltak a Ca®> -koté fehérjéket (példaul: parvalbumin, calbindin, calretinin,
calmodulin, calsequestin) kiilonb6zd fajok szdrsejtjeiben, példaul béka, teknds és emldsok belsd
fiilében.

Azt is megallapitottak, hogy a labyrinthus vestibularis részének sériilése esetén az endolympha
Ca®" koncentracidja megné, ami zavart okoz a cochlea miikodésében. A zajkarosodasnak kitett
allatokban, a kiils§ szérsejtekben a Ca*™ koncentraci6 megemelkedik, és magas szinten is marad,
ami szintén karos a sejtek szamara. Hackney és munkatarsai (2005) kisérleteik alapjan azt
feltételezték, hogy a Ca’" emelkedés altal okozott artalmak kivédésére a szervezetben
sejtekben, és azt feltételezték, hogy ezen fehérjék magas koncentracioja megvédi a sejteket a
zajartalom hatasara 1étrejové intracellularis Ca®-szint ndvekedésétl, ezért fontos szerepiik lehet a
kiilonbozd ototoxikus dgensek szOrsejtkarositd hatasdnak kivédésében.



II. CELKITUZESEK

A Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kardnak Anatomiai Intézetében

mikodé PTE-MTA ,Lendiilet” PACAP kutatocsoport egyik f6 kutatdsi teriilete a PACAP
neuroprotektiv hatasdnak vizsgalata. A munkacsoport mellett mas kutatok is szamos eredményt
publikdltak a PACAP védd hatasardl kiilonbozoé érzékszervekkel kapcsolatban, de a
hallorendszerbeli hatasarol kevés adat all rendelkezésiinkre.
Fiil-orr-gégész ¢s audiologus szakorvosként a munkacsoporthoz csatlakozva célul tliztiik ki a
PACAP belsd fiilre kifejtett hatdsanak vizsgalatat, illetve a klinikai gyakorlat szempontjabol annak
kutatasat, hogy mdas szervrendszerekben leirt védd szerepéhez hasonloan képes-e a PACAP
csokkenteni vagy kivédeni az ototoxikus karosodédsokat.

1. Kutatdmunkém elsd szakaszdban kisérleti allatként egynapos csirkéket hasznaltunk. In vitro
korilmények kozott vizsgaltuk a PACAP antiapoptotikus hatasat csirkébdl késziilt belsd fiil
sejttenyészetben H,O,-indukalta oxidativ stressz kdrosodas esetén.

2. Az a tény, hogy a PACAP ¢és a PACI jelen van a stria vascularisban, kozel az
endolymphatikus térhez, azt sugallja, hogy a PACAP-nak szerepe lehet az endolympha
termelésében, potencidljanak és/vagy Osszetételének szabalyozasaban is. Ezért munkdm masodik
részében célul tiiztiik ki a szisztémas PACAP kezelés hatasanak vizsgalatat az endolympha fehérje
Osszetételére csirkében in vivo.

3. A heterozigbta ¢és homozigota PACAP-génhidanyos egerek  segitségével
munkacsoportunknak lehetdésége nyilt az endogén PACAP hatasainak vizsgalatara in vivo.
Kutatomunkam harmadik szakaszdban immunhisztoldgiai vizsgéalatok segitségével hasonlitottuk
6ssze a PAC1 receptor lokalizaciojat, valamint a belsé fiil karosodasara utalo Ca® -kotd fehérjék
lokalizaciojat €s expresszidjat homo- ¢és heterozigbta PACAP-génhianyos ¢és vad egerek
cochleaiban fiziologias koriilmények kozott, valamint kanamycin-kezelést kovetden.



III. PACAP PROTEKTIV HATASANAK VIZSGALATA OXIDATIV STRESSZ-
INDUKALTA APOPTOZIS MODELLBEN CSIRKE COCHLEARIS
SEJTKULTURABAN IN VITRO

Anyagok és médszerek

A cochlearis sejtkultira elkészitéséhez frissen keltetett hazi csirkék ductus cochlearisat
izolaltuk az os temporale kipreparalasaval (6 szériaban, 40 csirke/széria). Az allatokat halothan
anesztézia utdn 1 napos korukban dekapitaltuk. A csirkék ductus cochlearisat eltavolitottuk, majd a
preparatumbdl steril koriilmények kozott sejteket izolaltunk. Az Osszes beavatkozast a Pécsi
Tudomanyegyetem etikai utmutatdsanak megfelelden végeztiik (engedély szam: No: BA02/2000-
20/2006). A kisérletekben felhasznalt PACAP1-38-at Prof. T6th Gébor szintetizalta (Szegedi
Tudomanyegyetem, Orvosi Kémiai Intézet).

A cochlearis sejteket 4 kiilonb6z6 csoportba osztottuk:1. kontroll csoport; 2. PACAP-pal
kezelt sejtek, melyeket 100 nM PACAP1-38-at tartalmaz6é médiumban inkubaltunk 120 percig, 3.
H,0,-dal kezelt sejtek, melyeket ImM H,0;-0s médiumban inkubaltunk 120 percig, 4. csoport
sejtjeit ImM H,0,-ot €s 100 nM PACAP1-38-at tartalmazé médiumban inkubaltuk 120 percig.

A vizsgalt sejtkultarakban 1évé sejtek életképességét ezutan kolorimetrikus MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) teszttel vizsgaltuk.

Az ¢l6 sejtek funkcionald mitokondriumai altal 1étrehozott formazan vegyiilet mennyiségét
550 nm-en, ELISA reader-en (Anthos Labtech 2010; Vienna, Austria) mértiik. A kiértékelés soran
az eredményeket a kontroll értékekhez viszonyitottuk (100%). A harom egymastdl fliggetleniil
végzett kisérlet eredményeit atlag = S.E.M. értékként adtuk meg, amelyeken egyutas ANOVA,
majd post hoc Neuman-Keul analizist végeztiink.

Eredmények

A sejtek életképességének vizsgalata soran MTT teszttel azt talaltuk, hogy a PACAP kezelés
onmagaban nem okozott szignifikans eltérést, mig a H,O, kezelés szignifikansan csokkentette a
sejtek ¢életképességét a kontroll csoporthoz képest. A 4. csoportban az 1mM H,0O, kezelésben
részesitett sejteket PACAP-pal egylitt inkubalva szignifikdnsan tobb sejt maradt €letben a csak
H,0,-dal kezelt csoporthoz viszonyitva. A fentiek alapjan megallapithatd, hogy a PACAP kezelés
szignifikdnsan csokkentette az oxidativ stressz-indukalta életképesség csokkenést csirke belsd fiil
sejtkulturaban.

IV. ENDOLYMPHA (“)SSZET”ETELENEK VIZSGALATA CSIRKEKBEN SZISZTEMAS
PACAP KEZELEST KOVETOEN

Anyagok és médszerek

1 napos csirkéket, 20 pg intraperitonealis PACAP1-38 adagolasat kovetden, 1, 6 és 24 ora
mulva dekapitaltunk. A ductus cochlearisokat eltavolitottuk, majd steril csipesszel steril
szlirdpapircsikra préseltik ki az endolymphat (n=5/csoport). A kontroll allatok fiziologias
sooldatot kaptak. A papircsikok altal megkotott fehérjéket 30 pl mintapufferben oldottuk ki, majd
erds vortexelés utan a szlir6papirokat eltavolitottuk a csovekbdl. Az igy kapott oldatbol microchip
elektroforézist végeztiink. A mintakon 1ézer-indukalta fluoreszcencia vizsgalatot végeztiink, €s az
eredmények kiértékelését a Protein 230 assay software segitségével végeztiik.

Eredmények
A csirke endolympha protein Osszetétele komplex mintdzatot mutatott, szamos protein
csucs volt detektalhatd a 14 és 81 kDa molekulatomeg régidban. Vizsgalataink soran nem talaltunk
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jelentds kiilonbséget a fehérje Osszetétel tekintetében a kontroll és a kiilonb6zd idépontokban
vizsgalt PACAP-pal kezelt csirkék endolympha mintai kozott.

V. PAC1 RECEPTOR ES CAY-KOTO "FEIpJ:IgJEK VIZSGA’LAT,A VAD "TiPI;SI'J ES
PACAP-GENHIANYOS EGEREK BELSO FULEBEN FIZIOLOGIAS KORULMENYEK
KOZOTT ES KANAMYCIN-INDUKALTA OTOTOXICITAST KOVETOEN

Bevezetés

Az ,,A” kisérletben vizsgaltuk a PACI receptor lokalizaci6jat, valamint 3 kiilonbozé Ca**-kot
fehérje (parvalbumin, calretinin, calbindin) lokalizaciojat és expressziojat 5 napos vad ¢€s
homozigota PACAP-génhianyos egerekben fiziologias koriilmények kozott.

A ,B” kisérletben kétféle Ca*-kotd fehérje expresszidjat vizsgaltuk (calretinin, parvalbumin)
7 napos vad, hetero- €s homozigota PACAP-génhidnyos egerekben fiziologias koriilmények kozott
¢s kanamycin kezelést kdvetden.

Kisérleti allatok, kezelési protokoll

A kisérletben vizsgalt PACAP-génhianyos egereket japan kollaboracids partnereinktol
szarmaznak. Az allatok szaporitdsa €és gondozidsa a Pécsi Tudomanyegyetem ellendrzott
protokollja (BA02/2000-15024/2011) szerint, az intézeti ajanlasok figyelembevételével tortént.
Az ’A’ kisérleteket 5 napos vad tipusi (PACAP™*, n=9) és homozigota PACAP-génhianyos
(PACAP'/ ", n=9) egereken végeztiik.
"B’ kisérlet soran 7 napos, homozigota (PACAP'/ ", n=6), heterozigota (PACAPH , n=6) PACAP-
génhianyos és vad-tipust (PACAP"", n=6) egerek mintait dolgoztuk fel.

Az’ A’ kisérletben részt vevo allatok kezelésben nem részesiiltek. A "B’ kisérlet sordn 5 napos
korukban a vad tipusi (PACAP'"), hetero- (PACAP"") és homozigota (PACAP”) PACAP-
génhianyos egereknek 1mg/ttg kanamycin egyszeri ddzisat adtuk be subcutan (50 mg/ml, Sigma,
Magyarorszag). A kontroll allatok 50 pl fiziologids so6oldatot kaptak subcutan. Ezt kdvetden az
allatokat 7 napos korukban dolgoztuk fel.

Szovettani feldolgozas, metszetek kiértékelése

Az egereket 5 (CA’ kisérlet), illetve 7 napos (B’ kisérlet) korukban szisztémas
analgetikummal talaltattuk (Pentobarbital, Nembutal, Sanofi-Phykaxia, Magyarorszag), majd az
egerek fejét azonnal 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk egy éjszakan at. Fagyasztasos
technikaval (Leica kriosztdt, Németorszag) a koponyabol 10 pm-es szagittalis metszeteket
készitettiink. A metszeteken immunhisztologiai vizsgalatokat végeztiink, és morfologiai
Osszehasonlitashoz egyes metszeteket hematoxilin-eozin festéssel is megfestettiik.

A metszetekrdl digitalis felvételeket készitettiink CCD kameraval felszerelt Nikon Eclipse
801 tipustt mikroszkoppal (Nikon, Japan). A képeket a Spot Basic Programmal készitettiik, és a
tovabbiakban Adobe Photoshop 7.0-val dolgoztuk fel. Ezutdn a készitett képeken
Osszehasonlitottuk a vad és a PACAP-génhidnyos egerek cochledjanak szdOrsejtjeiben lathato
immunfluoreszcens festddés lokalizacidjat és intenzitasadt. Az immunfluoreszcencia mértékét az
Image] 1.440 program segitségével allapitottuk meg. GraphPadPrism 5.01-es programmal
végeztiink statisztikai elemzést. Az eredmények az alabbi forméaban jelennek meg: atlag + S.E.M.,
a statisztikai Osszehasonlitast pedig nem parositott Welch-korrekcios teszttel, valamint a
nonparametrikus Mann-Whitney teszttel végeztiik.



Eredmények

A hematoxilin-eozin festéssel késziilt metszeteken a vad tipusu és homozigdéta PACAP-génhianyos

crer

’A’ Kisérlet

A PACI receptor expresszidjanak vizsgalata soran a vad-tipusi egerekben a kdvetkezd
képletek mutattak PACI1 receptor pozitivitast: Corti-féle szerv, ganglion spirale valamint a stria
vascularis. A Corti-féle szervben mind a belsd, mind a kiilsé szOrsejtek, a kiilsé tdmasztosejtek
(Deiters-sejtek), valamint a pillérsejtek mutattak erds PACI1 receptor pozitivitast. A két csoport
kozott a PACI receptor lokalizaciojat tekintve nem talaltunk kiilonbséget, azonban a vizsgalt
csoportok kiilsé és belsd szdrsejtjei esetében szignifikans kiilonbség volt az immunjel6lddés
erdsségeében: a vad-tipusu egerekben a kiilsé és belsd szOrsejtek valamint a kiilsé tdmasztdsejtek
intenzivebben jelolddtek a PACAP-génhianyos egerekhez képest (2. dbra).

A Ca’"-koté fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) vizsgélatakor azt talaltuk, hogy a
vad-tipusu egerekben a szdrsejtek csak nagyon gyengén expresszaltdk mindharom vizsgalt
fehérjét, ezzel ellentétben a homozigdta PACAP-génhianyos egerek belsd €s kiilsd szdrsejtjeiben
mindharom Ca®"-kot6 fehérje szignifikansan intenzivebb jelo16dést mutatott.

PARVALBUMIN

07 *ok ok
'y * k%
»
2
€
et
RNt
10 4
—f—
s ‘
. ‘
C killsd szdrsejtek belsd szbrsejtek

0 Vad tipusit BPACAP KO

2. abra: Reprezentativ immunhisztologiai képek a parvalbumin expressziot mutatjak vad tipusu
(A) és homozigota PACAP-génhianyos (B) egerek Corti-féle szervében.
Aranymérték: 20um
C dbra: Parvalbumin immunfluoreszcencia intenzitasanak dsszehasonlitasa vad tipusu és
homozigota PACAP-génhianyos (PACAP KO) egerek szorsejtjeiben.

**%* p <0,0001 vs. vad-tipusu egerek
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°’B’ kisérlet

Ebben a kisérleti felallasban vad-tipust és a homozigota PACAP-génhianyos egerek mellett
heterozigdta PACAP-génhianyos egereket is vizsgaltunk. A Ca®"-koté fehérjek koziil a
parvalbumin és calretinin expressziot vizsgaltuk a kontroll csoportban és kanamycin kezelést
kovetden. A kontroll csoportban jelentds kiillonbséget észleltiink a parvalbumin és a calretinin
expressziojaban a kiilsé és a belsé szorsejtek kozott a vad tipusti €s a homo- és heterozigota
PACAP-génhianyos egerekben. A kontroll homozigota PACAP-génhidnyos egereknek mind a
kiils6, mind a belsd szdrsejtjeiben nagyobb volt a parvalbumin expresszid, mint kontroll vad tipusa
tarsaikban, megegyezden a korabbi kisérlet eredményeivel. A heterozigota PACAP-génhianyos
egerek kiilsé szorsejtjeiben szintén emelkedett parvalbumin expresszidt lattunk, azonban a belsé
szOrsejtekben nem volt kiilonbség parvalbumin expresszido tekintetében a kontroll vad ¢és
heterozigota PACAP-génhianyos egerek kozott. A kontroll csoportban magasabb calretinin
expressziot talaltunk mind a hetero- mind a homozigota PACAP-génhianyos egerek esetén a vad-
tipusu egerekhez képest.

Kanamycin kezelés utan szignifikansan megemelkedett a vad és a heterozigota PACAP-
génhidnyos egerekben a parvalbumin expresszioja, mig a kontroll allatokban talalt magas
parvalbumin expresszid nem emelkedett tovabb a homozigdéta PACAP-génhianyos egerekben.
Szignifikdnsan magasabb parvalbumin expressziot taldltunk kanamycin kezelést kovetden a
heterozigota PACAP-génhianyos egerekben, mint a kanamycinnel kezelt vad tarsaikban (3. &bra).
Kanamycin kezelést kovetden a calretinin expresszio csak a vad tipusu egerek kiilsd szOrsejtjeiben
novekedett szignifikdnsan, homo- és heterozigota PACAP-génhidnyos egerek esetén a kontroll
csoportban detektdlhatd magas calretinin expresszid nem mutatott tovabbi szignifikans emelkedést.
Ugyanakkor a heterozigota PACAP-génhidnyos egerek belsd szorsejtjeiben szignifikansan
nagyobb volt a calretinin expresszid kanamycin kezelés utdn, mint a vad-tipust egerekben.
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3. abra: Parvalbumin immunfluoreszencia intenzitasanak statisztikai analizise a kiilsé (A) és
belsé (B) szbrsejtekben vad tipusii (PACAP""), heterozigéta (PACAP'") és homozigéta PACAP-
génhidnyos egerekben (PACAP”) fiziolégids séoldat (PACAP™"; PACAP""; PACAP”) és
kanamycin kezelés utin (PACAP"" KM; PACAP"" KM; PACAPKM), *p<0,05; **p<0,01;
#4%,<0,001 vs. vad tipusii egerek (PACAP™).
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VI. MEGBESZELES

Kisérleteink soran az exogén €és endogén PACAP hatasait vizsgaltuk a belsd fiilben in vitro €s
in vivo koriilmények kozott kiillonbozo allatfajokban. Az exogén PACAP antiapoptotikus hatasat
csirke cochleabol késziilt sejttenyészeteken vizsgaltuk in vitro. Csirkében in vivo koriilmények
kozott az exogén PACAP endolympha Osszetételére gyakorolt hatasait is kutattuk. PACAP-
génhianyos egerekben az endogén PACAP hianyanak kovetkezményeit vizsgaltuk a belsd fiilben
kontroll koriilmények kozott és kanamycin-indukalta ototoxicitas soran Ca’ -kotd fehérjék
segitségeével.

A PACAP antiapoptotikus hatasa a belso fiilben

Kutatomunkam elsé részében MTT teszttel igazoltuk a PACAP protektiv hatdsat H,O,-
indukalta oxidativ karosodassal szemben csirke belso fiil sejttenyészetben. A hidrogén-peroxid egy
mindeniitt jelenlévd, reaktiv szabadgyokoket (ROS) generdldo molekula, mely fiziologias
korilmények kozott is képzodik. Kiilonb6zd ototoxikus hatdsok kovetkeztében (példaul
gentamycin ¢€s cisplatin kezelés) képzddése fokozodik a belsd fiilben, ami a sejtek apoptozisdhoz
vezet. Miutdn igazoltuk a PACAP védé hatasat a belsé fiilben, munkacsoportunk tovabbi
molekularis biologiai mddszereket is alkalmazott a PACAP antiapoptotikus €s antinekrotikus
hatasanak vizsgalata céljabol H,O,-indukalta oxidativ karosodéassal szemben csirke belsd fiil
sejttenyészetben (pl: Annexin V ¢és propidium-jodid festés, JC-1 assay, kaszpaz-3 aktivitas
vizsgalata). Ezen kisérletek egyértelmilien igazoltdk az exogén PACAP kezelés protektiv hatasat
H,0;-indukalta oxidativ kérosodassal szemben csirke belsd fiil sejttenyészetben, melynek
hatterében a bevezetoben ismertetett molekularis mechanizmusok éallnak.

Exogén PACAP kezelés hatasa az endolympha fehérje osszetételére

Munkédm sordn vizsgaltuk csirkék endolympha fehérjéinek 0Osszetételét exogén PACAP
kezelés hatasara, de szignifikans valtozast nem tudtunk detektalni. Az endolympha és perilympha
fehérje Osszetételének vizsgalata normal és patoldgids koriilmények kozott segitséget nyujthat a
belsé fiill miikodésének pontosabb megismeréséhez. A perilympha €és endolympha Osszetételét
emberben és foleg tengerimalacban mar sok kutatdcsoport vizsgalta, de a csirke endolympha
Osszetételével kapcsolatban kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Madarak belsé fiilének
vizsgalata soran foként az endolympha és perilympha iondsszetételét (Na', K*, Ca®’, CI)
vizsgaltak, ugyanis ezeknek fontos szereplik van a szdrsejtek aktivaciojanak szabalyozasaban, de a
fehérjedsszetételre vonatkozdan nem taléltunk pontos irodalmi adatot. Vizsgélataink sorén a csirke
endolympha protein 0Osszetétele komplex mintdzatot mutatott, szdmos protein csucs volt
azonositasara vizsgalati modszeriinkkel nem volt lehetdség. Bar munkank soran nem talaltunk
szignifikans eltérést az exogén PACAP kezelés utan az endolympha fehérje Gsszetételében, az a
tény, hogy a PACAP ¢és a PACI jelen van a stria vascularisban, kozel az endolymphatikus térhez,
azt sugallja, hogy a PACAP-nak szerepe lehet az endolympha termelésében, potencidljanak
¢s/vagy Osszetételének szabdlyozasdban. A PACAP endolympha termelésre kifejtett hatdsanak
feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igényel. Tekintettel arra, hogy az endolympha fehérjéi a
perilymphdbdl szarmaznak, jelenleg mar folynak azon kisérleteink, ahol human perilympha
mintdkban - melyeket cochledris implantacid miitéte sordn nyerlink - vizsgaljuk a PACAP
jelenlétét €és fehérje osszetételének valtozasat kiilonbozo patholdgids elvaltozasok soran.
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Vad tipusu és PACAP-génhianyos egerek belso fiilének 6sszehasonlito vizsgalata

Munkénk soran elészor 5 napos vad tipusu és homozigota PACAP-génhianyos egerek bels6
fiillében vizsgaltuk a PACI receptor és a Ca” -kot6 fehérjék expresszidjat szovettani modszerekkel.
Haematoxilin-eozin festéssel nem talaltunk eltérést a belsd fiil felépitésében a két allatcsoport
kozott, azonban immunhisztokémiai vizsgalatokkal szignifikdns kiilonbséget taldltunk a PACI1
receptor ¢és a Ca’ kot fehérjék tekintetében a homozigéta PACAP-génhianyos egerek belsd és
kiils6 szdrsejtjeiben a vad-tipusa egerekhez képest.

A bevezetésben mar emlitésre keriilt, hogy az endogén PACAP hidnya szdmos szerv
mukodésében okoz eltéréseket a génhianyos egerekben a vad tipusu egerekhez hasonlitva, ezért
érzékenyebben reagalnak kiilonbozé karositd hatasokra. Altalanosan elfogadott, hogy a PACAP
protektiv hatdsa komplex reakcidk sorozataként jon 1étre, mint példaul antioxidans, antiapoptotikus
¢s gyulladascsokkentd hatdsok révén. Ezeket a mechanizmusokat tdmasztjdk ala az el6z6ekben
emlitett vizsgalatok eredményei, miszerint a PACAP hidnya fokozott apoptdzist, gyulladasos
folyamatokat és oxidativ stresszt okoz, sériilékenyebbé téve az idegrendszert és a periférias
szerveket.

PACI receptor expressziéjanak o6sszehasonlité vizsgalata

Az immunhisztologiai 6sszehasonlitd vizsgalataink soran a vad-tipust egerek kiilsd és belséd
szOrsejtjeiben, valamint a Deiters-féle tdmasztdsejtekben is taldltunk PACI receptor expressziot.
Eredményeink a PAC1 receptor lokalizicigjat tekintve a belsd fiillben megfelelnek a korabbi
irodalmi adatoknak. Munkacsoportunk elsdként végzett immunhisztologiai vizsgalatokat PACAP-
génhianyos egerek belsd fiilében. Kisérleteink sordn azt talaltuk, hogy a homozigdta PACAP-
génhianyos egerek belsd €s a kiilsd szOrsejtjeiben, valamint a Deiters-féle tdamasztosejtekben talalt
PACI receptor expresszi6 szignifikansan alacsonyabb volt a vad-tipusu tarsaikhoz képest. A PAC1
receptorok idegrendszeri expresszidjanak pontos szabalyozasa még nem teljesen ismert, de Girard
¢s munkatarsai is fejlodésbeli késést mutattak ki mind a harom receptor altipus agyi
expressziojaban PACAP- ¢s VIP-génhidnyos egerekben vad-tipusu tarsaikhoz képest. A PACAP-
rol ismert, hogy indukalja sajat receptoranak, a PACI1 receptornak is az expresszidjat.
Eredményeink ezzel is Osszefliggésben lehetnek, mivel endogén PACAP hianyaban a PACI-
medialta folyamatok is valosziniileg csokkennek.

Ca’"-koté fehérjék expressziéjanak dsszehasonlité vizsgalata

A Ca”"kot6 fehérjék detektalasa soran parvalbumin, calretinin és calbindin immunpozitivitast
vizsgaltuk 5 napos vad tipust és homozigota PACAP-génhianyos egerek kiilsé és a bels6
szérsejtjeiben. Osszehasonlité vizsgalatainkhoz az 5 napos kort olyan vizsgalatok alapjan
valasztottuk, melyek bizonyitottdk, hogy ezek a fehérjék ebben az idOpontban mar
expresszalodnak a szdrsejtekben. A PACAP-génhidnyos egerekben talalt emelkedett Ca® -kotd
fehérje expresszio hatterében allo folyamatok még nem teljesen ismertek. Az irodalmi adatokkal
Osszevetve eredményeinket feltételezhetd, hogy a belsd fiilet érintd kiilonb6zd karosoddsok
hatdsara az endolympha Ca®" koncentracidja megné, mely a szdrsejtekben az intracellularis Ca®"
koncentraci6 megemelkedését okozza, amely hatéssal szemben a szdrsejtek fokozott Ca*™-koté
fehérjek expresszioval védekeznek. Kisérletinkben a PACAP-génhianyos egerekben a vad
tipushoz képest a Ca’-kot fehérjék joval nagyobb expresszidjat talaltuk, ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a PACAP hianya megnovekedett endolympha Ca™" koncentraciot okoz, mely
kdzvetetten a Ca” -kotd fehérjék emelkedett expresszidjahoz vezet. Ebbé] arra lehet kdvetkeztetni,
hogy a PACAP-nak fontos szerepe van a szbrsejtek Ca’™ homeosztazisaban, és hidnya esetén a
szOrsejtek joval sériilékenyebbek toxikus hatdsokkal szemben, hasonléan mas karosodasokhoz.
Masrészt lehetséges, hogy endogén PACAP hianyaban a megbillent védekezdérendszer
egyensulyanak fenntartdsa érdekében novekszik a Ca*"-koté fehérjéknek az expresszidja.
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Kanamycin-indukalta ototoxikus karosodas vizsgalata vad tipusi és PACAP-génhianyos
egerekben

A kanamycin-indukalta ototoxikus karosodéas vizsgalata sordn az allatokat 5 napos korban
kezeltiik kanamycinnel és fizioldgids sooldattal, majd 7 napos korban vizsgaltuk a vad tipust és
PACAP-génhianyos egerek szérsejteiben a Ca’ -kitd fehérje expresszidjanak valtozasat. Ebben a
kisérletben a homozigota PACAP-génhidnyos egerek mellett heterozigbta PACAP-génhianyos
egereket 1s vizsgaltunk, ugyanis az elmult években egyre szélesebb korben hasznéljak a
heterozigota egereket a homozigota egerek magas mortalitdsa miatt. Vizsgalataink sordn a
homozigéta egerekhez hasonléan a heterozigota egerek szérsejtjeiben is emelkedett Ca*™-koté
fehérje expressziot detektaltunk a vad-tipusu egerekhez képest kontroll koriilmények kozott, de a
parvalbumin expresszio szignifikansan alacsonyabb volt a heterozigota egerekben a homozigéta
egerekhez viszonyitva. May ¢és Vizzard hasonlo eredményeket kaptak a PACAP-génhianyos
egerek hugyhodlyagjanak morfologiai és funkciondlis vizsgdlata soran, ugyanis a heterozigota
egerek enyhébb patologias eltéréseket mutattak homozigoéta tarsaikhoz képest.

Kanamycin-kezelést kovetden is szignifikans eltéréseket talaltunk a 7 napos PACAP-
génhidnyos ¢és vad-tipusu egerek szorsejtjeinek vizsgédlata sordn. A legtobb ototoxikus
allatmodellben felndtt allatokat tanulményoznak, azonban az jsziilott allatok éretlen belsd fiile
fokozottabban érzé¢keny az aminoglikozid indukalta ototoxicitasra. Egerekben és patkdnyokban a
hallas érése a posztnatalis id0szakban fejezodik be, ezért ezek az allatok jo modellként szolgalnak
az ototoxicitas patomechanizmusanak vizsgalatara. A jelen kisérletben 5 napos egereket kezeltiink
kanamycin egyszeri nagy dozisaval (1mg/g testsuly), mely vezethet gén vagy fehérje expresszid
valtozashoz. Vizsgalatainkban kanamycin kezelést kovetéen szignifikdnsan megemelkedett
parvalbumin expressziot detektaltunk a vad tipusu és a heterozigota PACAP-génhianyos
egerekben, de az alaphelyzetben is emelkedett parvalbumin expresszio a homozigéta PACAP-
génhiadnyos egerekben tovabb nem emelkedett szignifikdnsan. A calretinin expreszio csak a vad-
tipust egerekben emelkedett szignifikdnsan a kanamycin kezelés utan, a homo- és heterozigota
PACAP-génhianyos egerekben az eredetileg is fokozott expresszid nem emelkedett tovabb.

A PACAP-nak jol ismert az antiapoptotikus €s az antioxidans hatasa, ezért fontos szerepe lehet
az aminoglikozidok 4ltal indukalt ototoxicitds kivédésében. A vizsgalati eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az emelkedett Ca*"-kot6 fehérje expresszio talan késleltetni képes az
apoptotikus utvonalak aktivaciojat. Feltételezziik, hogy az endogén PACAP hianya patologias
allapot a szorsejtek szamara, amelynek hatisara a Ca*-koté fehérjék expresszidja megemelkedik
mar normal korilmények kozott is. A homozigota PACAP-génhianyos egerekben ez elér egy
olyan maximalis szintet, ahonnan a Ca’"-koté fehérjék expresszidja mar nem képes tovabb
novekedni ototoxikus hatasokra sem. Feltételezhetden amint ezeknek a puffereknek az aktivacidjat
nem lehet tovabb upregulalni, ugy nem képes tovabb kivédeni a sejt a Ca®" ionnal valo taltoltddést,
¢s ez az apoptotikus utvonalak aktivalodasahoz vezet.

Vizsgalatainkkal elészor sikeriilt kimutatni az endogén PACAP otoprotektiv hatasat
kanamycin indukalta belsé fiil toxicitdsban. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy az exogén PACAP-nak védo hatasa lehet kiilonb6z6 ototoxikus behatasok esetén, bar tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a PACAP pontos hatdsmechanizmusanak leirdsara aminoglikozid altal
indukalt ototoxicitasban. Audiologusként tobb, ototoxikus szer altal eldidézett idegi hallascsokkent
beteggel talalkoztam munkdm soran. A cisplatin okozta hallaskarosodasok altaldban jol
rehabilitdlhatoak hagyomanyos hallokésziilékkel. Az aminoglikozid antibiotikumok azonban tobb
esetben oly mértéki, siiketséggel hataros halldscsokkenést okoztak, hogy cochleéris implantaciot
kellett végezniink. A jovOben nagy attorést jelentene egy olyan otoprotektiv szer felfedezése, ami
nemcsak az allatkisérletes modellekben, de a klinikai gyakorlatban is hatidsos lenne. Ezért a
jovoben tervezziik az exogén PACAP kezelés hatasdnak vizsgalatat ototoxikus modellekben, hogy
tovabbi eredményekkel alatdimaszthassuk a PACAP igéretes otoprotektiv hatasat.
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VII. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Munkénk soran igazoltuk a PACAP antiapoptotikus hatasat csirke cochledbol izolalt
sejttenyészetben oxidativ stressz-indukalta karosodassal szemben.

2. Vizsgalataink soran nem taldltunk szignifikdns eltérést a csirke endolymphdjadnak fehérje
Osszetételében PACAP kezelés hatasara.

3. Vizsgaltuk tovabba a PAC1 receptor és a Ca*-koté fehérje expressziot 5 napos homozigota
PACAP-génhianyos és vad-tipust egerekben. Bar a fénymikroszkopos strukturak tekintetében nem
talaltunk eltérést a két allatcsoport kdzott, azonban immunhisztokémiai vizsgalatokkal szignifikans
kiilonbséget talaltunk a PACI receptor és a Ca>"-koté fehérjék expressziodjaban. A belsé és a kiilsé
szOrsejtekben, valamint a Deiters-sejtekben talaltunk PAC1 receptor expressziot a homozigota
PACAP-génhianyos egerekben, de ez szignifikansan alacsonyabb volt 6sszehasonlitva vad-tipusu
tarsaikkal. Kimutattuk azt is, hogy a Ca’ -koté fehérjék expresszidja magasabb homozigdta
PACAP-génhianyos egerek szOrsejtjeiben vad tarsaikéhoz képest.

4. Az utolso kisérletben 7 napos vad, hetero- és homozigdta PACAP-génhianyos egerek Ca”'-
kotd fehérje expressziojat vizsgaltuk fiziologias sooldat és kanamycin kezelést kovetden.
Kimutattuk, hogy a Ca®> -koté fehérjék expresszidja magasabb a homozigota- és a heterozigota
PACAP-génhianyos egerek szorsejtjeiben vad tarsaikéhoz képest. Kanamycin kezelést kdvetden
szignifikdnsan megemelkedett parvalbumin expressziot detektaltunk a vad tipusu és a heterozigota
PACAP-génhianyos egerekben, de az alaphelyzetben is emelkedett parvalbumin expresszié a
homozigdéta PACAP-génhianyos egerekben tovabb nem emelkedett szignifikdnsan. A calretinin
expreszio csak a vad tipust egerekben emelkedett szignifikdnsan a kanamycin kezelés utan, a
homo- ¢és heterozigota PACAP génhidnyos egerekben az eredetileg is fokozott expresszid nem
emelkedett tovabb. Ez az endogén PACAP fontos védd funkcidjara utal ebben az ototoxikus
modellben.
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