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ROVIDITESEK JEGYZEKE

6-OHDA: 6-hidroxidopamin

AC: adenilat-ciklaz

ACE: angiotenzin-konvertal6 enzim

AD: aktiv betegség

ASZE: akut szivelégtelenség

AULI: elsédleges hallokéreg

B2M: B-2-microglobulin

Bad: Bcl-2 asszocialt halal promoter

Bax: Bcl-2 asszocialt X, apoptozis
regulator

Bcl-2: B-sejtes lymphoma protein 2

Bel-xL: B-sejtes lymphoma protein —
extra large

BDI: Beck-féle depresszio skala

BDNEF: agyi eredetli neurotrofikus
faktor

BJ: Bence-Jones fehérje

BK: bal kamra

BK-I: bal kamra ischaemias régioja

BK-NI: bal kamra nem ischaemias
régidja

BMP: csont morfogenikus protein

c¢AMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CARS: antiinflammatorikus valasz
szindréma

CD34": egyezményes névsor (Cluster of
Differentation) alapjan azonositott,
34-es jeloléssel ellatott sejtfelszini
markerrel rendelkezd sejt

CGM: corpus geniculatum mediale

ChAT: kolin-acetiltranszferaz

CI: colliculus inferior

CI,, ...: kristalyossagi index

CR: komplett remissziod

CRP: C-reaktiv protein

CSF: cerebrospinalis folyadék

DBS: mély agyi stimulacio

DCM: dilatativ cardiomyopathia

DCN: nucleus cochlearis dorsalis

DPP-1V: dipeptidil-peptidaz-1V

ECOG: Eastern Cooperative Oncology
Group performance statuszra vonat-
koztatott beosztésa

ELISA: enzimhez kotott immunszor-
bens assay

ESS: Epworth Sleepiness Scale,
aluszékonysagi teszt

FGF: fibroblast novekedési faktor

FWHM: félértékszelesség (full width at
half maximum)

G-CSF: granulocyta-kolonia stimulalo
faktor

GDNF: glialis neurotrofikus faktor

GH: ndvekedési hormon

Gli: glioma-asszocialt onkogén 1

HAP: hidroxiapatit

HbA1lc: hemoglobin Alc

HFrEF: csokkent ejekcios frakcioji
szivelégtelenség

Hgb: hemoglobin

HPLC-MS: nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometria

hs-cTn: magas szenzitivitast cardialis
troponin

Htc: hematokrit

HUN-REG: Magyar Kutatasi Halozat

HY: Hoehn-Yahr skala

ICM: ischaemias cardiomyopathia

IFN-y: interferon-gamma

IL: interleukin

IMWG: International Myeloma Working
Group — Nemzetkozi Myeloma
Munkacsoport

ISZB: ischaemias szivbetegség

iv.: intravénds

KO: homozigota PACAP-génkilitott
(knock-out)

KSZE: kronikus szivelégtelenség

LAR: antiszedimentacios rata



LDH: laktat-dehidrogenaz

L-DOPA: levodopa

LED: levodopa ekvivalens dozis

MCP-1: monocyta kemotaktikus
protein

MDS-UPDRS: Movement Disorder
Society — Unified Parkinson’s
Disease Rating Skala

MI: myocardialis infarctus

MI-BK-I: myocardialis infarctuson
atesett bal kamra ischaemias régioja

MI-BK-NI: myocardialis infarctuson
atesett bal kamra nem ischaemias
régidja

MM: myeloma multiplex

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahi-
dropiridin

MRA: mineralokortikoid receptor
antagonista

MRD: minimalis rezidualis betegség

MSO: oliva superior, nucleus medialis

MTT: (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolium-bromid)

NICM: nem ischaemiés cardiomyop-
athia

NLL: nuclei lemnisci lateralis

NT-proBNP: N-terminalis pro B-tipust
natriuretikus peptid

Numb: Numb fehérje

NYHA st.: New York Heart
Assiciation = New York-i
Kardiologus Tarsasag funkcionalis
klasszifikacioja szivelégtelenségben

PAC1 /PACIR: a PACAP 1-es tipust
szelektiv receptora

PACAP: hypophysis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid

PACAP-27 LI: PACAP-27-szer(i im-
munreaktivitas

PACAP-27: a PACAP 27 aminosavbol
allo izoformaja

PACAP-38 LI: PACAP-38-szeril im-
munreaktivitas

PACAP-38: a PACAP 38 aminosavbol
all6 izoformaja

PACAP6-38: PACAP fragmens

PCI: percutan coronaria intervencio

PCT: procalcitonin

PD: Parkinson-kor

PDSS-2: Parkinson’s Disease Sleep
Scale (Parkinson-kor alvasi skala)

PR: parcialis valasz

R-ISS: Revised-ISS

RVd: lenalidomid-bortezomib-dexa-
methason

SHH: sonic hedgehog fehérje

SH-SYSY: dopaminerg neuroblastoma
sejtvonal

SIRS: szisztémas gyulladasos valasz
szindroma

SOC: oliva superior complex

STEMI: ST-elevacioval jaré myocardi-
alis infarctus

TH: tirozin-hidroxilaz

TNF-a: tumor nekrodzis faktor o

UTP: vizelet dsszfehérje

VCN: nucleus cochlearis ventralis

VIP: vasoactiv intestinalis polipeptid

VLPN, VMPN: nucleus periolivaris
ventrolateralis/medialis

VPAC1, VPAC2: VIP/PACAP receptor
1-es €s 2-es tipus

VT: vad tipus

WNT: wingless-related integration site



ELOSZO

A Pécsi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Anatomiai Intézetében tobb
mint 20 éve foglalkozom a hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)
hatésainak vizsgalatdval a HUN-REG (Magyar Kutatasi Hal6zat) — PTE PACAP ku-
tatocsoport tagjaként. Az egyik kutatasi terliletem a PACAP vizsgélata kiilonbozo al-
latkisérletes modellekben, ezen belil is a Parkinson-korral kapcsolatos vizsgalatokat,
valamint a fogfejlodéssel és hallorendszerrel Osszefiiggd kutatdsokat koordindlom.
Emellett masik fontos témam az endogén PACAP szerepének feltérképezése kiilonbo-
70 fiziologiés folyamatok soran, mint a varandossag €s a laktacid, valamint olyan pa-
toldgias klinikai korképekben, ahol a PACAP potencidlis biomarker szerepét kutatjuk.

Tudomanyos dolgozatomat hét alfejezetre osztottam, amikben a témahoz kapcsolo-
do legfontosabb, foképp elsd és utolso szerzds kozleményekben publikalt eredménye-
imet kivdnom bemutatni.

Az elso két fejezetben a PACAP halldrendszer mitkodésében és a fogfejlodés soran
betdltott szerepével kapcesolatos eredményeket foglalom 6ssze, amelyeket in vitro sejt-
tenyészetekben és in vivo PACAP-génkititott allatokon végzett kisérletek segitségével
igazoltunk (1-8). A PACAP-génkititott egerekkel kapcsolatos tovabbi eredményekbdl
egy Osszefoglald kozlemény is sziiletett (9).

Egyre tobb adat all rendelkezésiinkre arrél, hogy a plazma és a szovetek PACAP
szintje dinamikusan valtozik kiilonb6z6 fiziologids és patologias koriilmények kozott,
ami a PACAP potencidlis biomarker szerepét feltételezheti egyes betegségekben. A
PACAP mennyiségi valtozasanak detektaldsa nemcsak lehetdséget nyujthat az egyes
elvaltozasok korai diagnozisara, hanem potencidlisan felhasznalhatd a betegségek
progndzisanak megjoslasara, a klinikai terapia tervezésére, vagy akar 0j terapias ira-
nyok meghatarozasara. A legtobb ezzel kapcsolatos adat az elmult években jelent meg,
ami bizonyitja a kutatasi téma idészertiségét ¢és jelentdségét. Vizsgalataink kezdetén az
endogén PACAP gonadalis és reprodukcios folyamatokban betoltott szerepével kap-
csolatban szamos allatkisérletes adattal rendelkeztiink, azonban a varandossag alatt és
a szoptatds sordn betoltdtt szerepével kapcesolatban csak nagyon kevés klinikai adat
allt a rendelkezésiinkre, ezért legelso klinikai kutatasunk soran a varandods és szoptatds
kismamak vizsgalatat tiiztiik ki célul. Ezen eredményeket a harmadik fejezetben rész-
letezem (10-15).

Az ezt kovetd fejezetekben azokat a klinikai €s transzlacios allatkisérletes ered-
ményeinket mutatom be, amelyek a tarsadalom nagy részét érinté korképek vizsga-
lata soran sziilettek. Ilyenek a Parkinson-kor (16-19), a politraumas sériilések (20), a
cardiovascularis betegségek (21-23) és a kiilonb6z6 malignus elvaltozasok, mint az
urogenitalis tumorok (24) és a myeloma multiplex (25). Ezen témakkal kapcsolatban
is tobb Osszefoglald kozlemény sziiletett (26-31), valamint egy konyvet is szerkesztet-
tiink (32).

A dolgozatban részletezett munkakbol témavezetésemmel 5 Ph.D. dolgozat sziile-
tett (Dr. Csanaky Katalin Andrea 2014, Dr. Németh Adrienne 2015, Dr. Sdndor Baldzs
Attila 2018, Dr. Fiilop Balazs Daniel 2020, Dr. Szab6 Dora 2022).



BEVEZETES

HYPOPHYSIS ADENILAT-CIKLAZ AKTIVALO
POLIPEPTID (PACAP)

A PACAP egy pleiotrop és multifunkcionalis neuropeptid, amit Arimura és munka-
csoportja izolalt birka hypothalamusbol a hypophysisben kifejtett adenilat-ciklaz (AC)
aktivalo hatasa alapjan. A szekretin/gliikagon/vasoactiv intestinalis polipeptid (VIP)
peptidcsalad tagja, és 68%-o0s homoldgiat mutat a VIP-vel. Szerkezete csak néhany
aminosavban kiilonbozik az alacsonyabb rendl gerincesekben és az emberekben, igy
ez az evolucio soran konzervalddott szerkezet fontos élettani szerepet feltételez. A
PACAP legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben és az endokrin mirigyekben
detektalhato. Felfedezése ota a szervezetben valo eléfordulasan és altalanos fiziologi-
as szerepének kutatasa mellett neurotrofikus, neuroprotektiv s altalanos citoprotektiv
hatasat is széles korben vizsgaltak, amelyek hatterében antiapoptotikus, antiinflamma-
torikus és antioxidans hatasai feltételezhetok (26, 27, 32, 34, 36, 37, 39, 41, 42, 45, 82,
83,92, 95, 104).

A PACAP-nak két biologiailag aktiv izoformaja ismert. Az elsdként izolalt 38 ami-
nosavat tartalmazé dominans izoforma (PACAP-38) mellett az N-terminalis 27 amino-
savbol allo forma (PACAP-27) szintén eléfordul a szervezetben, de ez a neuropeptid
az izoformak kevesebb mint 10%-at teszi ki. Az emlitett izofomakon kiviil a kutata-
sok szamos, mesterségesen eldallithatd agonista vagy antagonista hatasu fragmensek
vizsgalataval is foglalkoznak. A PACAP receptorai a G-proteinhez kapcsolt receptorok
csaladjaba tartoznak. A VPAC1 (VIP/PACAP receptor 1-es tipus) és a VPAC2 (VIP/
PACAP receptor 2-es tipus) receptorok egyforma affinitassal kotik a PACAP-ot és a
VIP-t, mig a PAC1 receptor (PACAP 1-es tipust receptora, PAC1R) szelektiven csak a
PACAP hatasat kozvetiti. A PACAP receptorok szinte minden szervben kimutathatok,
azonban nem szovetspecifikusak, igy az altipusok eloszlasa szervrendszerenként valto-
76 és emellett egy adott szoveten beliil is nagy variabilitast mutat, amely a pleiotrop ha-
tas magyarazataul is szolgalhat. A PACAP PACI receptoron keresztiil aktivalodo leg-
fontosabb szignalizacios utvonalak az értekezésben részletesen bemutatasra kertiltek.

PACAP-GENKIUTOTT EGEREKEN VEGZETT
VIZSGALATAINK KiSERLETES ELOZMENYEI

PACAP-GENKIUTOTT EGEREK

Az endogén PACAP teljes vagy részleges hianyabol adodo elvaltozasok tanulmanyo-
zéasara homo- és heterozigota PACAP-génkiiitott egerek vizsgalataval nyilik lehetd-
ség. Hashimoto és munkacsoportja a génmodositott egértorzs eldallitasahoz génkiiitési
technikat alkalmazott, amely soran az 5. exonon modositas tortént, ami megakadalyoz-
za a PACAP gén atirodasat.

A vad tipusu és PACAP-génkiiitott allatok morfoldgiai és funkcionalis 6sszehason-
litd vizsgalataival szamos munkacsoport foglakozott korabban, akik a makroszkopos
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vizsgalatok soran kevés szignifikans kiilonbséget észleltek az egéresoportok kozott.
Ezzel szemben a mikroszképos elemzések (elektromikroszkopia, immunhisztoké-
mia), valamint a biokémiai és funkcionalis vizsgalatok szamos eltérést mutattak ki. A
PACAP-génkiiitott allatok csokkent szaporodasi képességgel, metabolikus eltérések-
kel, memoria- és magatartdszavarokkal, valamint hdmérséklet és napi ritmus szabalyo-
zasi problémakkal jellemezhet6k. Emellett csokkent stressztiird képesség, felgyorsult
oregedés ¢s fokozott haldlozasi arany is megfigyelhetd ennél az egértorzsnél (9, 78,
80).

Az endogén PACAP neuroprotektiv ¢és altalanos citoprotektiv hatasanak hidnyabol
kovetkezik az, hogy a PACAP-génkititott egerek a vad tipust egerekhez képest szig-
nifikdnsan nagyobb érzékenységet mutatnak kiilonbozo karositod hatasokkal szemben,
amelyek hatterében megnovekedett apoptdzis, gyulladasos reakcid és oxidativ stresz-
sz feltételezhetd (9). Kiilonbozo idegrendszeri karosodasokat kdvetden, mint az agyi
ischaemia, a retinalis vagy az axonalis kdrosodas, szignifikdnsan nagyobb sériilést
szenvednek, mint vad tarsaik. Emellett érzékszervekben ¢és szamos mas szervrendszer,
mint a gastrointestinalis, a cardiovascularis, az urogenitalis, és a locomotoros, karoso-
désa esetén is kimutattak a PACAP-génkiiitott egerek fokozott sériilékenységét (9, 87,
90, 96).

Vizsgalataink elsé részében az endogén PACAP hianyabol adodod eltéréseket
vizsgaltuk a hallérendszerben és a fogfejlodés soran homo- és heterozigota PACAP-
génkilitott egerek segitségével.
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1.2.2. abra: A PACAP és PACI receptor el6fordulasa a hallopalya kiilonbozé magjaiban (A) és a belsd fiilben
(B). A nuclei leminisci lateralis kivételével, ahol csak PACI receptor mRNS-ét tudtak kimutatni, mindegyik zold-
del jelolt magban talaltak PACAP és PACI receptor pozitivitast (A). A belsé fiilben (B) a PACAP kimutathato a
habenula perforata teriiletén (sarga szin). PACI1 receptor a stria vascularis teriiletén az erek endothelsejtjeiben,
a lamina reticularisban és a ganglion spirale sejttestjein detektalhato (kék szin). PACAP-ot és PAC1 receptort
is kimutattak a stria vascularis marginalis sejtjeiben, a bels6 és kiilsé szérsejtek koriil, a tamasztosejtekben és a
ganglion spirale rostjaiban (zéld szin) (munkacsoportunk abraja).



A PACAP SZEREPE A HALLORENDSZERBEN

Korabbi vizsgalatok mind a PACAP-ot mind annak receptorat kimutattak a hallérend-
szer kiilonboz6 részeiben, igy a belso fiilben ¢s a hallopalya kiilonb6z6 magjaiban is. A
belsé fiil morfologiai analizise sorin PACAP mRNS-t mutattak ki a Corti-szervben, a
ganglion spirale neuronjaiban €s a stria vascularis teriiletén, igy feltételezhetéen szere-
pe lehet az endolympha termelésének szabalyozasaban is (1.2.2. abra).

A szlrsejtek egészséges mitkodéséhez az endolympha megfelelé Ca’" koncentra-
cidja is sziikséges, melyet a szdrsejtekben talalhatdo Ca*-koté fehérjék szabalyoznak
(parvalbumin, calbindin, calretinin), melyeknek fontos szerepiik lehet a kiilonb6z6 oto-
toxikus agensek szorsejtkarosito hatasanak kivédésében, amik a szérsejtek apoptozisat
indukalhatjak, igy hallaskarosodashoz vezethetnek. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az
antiapoptotikus és antioxidans hatasokkal rendelkezé PACAP is szerepet jatszhat a sz6-
rsejtek védelmében és a Ca?*-ko6t6 fehérjék expressziojanak szabalyozasaban.

A PACAP SZEREPE A FOGFEJLODESBEN

Az egerek fogazatanak felépitése tobb szempontbdl kiilonbozik az emberi fogazattol,
mivel kvadransonként csak egy folyamatosan ndvekvé metsz6fogbol és harom molaris
fogbol all. Fejlodésiik mégis szamos hasonlésagot mutat. A fogfejlédés a primitiv sza-
juregi ectoderma ¢és az alatta elhelyezkedd ducléc eredetii ectomesenchyma folymatos
egymasra hatdsa révén jon létre. A belsé zomancsejtekbdl differencidlodnak késobb a
zomanctermelésért felelés ameloblastok. A korai harang stadiumban a belsé zoman-
csejtek bazalis felszinén elkiilonithetd a stratum intermedium, megkezdédik az ectom-
esenchyma kondenzécidja és a zomancszerv alatt kialakul a dentalis papilla. A dentalis
papillabol differencialodnak a dentintermelésért felelos odontoblastok, az ezek alatt
elhelyezked6 subodontoblast réteg és a késébbi fogpulpa.

A ragesalok érett fogai esetén az emberhez hasonléan megkiilonboztethetiink ko-
ronat ¢és gyoOkeret. A korona felszinén a dentin réteg felett zomanc talalhato, mig a
gyokeret cement boritja. A ragcsalok metszéfogai folyamatosan nének, és mig labi-
alis felsziniikon zomanc, az oralis felsziniikon cement talalhatd. Az ameloblastok al-
tal termelt zomanc a szervezet legkeményebb szovete, kozel 96% szervetlen anyagot
tartalmaz, mely féképp hidroxiapatit (HAP-kalcium-foszfat) kristalyokbdl épiil fel és
zomancprizmakat alkot. A zomancprizmak koriil talalhato szerves matrix alkotasaban
90%-ban heterogén amelogenin fehérje csoport vesz részt. Az odontoblastok altal ter-
melt dentin alkotja a fog mineralizalt szoveteinek f6 tomegét. Az érett dentin 65-70%-
ban anorganikus anyagokbdl (kalcium-hidroxiapatit és kalcium-karbonat), 20%-ban
organikus 0sszetevokbdl és 10%-ban vizbdl épiil fel. A szerves allomany nagy részét
I-es tipust kollagén teszi ki (90%).

A fogfejlodés szabalyozasaban tobb mint 300 gén, szamos transzkripcids faktor és
jelatviteli utvonal jatszik szerepet, mint a csont morfogenetikus fehérjék (bone mor-
phogenetic protein, BMP), fibroblast novekedési faktorok (fibroblast growth factor,
FGF), sonic hedgehog (SHH) és a Notch ¢s Wingless fehérjecsaladok (WNT). Ezen
jelatviteli utak gatlasaval a fogfejlédés késleltethetd, vagy teljesen megallithato. A je-
latviteli utak részletes leirasa az értekezésben olvashatok. Vizsgalataink soran az SHH
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¢és a Notch jelatviteli titvonal elemeinek expresszid valtozasat elemeztiik PACAP-
génkilitott allatokban.

Korabbi vizsgalatok PACAP pozitiv rostokat detektaltak patkany és emberi fog-
pulpa mintakban az erek koriil, az odontoblast sejtekben ¢és a subodontoblast rétegben
is. Korabban kimutattak, hogy a PACAP pozitiv idegrostok szama és a PACI1 receptor
expresszidja is emelkedik a ligamentum parodontaléban luxacidt kovetden patkany-
ban, igy feltételezhetden fontos szerepe lehet a luxéaciot kovetd regeneracids folyama-
tok szabalyozasaban. Homo- és heterozigota PACAP-génkititott egerek fejlédésének
vizsgalata soran munkacsoportunk megfigyelte, hogy him allatoknal a metsz6fogak
szignifikansan el6bb tornek el6 a PACAP-génkiiitott allatoknal, mint a vad egerekben
(56). Emellett kutatocsoportunk 5 napos egerekbdl késziilt metszeteken PAC1 receptor
expressziot mutatott ki a subodontoblast rétegben. A PACAP fogfejlédésre gyakorolt
hatasat korabban nem vizsgaltak, ezért munkank soran célul tiiztiik ki ennek feltérké-
pezését.

PACAP VIZSGALATA A VARANDOSSAG ES A
LAKTACIO SORAN

A PACAP felfedezését kovetden a reproduktiv és endokrin funkciokra kifejtett hatasat
is széles korben kutattak (84). Bizonyitast nyert, hogy a PACAP és receptorai nagy
mennyiségben detektalhatok a hypothalamus kiilonbdzé magjaiban és szabalyozzak
a 6 gonadalis hormonok termelését. Korabban mar emlitésre keriilt, hogy a PACAP-
génkiiitdtt egerek magasabb mortalitassal és csokkent fertilitassal rendelkeznek (9, 78-
80).

A PACAP szerepet jatszik az ovarialis funkciokban is a follikulusok apoptézisanak,
fejlédésének és ndvekedésének szabalyozasaban. A PACAP-27 és PACAP-38 jelenlé-
tét kimutattak emberi uterusban, placentaban és koldokzsindrban, de kés6bb ezt mas
munkacsoport a PAC1 receptor jelenlétének igazolasaval is kiegészitette. A PACAP és
PACT1 receptor mRNS expressziojanak ndvekedését mutattak ki a placentaban a varan-
dossag elérehaladtaval, ami a neuropeptid placenta fejlddésére kifejtett hatasat igazol-
ja. Emellett a PACAP az uteroplacentaris keringés és a placenta hormontermelésének

Human esettanulméanyokban el6szor az intravénas PACAP infuzi6 hatasat vizsgal-
tak egészséges férfiakban, ahol a kezelés stimulalta a vazopresszin és prolaktin szekré-
ciot, de nem befolyasolta az oxitocin, a gonadotrop hormonok és a novekedési hormon
(GH) szintjét. Nokkel kapcsolatos eredmények nem alltak rendelkezésre, ezért klinikai
vizsgalatainkat egészséges onkéntesek, varandosok és szoptatds kismamak vizsgéla-
taval kezdtiik abbol a célbdl, hogy feltérképezziik a PACAP szerepét ezen fiziologias
folyamatok soran.

Az anyatej egy komplex biologiai folyadék, amely szamos tapanyagot és élettani
folyamatok szabalyozasaban szerepet jatszo bioaktiv faktort tartalmaz, amelyek fon-
tos szerepet toltenek be az Ujsziilott egészséges ndvekedésében és fejlodésében. Az
elmult években az anyatejjel kapcsolatos kutatasokban kdzponti szerepet toltenek be a
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struktarajaval szoros homologiat mutatd VIP jelenlétét az emberi anyatejmintakban. A
PACAP jelenlétét és annak eloszlasat eldszor laktalod és nem laktald patkany emlomi-
rigyben vizsgaltak. Emellett szamos, tobb esetben ellentmondasos kisérletes eredményt
is publikaltak a PACAP prolaktin és oxitocin termelést szabalyozo hatasaval kapcsolat-
ban, ami alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP-nak fontos szerepe lehet az emlémirigy
beidegzésében, a tejtermelés, a tejelvalasztas €s a szoporeflex szabalyozasaban.

A PACAP ¢és receptorait emberi emlémirigyben és emlétumoros mintakban is vizs-
galtak, amely azt feltételezi, hogy a PACAP-nak az emlémirigy fiziologias miikddésé-
nek szabalyozasa mellett fontos szerepe lehet a tumorgenesisben is. Ezen eldzetes el6z-
ményekre alapozva kutatasaink soran célul tiiztiik ki a PACAP szerepének vizsgalatat
a laktacios folyamatokban és varandossag soran.

KLINIKAI KORKEPEKKEL KAPCSOLATOS
VIZSGALATAINK KISERLETES ELOZMENYEI

A PACAP VIZSGALATA KULONBOZO KLINIKAI KORKEPEKBEN

Klinikai vizsgalataink célja, hogy feltérképezziikk azokat a tarsadalom nagy részét
érint6 klinikai korképeket, amelyekben a PACAP potencialis biomarker lehet. Olyan
betegségekre fokuszalunk, ahol korabbi alapkutatasi eredményeink és mas klinikai ku-
tatasok szignifikans valtozasokat irtak le. Korabbi kutatasok egészséges dnkéntesek
plazma PACAP szintjének vizsgéalata soran nem talaltak szignifikans eltérést. Az is
bizonyitast nyert, hogy a neuropeptid intravénas beaddsat kovetden szintje gyorsan
emelkedik, de a dipeptidil-peptidaz-IV (DPP-IV) enzimnek kdszonhetden rovid plaz-
ma eliminacios idovel rendelkezik (5-10 perc), ezért koncentracidja az infizio leallita-
sat kovetden gyorsan csokken.

A neurolégiai betegségekkel kapcsolatos vizsgélatok kozil a legelsé klinikai ku-
tatdsban szignifikansan magasabb PACAP szintet detektaltak poszttraumas stressz
szindromaban szenved6 néknél. Emellett szamos kozponti idegrendszeri vérzésben,
igy az akut spontan torzsdici- és subarachnoidealis vérzésekben is leirtak a PACAP
szint szignifikans emelkedését. Komplex vizsgalatok épiiltek a PACAP-38 szint val-
tozasanak jellemzésére migrénes paciensek esetében, ahol az interiktalis periodusban
szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 koncentraciot mértek az egészséges paciensek-
hez képest, ami emelkedett a rohamok alatt. Korabban azt is bebizonyitottak, hogy
intravénds PACAP kezelés egészséges Onkéntesekben fejfajast, migrénre hajlamos
pacinesekben pedig migrénszerii rohamokat idéz el6. Az elmult években szamos kuta-
tas foglalkozott a neurodegenerativ betegek vizsgalataval is. Alzheimer-koros betegek
ligourabdl és kiilonbozo agyteriiletekbdl szarmazoé mintak elemzése soran alacsonyabb
PACAP szinteket detektaltak hasonloan a sclerosis multiplexben szenvedd betegek
liquor mintaihoz (30, 31).

Korabbi laboratériumi és klinikai vizsgalatok eredményeire alapozva tobb korkép
esetén is felmeriilt a PACAP kezelés klinikai alkalmazhatosaganak lehetésége, igy sc-
lerosis multiplexben, vagy intranasalis terapia segitségével kiilonbdz6 neurodegenera-
tiv korképekben, kognitiv zavarok vagy stroke esetén, valamint szemcsepp formajaban
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retinadegeneracio kapcsan. Migrént indukalé hatdsa miatt migrénes paciensek kezelé-
sében a PACAP antagonistakkal kapcsolatos vizsgéalatok keriiltek el6térbe. Mindezen
kisérletes elézmények alapjan feltételezhetd, hogy az endogén PACAP valtozasanak
vizsgalata kiilonboz6 klinikai korképekben segithet egyes betegségek klinikai diagné-
zisaban, prognézisanak feltérképezésében és a terapia megtervezésében.

PARKINSON-KORRAL KAPCSOLATOS VIZSGALATOK

A Parkinson-kor a masodik leggyakoribb neurodegenerativ korkép az Alzheimer-kor
utan. Az idésebb populaciot érinti és harom jellegzetes motoros tiinettel jar, ami a nyu-
galmi tremor, a rigor és a hypo/bradykinesis. A betegség hatterében a substantia nigra
dopaminerg sejtjei €s a nigrostriatalis palyarendszer karosodasa all. A Parkinson-kor
kezelésének célja a tiinetek enyhitése, amihez kezdetben kiilonboz6 gyogyszeres tera-
piat alkalmaznak. A nem kell6en hatasos gyogyszeres kezelés, vagy elérehaladott sta-
dium esetén a mély agyi stimulator implantacidja (DBS) tovabbi terapias lehetdségként
szolgal a betegek szamara.

Munkacsoportunk a PACAP neuroprotektiv hatasanak vizsgalatahoz kezdetben
patkany Parkinson-kor modellt alkalmazott, ahol unilateralis 6-hidroxidopamin (6-
OHDA) kezeléssel roncsoltuk a substantia nigra pars compacta teriiletét. A féloldali
karosodast kovetden az allatok sulyos hypokineticus tiineteket és aszimmetrikus moz-
gasokat mutattak. A PACAP elokezelésben részesiilt patkanyok a roncsolast kovetoen
enyhébb hypokineticus és aszimmetrikus tiinetekkel rendelkeztek és rovidebb id6 alatt
regeneralodtak a kezeletlen allatokhoz képest. Emellett tirozin-hidroxilaz (TH) im-
munhisztokémiaval is kimutattuk a PACAP kezelés protektiv hatasat, ugyanis szignifi-
kansan tobb dopaminerg sejtet talaltunk a substantia nigra pars compacta €s a ventralis
tegmentalis area teriiletén a PACAP-pal kezelt csoportban, mint a kontroll allatokban,
ahol kozel 90%-o0s neuron pusztulast detektaltunk a 6-OHDA kezelést kovetSen (36,
101-103). A PACAP dopaminerg sejtekre kifejtett neuroprotektiv hatasat in vitro és in
vivo kisérletek is igazoltak, ami azt feltételezi, hogy ennek a neuropeptidnek fontos
szerepe lehet a betegség patomechanizmuséaban (26). Ezért Parkinson-korral kapcso-
latos vizsgalataink els6 részében tovabb folytattuk a PACAP neuroprotektiv hatasanak
feltérképezését kiilonbozo allatkisérletes modellekben.

Kezdetben nem talaltak szignifikans eltéréseket a Parkinson-koros betegek klinikai
vizsgalatai soran a beteg és a kontroll csoportok liquor mintai kozott. Ezt kovetoen
a kutatasainkkal parhuzamosan egy masik munkacsoport csokkent PACAP szinteket
detektalt Parkinson-koros betegek vérmintaiban, és szignifikans korrelaciot mutattak
ki a PACAP szintek és a betegek kognitiv, nem motoros tiinetei kdzott, azonban nem
talaltak szignifikans sszefiiggést a motoros tiinetek stlyossagat tekintve. Ezért klini-
kai kutatasunk soran célul tiiztiik ki a PACAP-38 szint vizsgalatat Parkinson-koros be-
tegekben, nagy hangsulyt fektetve a betegség progressziojara és a motoros tiinetekkel
kapcsolatos osszefliggésekre.
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POLITRAUMATIZALT BETEGEKKEL KAPCSOLATOS KLINIKAI
VIZSGALATOK

Minden évben tobb mint 5 millié ember veszti életét vilagszerte kiilonbozé traumak
miatt, ami az §sszes halalozas kozel 9%-at jelenti. A traumat kovetden szamos pro- €s
antiinflammatorikus faktor aktivacioja miatt egy komplex és dinamikus immunvalasz
indul meg. A politraumatizalt betegek esetében ezért is elengedhetetlen fontossagi a
kiilonb6z6 inflammatorikus komplikaciot jelzé biomarkerek vizsgalata (C-reaktiv pro-
tein (CRP), procalcitonin (PCT)), ugyanis ezek monitorozasaval a betegek tulélése
nagymértékben javithatd. Leglijabb kutatasi eredmények azt feltételezik, hogy a sulyos
traumatizacio altal indukalt oxidativ stressz képes transzkriptomikai valtozasokat indu-
kalni a leukocytakban, ami detektalasara a leukocytak antiszedimentacios rata (LAR)
meghatarozasa alkalmas, ami, bar a mindennapi klinikai gyakorlatban nem alkalma-
zott, mégis segitséget nyujt a gyulladasos komplikaciok korai diagnosztikajaban.

A szimpatikus idegrendszer és a hypothalamo-hypophysealis rendszer szintén akti-
valodik trauma kovetkeztében. A neuroendocrin és az immunrendszer kozott folyama-
tos interakcio 1ép fel, amelyben fontos szerepet t6ltenek be a kiilonb6z6 neuropeptidek,
amelyek kozé tartozik a PACAP is, melynek stresszreakciot szabalyozo, immunmodu-
lator és antiinflammatoikus hatésa is jol ismert.

Munkank soran célul tiiztiik ki politraumatizalt betegek PACAP-38 szintjének vizs-
galatat a traumat kovetd 5 napon keresztiil, valamint a PACAP-38 szint valtozadsanak
korrelacios vizsgalatat mas, a klinikai ellatas soran gyakran alkalmazott markerekkel,
mint a CRP és PCT, valamint a mindennapi gyakorlatban még nem rutinszeriien hasz-
nalt markerrel, a LAR-ral.

CARDIOVASCULARIS KORKEPEKKEL KAPCSOLATOS VIZSGALATOK

A PACAP pozitiv chronotrop, inotrop, dromotrop, és potens vazodilatator hatasat is
igazoltak kiilonboz6 in vitro és in vivo modellekben (29, 77, 94). Klinikai vizsgala-
tok soran egészséges Onkéntesekben intravénas PACAP kezelést kovetéen markans
vazodilataciot, borpirt, 6démat, hypertermiat és tachycardiat irtak le. A PACAP vazo-
dilatator hatasa feltételezhetd a korabban mar ismertetett, migrén indukald hatdsanak
hatterében is.

A PACI receptor jelenlétét igazoltak kiilonbozé kisérleti allatokbol szarmazo car-
diomyocytakban és az intracardialis neuronokban, emellett vizsgaltdk a PACAP ¢és a
PAC1 receptor mRNS expresszidjat pitvari és kamrai mintakban is patkanyban és eg-
érben. A PACAP direkt szivre kifejtett hatasaival kapcsolatban csak kevés human adat
allt rendelkezésiinkre vizsgalataink kezdetén. A PACAP in vitro kardioprotektiv hatast
munkacsoportunk is igazolta izolalt cardiomyocytakon ischaemia/reperfizié és oxida-
tiv stressz-indukalta karosodas kapcsan (59, 77, 97). Patkany cardiomyocyta sejtkul-
turaban a PACAP csokkenti a myocardialis fibrozist. Akut myocardialis infarctus egér
modelljében, szignifikdnsan magasabb PACAP immunreaktivitast igazoltak a bal kam-
raban az érelzarast kovetden a sham-operalt csoporthoz képest. Doxorubicin-indukalta
szivelégtelenségben és mitoxandron kezelést kovetden is igazoltdk a PACAP protektiv
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hatasat. Korabbi kutatasok PAC1 receptor-deficiens egerekben pulmonalis hypertoniat
¢és jobb szivfél elégtelenséget talaltak.

Az akut myocardialis infarctus az egyik vezetd haldlok a fejlett orszagokban. Az
utdbbi évtizedben szamos biomarkert vizsgaltak (magas szenzitivitasu cardialis tropo-
nin (hs-cTn), CRP), melyek segitségiil szolgalhatnak a betegség korai diagnozisaban
vagy progndzisanak meghatarozadsdban. Napjainkban leggyakrabban zart mellkasu
intervencionalis kardioldgiai bevatkozasokat alkalmaznak az allatkisérletes modellek-
ben, ami tokéletesen modellezi a valodi percutan coronaria intervenciot (PCI). Ezen
modellek emellett a kiilonb6z6 pre- és posztkondicionalasi technikék kardioprotektiv
hatasanak vizsgalatara is alkalmasak, amivel kapcsolatban szamos igéretes kisérleti
eredményrdl is beszamoltak mar.

A szivelégtelenség egy szintén nagy morbiditassal és mortalitassal jard, egyre na-
gyobb incidenciaval el6fordulé cardiovascularis korkép, mely szamos olyan funkciona-
lis és strukturalis eltéréssel jar, ami csokkent perctérfogathoz és emelkedett intracardia-
lis nyomashoz vezet. A szivelégtelenség hatterében, sok esetben coronaria betegség all
(ischaemias cardiomyopathia, ICM), de az esetek kdzel felében egyéb karositd tényezd
szerepel, mint példaul az alkohol, genetikai korképek, vagy toxémia (nem ischaemias
cardiomyopathia, NICM). A szivelégtelenségek egy specialis formaja, a dilatativ car-
diomyopathia (DCM) esetén a szivizomsejtek megnyulnak, a kamrafal elvékonyodik
¢és az Uregek korosan kitagulnak. Mindegyik korképben cardialis remodelling alakul
ki, ami a myocytak hypertrophidjahoz, apoptédzisahoz vezet, és hatterében, sok esetben
a reaktiv oxigén szabadgyokok felszabadulasa miatt kialakuld oxidativ stressz feltéte-
lezhet6. Ezek mellett kiilonb6z6 proinflammatorikus citokinek, chemokinek szintje is
megemelkedik, mely jol korreldl a szivelégtelenség sulyossagaval és prognozisaval.

A szivelégtelen betegek diagndzisanak felallitdsaban és progndzisanak becslé-
sében fontos szerepet toltenek be a kiilonbozo klasszifikaciok (pl.: New York Heart
Association klasszifikdcid, NYHA), a képalkoté vizsgalatok (echokardiografia,
coronaria CT), és a rutin diagnosztikdban alkalmazott laboratériumi paraméterek
(N-termindlis pro B-tipusu natriuretikus peptid (NT-proBNP). Emellett szamos poten-
cialis biomarker szerepét is vizsgaljak, melyekkel kapcsolatos kutatasi eredmények
sokszor ellentmondasosak, igy felvetik potencidlis uj biomarkerek sziikségességét a
pontosabb prognosztikai becslések, ezaltal a személyre szabott, optimalis kezelés be-
allitasa érdekében.

Annak ellenére, hogy szamos in vivo ¢és in vitro kisérletben bebizonyitottdk a
PACAP kardioprotektiv hatdsat, és igy feltételezhetd, hogy fontos szerepet tolt be a szi-
velégtelenség ¢s az ischaemids szivbetegségek patomechnizmusaban, klinikai adatok
nem alltak rendelkezésiinkre vizsgalatainkat megel6zden, ezért allatkisérletes kutatasa-
ink mellett célul tiiztiik ki a PACAP klinikai vizsgalatat akut myocardialis infarctusban
¢s szivelégetlenségben szenvedd paciensek mintdinak feldolgozasaval.

MALIGNUS BETEGSEGEKKEL KAPCSOLATOS VIZSGALATOK
Szamos korabbi kisérletben kimutattak a PACAP ¢és a VIP receptorait kiilonb6z6 tu-

morokban, és vizsgaltak a neuropeptidek onkogenetikus hatasat. Ahogy mar korabban
is emlitésre keriilt, a PACAP altalanos citoprotektiv hatassal rendelkezik, és a kiilon-
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bz pro- ¢és antiapoptotikus jelatviteli utvonalak szabalyozasaval szerepet jatszik a
ellentétes eredményekkel jar a tumorok tipusatol fiiggden. A PACAP gatlo hatast fejt
ki a myeloma ¢és a glioma sejtek esetén, valamint gatolja a cervixcarcinoma €s a me-
dulloblastoma novekedését. Ezzel szemben stimuldlja pheochromocytoma sejtvonal,
a colon, a kissejtes tiidérak, az astrocytoma, a pancreas carcinoma ¢és a glioblastoma
fejléddését. Szamos kutatasban vizsgaltak a PACAP ¢és receptorainak jelenlétét kiilon-
boz6 egészséges ¢s tumoros tiddmintakban, és colorectalis carcinomaban is. Emellett
a PAC1 receptor antagonista PACAP6-38 kezelés gatolja a prosztata, az emlétumor és
a nem kissejtes tiidorak sejtjeinek szaporodasat. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy
a neuropeptidnek fontos szerepe van a tumorsejtek szaporodasanak szabalyozasaban.

Munkank soran urogenitalis tumorokbdl szdrmazé szovetmintak PACAP szintjének
vizsgalatat tiztiik ki célul. A PACAP és receptorai az urogenitalis rendszerben is kimu-
tathatok, ahol szerepet jatszanak a holyag beidegzésében, a vizeletiirités és a vese re-
nintermelésének szabalyozasaban, emellett a PACAP nagy mennyiségben mutathaté ki
hereszdvetbdl is, ahol a spermatogenesisben fontos szerepet tolt be (50). Vizsgalataink
el6tt csak néhany human adat allt rendelkezésiinkre urogenitalis tumorokkal kapcso-
latos eredményekrdl, amikben leirtdk a PACAP és receptorainak expresszidjat vese-,
holyag- és prosztatatumorban, valamint here és testicularis dssejt tumorokban is.

A rosszindulatl elvaltozasok vizsgalatat myeloma multiplexben szenvedd pacien-
sekkel is kiegészitettiik. A myeloma multiplex a plazmasejtek monoklonalis szaporu-
lataval jar6, foképp idds korosztalyt érinté hematoldgiai korkép. Szamos in vitro és in
vivo kutatasi eredmény all rendelkezéstinkre a PACAP protektiv hatasaval kapcsolat-
ban myeloma multiplexben. Kordbban kimutattdk a PACAP receptorok mRNS-ének
expressziojat a human csontveld stromasejtjein, a proximalis tubulussejteken és a
myelomas sejteken. Emellett azt is igazoltak, hogy a PACAP védi a vese proximalis
tubulussejtjeit a karosodastol, gatolja a myelomas sejtek proliferacidjat és szerepet jat-
szik az osteolyticus csontdestrukciok kialakuldsanak szabalyozéasaban. Vesefunkcidra
kifejtett kedvezd hatasa és tumorellenes dgensként vald potencidlis alkalmazhatosa-
ga klinikai vizsgalatokban is bizonyitast nyert. A PACAP haematopoiesisben betoltott
pontos szerepe még nem ismert. A VPACI1 receptor megtalalhatdé a megacaryocytak
felszinén, amin keresztiil a PACAP szabalyozza a megacaryopoiesist ¢s a thrombopoi-
esist. Emelkedett PAC1 receptor expressziot talaltak CD34* haemopoeticus dssejteken,
ami csokken a myeloid utvonal érése soran, exogén PACAP kezelés in vitro kisérletben
pedig ndvelte a granulocyta/macrophag érési sor progenitor sejtjeinek szamat.

Mindezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP-nak fontos szerepe
lehet rosszindulat betegségekben szenvedd paciensek korlefolyasaban, ezért klinikai
vizsgalatainkat malignus betegségben szenvedd paciensek mintdinak elemzésével is
kiegészitettiik.
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CELKITUZESEK

Munkam 6 célkitlizéseit hét pontban foglaltam 0ssze, amelyek meghatarozzak érte-
kezésem f0 szerkezeti egységét. A dolgozatomban az egyes teriiletekkel kapcsolatos
eredményeinket a kdvetkezo f6 célkitlizési pontok alapjan kivanom részletezni:

PACAP hatésainak és szerepének vizsgalata a hallorendszerben in vitro és in vivo
modellekben

PACAP hatésainak ¢és szerepének vizsgalata a fogfejlodés soran

PACAP vizsgalata tejmintakban, plazmamintakban és kiilonboz6 szovettani min-
takban varandossag alatt és laktacio soran

PACAP mennyiségének és szerepének vizsgalata Parkinson-koérban és allatkisér-
letes modelljeiben

PACAP plazmaszintjének vizsgalata politraumatizalt paciensekben
PACAP plazma ¢és szoveti szintjeinek vizsgalata cardiovascularis korképekben

PACAP plazma és szoveti szintjeinek vizsgalata malignus betegségekben.
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A FEJEZETEK RESZLETES CELKITUZESEI ES
ROVID METODIKAI LEIRASA

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA
A HALLORENDSZERBEN IN VITRO ES IN VIVO
MODELLEKBEN

Munkank soran célul tiiztiik ki a PACAP hallérendszerben betdltott szerepének vizs-
galatat, és ototoxikus karosodasokkal szemben kifejtett protektiv hatasanak igazolasat.

A PACAP antiapoptotikus hatasat csirke belsé fiil sejttenyészetben vizsgaltuk
H,0,-indukélta oxidativ stressz karosodds esetén in vitro modellben. A sejtek
¢életképességének vizsgalatahoz MTT tesztet hasznaltunk. Az apoptotikus €s nek-
rotikus sejtek aranyanak meghatarozasahoz annexin V és propidium jodid kettés
festést és caspase-3 festést alkalmaztunk, majd aramlasi citométerrel analizaltuk
a sejteket.

Ezt kovetén heterozigota és homozigdta PACAP-génkiiitott egerek segitségével
térképeztiik fel az endogén PACAP részleges vagy teljes hidnyabol adodod coch-
learis morfoldgiai elvaltozasokat fiziologias koriilmények kozott és kanamicin-in-
dukalta ototoxikus karosodas esetén. Immunhisztologiai vizsgalatok segitségével
hasonlitottuk 6ssze a PAC1 receptor expressziojat, valamint a belso fiil karosoda-
sara utalo Ca?*-kot6 fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) lokalizacidjat és
expresszidjat homozigoéta és heterozigota PACAP-génkiiitott és vad egerek belsd
fiilébdl késziilt metszeteken.

A PACAP-génkiiitétt és a vad egerek hallorendszerének funkcionalis vizsgalata
soran hanginger alkalmazasat kovetden hasonlitottuk dssze a hallopalya kiilonbdzo
magjainak c-Fos expressziojat. A kovetkez6 magok vizsgalatat végeztiik: ventralis
¢és dorsalis cochlearis magok (nucleus cochlearis ventralis, VCN, nucleus coch-
learis dorsalis DCN), az oliva superior complex (SOC) kiilonboz6 részei, a nuclei
lemnisci lateralis (NLL), a colliculus inferior (CI) valamint az elsddleges hallo-
kéreg (AU1). Emellett elemeztiik a cochlearis magok neuronjainak szamat Nissl-
festéssel, a kiilonb6zé magok PAC1 receptor expressziojat, és a ductus cochleari-
sok lizatumainak fehérje dsszetételét ,,Cytokine Array Panel A” és ,,Angiogenesis
Array Kit”-ek segitségével.

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA
A FOGFEJLODES SORAN

Szamos kisérleti eredmény bizonyitja a PACAP idegrendszer fejlodésében betoltott
fontos szerepét, ezért vizsgalataink soran célul tiiztiik ki az idegrendszerhez hason-
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l6an ectodermalis eredetli fogfejlddés morfoldgiai és szdvettani vizsgalatat endogén
PACAP hianyaban PACAP-génkititott és vad tipust egerek segitségével.

Munkank els6 részében vad tipusu és homozigota PACAP-génkititott egerek fej-
16d6 molaris fogait vizsgaltuk. Morfometriai és szerkezeti Osszehasonlitasokat
végeztiink szovettani és Raman mikroszkdpia segitségével, melyet immunhiszto-
kémiaval is kiegészitettiink a fogfejlédés szabalyozasaban szerepet jatszo SHH ¢és
Notch molekularis biologiai utvonalak feltérképezése céljabol. Az SHH utvonal
tagjai koziil az SHH, PTCHI1 ¢és Glil, mig a Notch jelatviteli itvonal tagjai koziil a
Notchl,2,3,4, DLL1,3.4, Jagged1,2, CSL, TACE és Numb expressziot vizsgaltuk
immunhisztologia segitségével.

Kutatasunk masodik felében 1 éves vad tipusti és homozigota PACAP-génkiiitott
egerek folyamatosan fejlodo alsé metszofogait hasonlitottuk 6ssze micro-CT-vel,
amely soran morfologiai €s denzitometrias méréseket is végeztiink. Emellett a met-
sz6fogakbol késziilt fogesiszolatokat Raman mikroszkopia segitségével is elemez-
tik.

PACAP VIZSGALATA TEJMINTAKBAN,
PLAZMAMINTAKBAN ES KULONBOZO SZOVETTANI
MINTAKBAN VARANDOSSAG ALATT ES LAKTACIO
SORAN

Vizsgalataink kezdetén szamos allatkisérletes adat allt rendelkezésilinkre azzal kapcso-
latban, hogy a PACAP fontos szerepet tolt be a gonadalis és reproduktiv funkciok sza-
balyozasaban, az emldmirigy beidegzésében, a tejtermelés, a tejelvalasztas és a szopod-
reflex szabalyozasaban, de csak nagyon kevés klinikai vizsgalati eredményt ismertiink
a PACAP emberi szervezetre kifejtett hatasardl és a kiilonbo6zo fiziologias folyamatok-
ban detektalhaté valtozasaval kapcsolatban. Ezért klinikai kutatasaink els6 részében
célul tiztiik ki a PACAP szint valtozasanak vizsgalatat varandossag és szoptatas alatt.
Ennek soran varandosokbol, szoptatds kismamakbol és 0jsziilottekbol szarmazod vér-
mintakat és szovettani mintakat, valamint a szoptatas kiilonbdz6 szakaszaibol szarma-
z6 tejmintakat, és 0sszehasonlitasképpen bolti tejkészitményeket dolgoztunk fel.

Vizsgalataink els6é felében munkacsoportunk altal kifejlesztett specifikus és szen-
zitiv radioimmuno-assay (RIA) maddszer (74, 98, 99) segitségével mértiik meg az
egészséges Oonkéntesek €s szoptatds kismamak plazmamintainak PACAP-38 szint-
jét, hogy jellemezziik annak valtozasat a laktacié soran.

Ezutan, a szoptatasi periodus kiilonbozo szakaszai soran gytijtétt tejmintak PACAP
szintjét vizsgaltuk. Mértiik a kolosztrum, az atmeneti tej és érett anyatejmintak
PACAP-38-szerti immunreaktivitasat (PACAP-38 LI) és annak valtozasat egy
szoptatason beliil (el6tej, utdtej), valamint hosszl utankdvetés soran. Emellett ana-
lizaltuk a friss €s bolti forgalomban kaphato pasztérozott tehéntejmintak, valamint
tapszerek és tejporok PACAP-38-szerti immunreaktivitasat is RIA modszerrel.
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Ezt kovetéen varanddssdg sordn, a sziilés alatt és a sziilés utan elemeztiik a
PACAP-38 szintjének valtozasat kismamakbol és jsziildttekbdl szarmazo plaz-
maminték, és kiilonbozo koru placentak, valamint kdldokzsinorbol szarmazo szo-
vettani mintak feldolgozasaval. A szdvettani mintdk mérése soran a PACAP-38
szint mellett a PACAP-27 szintet is vizsgaltuk RIA maddszerrel.

Osszehasonlité immunhisztokémiai festéseket is végeztiink, ahol a PAC1 receptor
expresszidjat birkabol szarmazo laktald és nem laktaldo emlészoveteken és nem
laktalé human emlémintakon vizsgaltuk.

PACAP MENNYISEGENEK ES SZEREPENEK

VIZSGALATA PARKINSON-KORBAN ES
ALLATKISERLETES MODELLJEIBEN

Munkacsoportunkkal egyiitt szamos mas kutatocsoport is igazolta korabban a PACAP
neuroprotektiv hatasat kiilonb6z6 in vitro €s in vivo Parkinson-kor modellekben, de a
protektiv hatds hatterében all6 pontos molekularis bioldgia utvonalak még nem ismer-
tek. Emellett a Parkinson-koros betegek széleskort klinikai vizsgalataval sem foglal-
kozott még egy kutatdocsoport sem, ezért munkank soran célul tiiztiik ki a Parkinson-
korral kapcesolatos allatkisérletes vizsgalataink folytatdsat, valamint a Parkinson-koros
betegek klinikai vizsgalatat.
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Allatkisérletes munkank sordn a PACAP neuroprotektiv hatésat csiga (rotenon
kezelés) és patkany (unilateralis 6-OHDA kezelés) Parkinson-kér modellben ha-
sonlitottuk dssze. A kezeléseket kdvetden magatartasi vizsgalatokat végeztiink. Az
idegrendszeri mintakbdl szdrmazé monoamin szintek (dopamin és szerotonin) és a
PARK7/DJ-1 fehérje vizsgalatdhoz HPLC-MS analizist és ELISA mérést végeztiik.

Az ingergazdag kornyezet és a PACAP kezelés hatasat fiatal és iddsod6 parkinso-
nos patkanyokon vizsgaltuk magatartasi tesztek, tirozin-hidroxilaz (TH) immun-
hisztokémia, dopamin szint mérés ¢s PARK7/DJ-1 fehérje analizis segitségével.

Ezt kovetéen munkankat klinikai kutatadsokkal folytattuk, amelynek célja az volt,
hogy széleskorben vizsgaljuk a Parkinson-koros betegek plazmajabol mérhetd
PACAP szintek valtozasat, és dsszefiiggéseket keressiink a klinikai gyakorlatban
alkalmazott terapias modszerekkel, valamint kiilonb6z0 klinikai tiineteket értékeld
skaldk eredményeivel (pl.: Hoehn-Yahr (HY) skala, Movement Disorder Society
— Unified Parkinson’s Disease Rating Skala (MDS-UPDRS), Epworth Sleepiness
Skala (ESS)). A PACAP-38 szintek vizsgalatdhoz ELISA modszert (human
PACAP-38 ELISA kit, MyBiosource, Cat.No: MBS109020) alkalmaztunk.



PACAP PLAZMASZINTJENEK VIZSGALATA
POLITRAUMATIZALT PACIENSEKBEN

A PACAP stresszreakciot szabalyozo, immunmodulator és antiinflammatorikus hatasa
kovetkeztében fontos szerepet jatszhat olyan klinikai korképek patomechanizmusanak
szabalyozasdban is, mint a kiilonb6z6 traumas sériilések, ahol a kdrosodast kdvetéen
szamos pro- ¢s antiinflammatorikus faktor aktivacioja miatt egy komplex és dimanikus
immunvalasz indul meg. Klinikai munkénk soran tovabbi célul tiiztiik ki a politrauma-
tizalt betegek PACAP-38 szintjének vizsgdlatat a traumat kdvetd 5 napon keresztiil,
valamint a PACAP-38 szint valtozasanak korrelacids vizsgalatat mas, a klinikai ellatas
sordn gyakran alkalmazott markerekkel, mint a CRP és PCT, valamint a mindennapi
gyakorlatban még nem rutinszeriien hasznalt markerrel, a LAR-ral.

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK
VIZSGALATA CARDIOVASCULARIS KORKEPEKBEN

A kardiologiai korképek vizsgélata soran akut myocardialis infarctuson (AMI) atesoé
betegek ¢és csokkent ejekcios frakcioval jard szivelégtelenségben szenvedd paciensek
mintainak elemzését végeztiik el. Emellett transzlacios vizsgalatokkal is kiegészitettiik
kutatasainkat akut myocardialis infarctus sertés modelljének alkalmazasaval. Célunk a
szdveti és plazma PACAP szintek valtozasanak jellemzése volt a kiilonb6z6 korképek-
ben, valamint az esetleges korrelaciok feltérképezése a PACAP szint valtozasok és a
jelenleg hasznalt prognosztikai biomarkerek kozott.

Transzlacios allatkisérletes vizsgalatunk soran zart mellkasu sertés AMI modellt
alkalmaztunk, ahol a sziv kiilonbdz6 iiregeibdl szarmazé myocardialis mintak-
bol hataroztuk meg a PACAP szinteket egészséges szovetekben és myocardialis
infarctust kovetd reperfizié utan. Emellett vizsgaltuk a kiilonbdz6 pre- és poszt-
kondicionalasi technikak hatasat is a myocardialis mintakbol mérhetd PACAP
koncentraciok mennyiségi valtozasara. A szivizommintdk PACAP-38 szintjének
meghatarozasdhoz ELISA moédszert alkalmaztunk.

Cardiovascularis betegekkel kapcsolatos klinikai vizsgalataink elsé részében ST-
elevacioval jar6 myocardialis infarctus (STEMI) miatt hospitalizalt betegek plaz-
ma PACAP-38 szintjét mértiik a percutan coronaria intervenciot (PCI) megel6z6-
en, majd az azt kovetd 4., 24., és 48. oraban. Emellett korrelacios vizsgalatokat
végeztiink a PACAP-38 és plazma hs-cTn szintek, valamint szamos rutin laborpa-
raméter, echokardiografia paraméter, tarsbetegségek és a STEMI el6tt regularisan
szedett gyogyszerek kozott.

Kardiologiai klinikai kutatdsaink soran ischaemias (ICM) és nem ischaemias
cardiomyopathidban (NICM) szenvedd szivelégtelen betegeket is vizsgaltunk.
Kroénikus, kompenzalt szivelégtelen (HFTEF) betegek és cardialis dekompenza-
ci6 miatt akut szivelégetelenségben szenvedd paciensek plazma PACAP szintjét
meértiik, és korrelacios vizsgalatokat végeztiink a PACAP-38, NT-proBNP szintek,
kiilonbozd laborparaméterek, echokardiografias paraméterek, tarsbetegségek, és az
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alkalmazott gyogyszeres terapia kozott. Emellett kiilonb6z6 citokinek valtozasat is
vizsgaltuk a PACAP szintekkel 0sszefiiggésben Luminex modszerrel.

Végiil végstadiumi szivelégtelenség miatt szivtranszplantacion atesett bete-
gek és egészséges, balesetben elhunyt paciensek myocardialis szovetmintainak
PACAP-38 szintjét és PAC1 receptor expressziojat vizsgaltuk és korrelaltattuk az
ismert laboratoriumi adatokkal és tarsbetegségekkel.

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK

VIZSGALATA MALIGNUS BETEGSEGEKBEN

Ahogy mar a bevezetésben is emlitésre kertilt, a PACAP altalanos citoprotektiv hatas-
sal rendelkezik, és a kiillonb6z6 pro- és antiapoptotikus jelatviteli Gtvonalak szabalyo-

dasaban, ezért klinikai korképekkel kapcsolatos vizsgalatainkat kiilonbozé malignus
betegségekben szenvedd paciensek vizsgalataval is kiegészitettiik.
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Vizsgaltuk kiilonb6z6 urogenitalis tumorokbol (vese-, holyag-, prosztata-, heretu-
mor) szarmazd szovetmintak PACAP-27 és PACAP-38 szintjét RIA modszerrel.

Emellett myeloma multiplexben szenvedd pacinesek plazma PACAP-38 szintjét

eredményekkel, a betegség stadiumat meghatarozé skalakkal is.



EREDMENYEK DISZKUSSZIOJA

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA
A HALLORENDSZERBEN IN VITRO ES IN VIVO
MODELLEKBEN

PACAP KEZELES HATASANAK VIZSGALATA CSIRKE COCHLEARIS
SEJTTENYESZETBEN OXIDATIV STRESSZ-INDUKALTA SEJTKAROSODASSAL
SZEMBEN

A PACAP hallorendszerben betdltott szerepének vizsgalatat in vitro kisérletekkel kezd-
tiik, ahol a neuropeptid protektiv hatasat oxidativ stressz-indukalta toxicitassal szemben
igazoltuk csirke cochlearis sejttenyészetben. PACAP kezelést kovetéen a H202 kezelés
sejtkarositd hatasa szignifikansan csokkent, amit MTT teszttel igazoltunk. Emellett vizs-
galtuk az apoptotikus és nekrotikus sejtek szamat annexin V és propidium jodid kettds
jeloléssel, ahol a PACAP kezelés novelte az €16 sejtek szamat és csokkentette a korai
apoptotikus sejtek mennyiségét. A peptid antiapoptotikus képességét a caspase-3 aktiva-
cio gatlasanak kimutatasaval is igazoltuk aramlasi citometria segitségével (1).

Az apoptotikus folyamatoknak kiemelt szerepe van a belsé fiil fiziologias és pato-
l6gias folyamataiban egyarant. Napjainkig tobb klinikai kutatas is foglalkozott az an-
tiapoptotikus €s antioxidans faktorok potencialis otoprotektiv hatasanak igazolasaval.
A PACAP antiapoptotikus hatasa is szamos korabbi kisérletben bizonyitast nyert (32).
Munkacsoportunk in vivo kisérletekben is bizonyitotta a PACAP zebrahalak oldalszervé-
ben elhelyezked6 specialis szérsejtekre kifejtett védo hatasat oxidativ stressz-indukalta
karosodassal szemben a caspase-3 aktivitas gatlasan keresztiil (69). Az értekezésben be-
mutatasra keriiltek azon legfontosabb jelatviteli Gtvonalak, melyeken keresztiil a PACAP
eldsegitheti a sejtek talélését. Munkank soran bizonyitottuk a PACAP védo hatasat oxi-
dativ stressz-indukalta sejtkarosodassal szemben szérsejttenyészetekben, ami alapjan
feltételezhet6 potencialis otoprotektiv szerepe kiilonbozé akusztikus traumak, toxikus
agensek és oregedés soran kialakuld karosodasok esetén.

VAD TipUSU ES PACAP-GENKIOTOTT EGEREK
HALLORENDSZERENEK VIZSGALATA

PACI receptor és Ca®*-kotd fehérjék vizsgalata az egerek bels6 fiilében

fiziologias koriilmények kozott €s kanamicin-indukalta ototoxicitast kovetden

Az in vitro vizsgalatok utan vad tipusu és PACAP-génkiiitott egerek segitségével foly-
tattuk a belsd flil szerkezeti 0sszehasonlitasat. Hematoxilin-eozin festéssel nem talal-
tunk szignifikans kiilonbséget a két allatcsoport kozott, ezzel szemben a PAC1 receptor
immunhisztokémiai analizise szignifikans eltérést mutatott. PAC1 receptor expressziot
tudtunk kimutatni mindkét csoport egyedeinél a belso és kiilso szérsejtekben, a Deiters-
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sejtek ¢s a kiilsd pillér sejtek teriiletén, amely eredmények megegyeznek mas korabbi
munkacsoportok altal leirt lokalizaciokkal. Els6ként mi mutattuk ki, hogy a PACAP-
génkiiitott egerek Corti-szervében a jelintenzitas szignifikansan alacsonyabb, mint a vad
egerekben (2). A PACI1 receptor expresszio valtozasanak pontos mechanizmusa nem is-
mert. Kordbban is kimutattak a PACAP receptorok mindhdrom altipusénak késleltetett
expresszidjat a fejlddés soran a PACAP- és VIP-génkiiitott egerekben.

Ezt kovetben a Ca’*-kotd fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) lokalizacidjat
vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott és kanamicin kezelést kdvetden a kiilonbozo al-
latcsoportokban. Normal koriilmények kozott a vad egerek szdrsejtjei csak kismértékii
Ca*-kotd fehérje (parvalbumin, calretinin, calbindin) expresszidt mutattak, ami kana-
micin kezelés hatdsara szignifikansan emelkedett. Ezzel szemben a PACAP-génkititott
egerek mar kezelést megel6zden is szignifikdnsan magasabb expressziot mutattak, ami a
kanamicin kezelés hatdsara a heterozigta PACAP-génkiiitott egerekben kisebb mérték-
ben tovabb emelkedett, mig a homozigdta PACAP-génkiiitott egerekben tovabbi szignifi-
kans emelkedést mar nem tudtunk detektalni (2,3).

A Ca*-kot6 fehérjéknek (calretinin, calbindin, parvalbumin) fontos szerepe van a Ca*
homeosztazis szabalyozasaban. A kiilonboz6 ototoxikus hatasok hatterében, sok esetben
a szbrsejtek megnovekedett intracellularis Ca®* koncentracioja all, amely a sejtek apop-
tozisahoz vagy nekrozisahoz vezethet. Ezen kéarosodas kivédésében jatszanak fontos
szerepet a Ca?*-kotd fehérjék. A kiilonboz6 neuronalis karosodasok és neurodegenerativ
betegségek hatterében is gyakran a Ca’* homeosztazis zavara all.

Vizsgalataink soran a PACAP-génkiiitott egerekben szignifikansan magasabb Ca*'-
koto fehérje expressziot talaltunk, mint a vad egerekben, és ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy az endogén PACAP hianyabol adoddéan a szérsejtek Ca’* homeosztazisa zavart
szenvedhet, és a megndvekedett intracellularis Ca>* koncentracio kovetkeztében a Ca®'-
kotd fehérje expresszidja megnd. igy azt feltételezziik, hogy az endogén PACAP-nak
fontos szerepe lehet a szérsejtek fiziologids miikddésének fenntartdsaban, és hianyaban
a szbrsejtek joval sériilékenyebbek a Ca?* homeosztazist is érinté ototoxikus karosoda-
sokkal szemben.

Az aminoglikozid antibiotikumok ototoxikus hatasanak hatterében is a szabadgyokok
fokozott termelése és az intrinsic apoptotikus tvonalak aktivacidja altal indukalt intra-
cellularis Ca* koncentracio emelkedés 4ll, emiatt a Ca?*-kotd fehérjék ezen folyamatok-
ban is fontos szerepet toltenek be. Vizsgalataink soran a kanamicin-indukalta ototoxici-
tast vizsgaltuk 7 napos vad tipusti és PACAP-génkiiitott egerekben a Ca?*-kotd fehérjék
segitségével (3). Mivel a ragcsalokban a hallérendszer fejlddése csak postnatalisan feje-
z0dik be, ezért az 0jszilott allatok éretlen belsd fiile fokozottabban érzékeny az aminog-
likozidok-indukalta karosité hatdsokra, igy munkank soran a kezelést 5 napos egereken
hajtottuk végre. A vad tipust egereknél és a heterozigta PACAP-génkilitott egereknél a
kezelést kovetden szignifikinsan magasabb Ca?*-koté fehérje expressziot talaltunk, mig
homozigota PACAP-génkiiitott allatok esetében az alaphelyzetben is emelkedett expresz-
szi6 nem nétt tovabb. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy endogén PACAP hidnyédban a
PACAP-génkiiitott egerekben a Ca?*-ko6t6 fehérjék expresszidja mar alapallapotban elért
egy olyan szintet, ami tovabbi upregulacidra nem képes, ezért a szdrsejteket ért ototoxi-
kus hatasokat nem képes kivédeni és a sejtek korai apoptdzisa mar normal koriilmények
kozott is elkezdddik. Vizsgalataink sordn elsdként mutattuk ki az endogén PACAP hia-
nyabol adodo fokozott vulnerabilitast kanamicin-indukalta karosodassal szemben, ezért
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IV.1.2.1. abra: Vad tipusa (VT) és homozigota PACAP-génkiiitott (KO) egerek Corti-szervének dsszehasonlito
morfologiai vizsgalata. Az ,,a” abra a PACI receptor expresszidjat mutatja kontroll koriilmények kozott, a ,,b”
abra pedig a Ca?"-kot6 fehérjék immunpozitivtasat abrazolja kontroll koriilmények kozott és kanamicin-kezelést
kévetben. +: alacsony; +++: emelkedett immunpozitivitas (munkacsoportunk abrdja).

feltételezhetéen az exogén PACAP kezelésnek védo hatasa lehet ilyen sériilések esetén,
amely bizonyitasara a jovoben tovabbi kisérleteket terveziink.

A vad tipusu és homozigota PACAP-génkiiitott egerek belsd fiil morfologiai vizsgala-
tanak eredményeit az IV.1.2.1. abra foglalja 6ssze.

1V.1.2.2. Az idegsejtek aktivacidjanak vizsgalata a hallopalya kiilonb6z6 magjaiban
c-Fos immunhisztokémiaval

C-Fos immunhisztokémia segitségével morfologiai dsszehasonlitast is végeztiink, amely
soran hangingert kovetd neuronalis aktivaciot mutattunk ki a hallérendszer kiilonb6z6
magjaiban vad tipust és PACAP-génkilitott egerekben. A cochlearis magok teriiletén
(VCN, DCN) mindkét csoportnal zajmentes kornyezetben csak néhany sejtben tudtunk
kimutatni c-Fos aktivitast, amely jel6l6dés a hanginger hatasara szignifikans neurona-
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lis aktivaciot mutatott mindkét csoportban, de a PACAP-génkititott egerek esetében ez
szignifikdnsan kisebb volt, mint a vad egerekben. Ezen eredményeinket, a funkcionalis
vizsgalataink is megerdsitették, ahol a PACAP-génkiiitott egereknél hallaskiiszob nove-
kedést talaltunk, és az ABR hullamok morfoldgiai eltérései is az aktivalodott neuronok
csokkent szamat igazoltak. Nissl-festés segitségével kimutattuk, hogy mindkét egéreso-
port cochlearis magjaiban hasonlé mennyiségii neuron talalhato, igy az immunpozitivitas
csokkenés nem a neuronszam, hanem ténylegesen a sejtaktivacio csokkenésének kovet-
kezménye. Ezen magokat PAC1 receptor immunisztokémidval is analizaltuk, ahol a ko-
rabbi Corti-szervben tapasztalt eredményeinkhez hasonldan, a PACAP-génkiiitott egerek
stratum granulosumaban kevesebb sejtben talaltunk PACI1 receptor immunreaktivitast a
vad egerekhez képest (4).

A hallopalya centralisabb részében, a SOC, NLL, IC magokban, a csendben tartott al-
latok esetében is emelkedett sejtaktivaciot irtunk le, ami zaj hatdsara tovabbi szignifikans
novekedést mutatott minden allatban, azonban nem talaltunk eltérést a vad és PACAP-
génkilitott egerek kozott. Végiil a hallokéreg (AU1) vizsgalata soran mar zajmentes kor-
nyezetben is olyan magas sejtaktivacid volt mérhetd, ami mar zaj hatdsara sem mutatott
tovabbi emelkedést. A centralis magokban zajmentes kornyezetben detektalhato fokozott
neuronalis aktivaci6 arra utal, hogy ezen magok komplex szerepet toltenek be a hangin-
gerhez kapcsolddo mas informaciok feldolgozasaban, ¢és a hallopalyan kiviil mas ideg-
rendszeri 0sszekottetéssel is rendelkeznek (4).

A komplex neuronalis dsszekottetésekkel rendelkez6 haldzatokban szamos kiilonb6z6
neurotranszmitter vesz részt, amelyek szerepet jatszhatnak az endogén PACAP hianyabol
adodo aktivacios killonbségek kiegyenlitésében, ami magyarazatul szolgalhat a két eg-
ércsoport hasonlé eredményeire a hallopalya centralisabb teriiletein. Ezen kompenzacios
folyamatok pontos feltérképezése a jelenleg is folyamatosan zajlo kutatdsaink célja.

Egér ductus cochlearisbol késziilt homogenizatumok fehérjedsszetételének
vizsgalata

Korabban mar emlitésre kertilt, hogy a ductus cochlearisban talalhatd endolympha 0sz-
szetételének vizsgalata fontos a hallaskarosodas pontos okanak feltérképezéséhez. Mivel
a PACAP-ot és a PACI1 receptort a belso fiil kiilonbozo sejtjei mellett a stria vascularis
teriiletén is kimutattdk mar, ezért feltételezhetd, hogy a neuropeptid szerepet jatszik az
endolympha termelésének szabalyozasaban. Csirkéken végzett kisérleteink soran nem
talaltunk kiilonbséget az endolympha fehérje 0sszetételében exogén PACAP kezelés ha-
tasara (58), ezért vad tipusu és PACAP-génkiiitott egerekben tovabb folytattuk a ductus
cochlearisbol késziilt lizatumok fehérjeprofil vizsgalatat a gyulladdsos és az angiogeneti-
kus utakra fokuszalva, amelyek szabalyozasaban a PACAP-nak fontos szerepe lehet. Bar
szamos fehérjét azonositani tudtunk mintainkban, szignifikans eltérést nem tladltunk az
allatcsoportok kozott.

A PACAP-génkiiitott egerek hallacsokkenésének hatterében tobb morfoldgiai és
funkciondlis eltérést is igazoltunk a Corti-szervben és a hallopalya teriiletén, de a pon-
tos hatdsmechanizmust még nem ismerjiik. Feltételezhetden az endogén PACAP hia-
nyabol adodo korai hallascsokkenés hatterében a PACAP-génkiiitott egerekre jellemzd
felgyorsult oregedési folyamatok is allhatnak. A bevezetdben mar emlitésre keriiltek
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azon vizsgalatok, melyek az endogén PACAP hidnyabol adodo eltéréseket mutatjak be
a PACAP-génkiiitott egértorzsekben, amit részletesen egy Osszefoglald kozleményben
is publikaltuk (9). Ezen elvaltozasok koziil fontos kiemelni, hogy az endogén PACAP
antiapoptotikus és antiinflammatorikus hatdsanak hianyaban ezen egereknél egy fokozott
Oregedési folyamat figyelhetd meg szdmos szervrendszer érintettségével (72, 73, 78-80).
A kiilonb6zd hatasokkal szemben mutatott fokozott vulnerabilitas kovetkezményeként
a szervrendszerek korai degeneracidja, a korai apoptotikus elvaltozasok, valamint a
gyulladas és az oxidativ folyamatok aktivitdsa mind hozzéjarulnak az egerek gyorsabb
oregedéséhez (78). Emellett szamos kutatas bizonyitotta a retina korai degeneraciojat is
PACAP-génkilitott egerekben, ami a retina morfologiai eltéréseivel, a ganglion sejtek
szamanak csokkenésével és a Miiller-glia sejtek degeneracidjaban nyilvanul meg (72).
Ezen feliil kutatocsoportunkkal a PACAP-génkilitott egerek szisztémas vizsgalata soran
szinte minden szervben korai amyloidosist mutattunk ki (80). Jelenleg folynak azon ku-
kiilonb6zé magjainak komplex morfoldgiai feltérképezése, melyek segitségével még
pontosabb képet kaphatunk a hallascsokkenés hatterében all6 morfologiai vagy funkcio-
nalis eltérésekrol. Hosszutava célunk az exogén PACAP kezelés otoprotektiv szerepének
vizsgalata dregedéssel jard hallaskarosodasban, vagy mas ototoxikus hatéds indukalta hal-
laskarosodas esetén, mivel az exogén PACAP kezelés protektiv hatdsa mar tobb érzék-
szervi karosodast modellezd allatkisérletben is bizonyitast nyert.

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA A
FOGFEJLODES SORAN

VaD TiPUSU ES PACAP-GENKIUTOTT EGEREK FEJLODO MOLARIS
FOGAINAK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

A 7 napos egerek fejlodé molaris fogainak Osszehasonlitasa soran is szignifikans kii-
16nbséget talaltunk a vad és homozigota PACAP-génkiiitott egerek kozott. Morfologiai
vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a PACAP-génkiiitott egerek fogainak dentin rétege
szignifikdnsan vékonyabb, ami a fogfejlédés elmaradasara utal, és hatterében a predentin
képzbédési zavar vagy mineralizacios eltérések allhatnak. Ez a kiilonbség leginkabb a ma-
sodik molaris fogak esetében volt szembetiing, melyek a fejlédés korabbi stadiumaban
voltak (6).

A Raman spektroszkopiaval végzett vizsgalataink is eltéréseket mutattak a két allat-
csoport kdzott. A dentin hidroxiapatit fazisaban detektalhato foszfat csticsok (v, PO})
vizsgalata soran szignifikansan magasabb félértékszélesség (FWHM) értékeket mértiink
a PACAP-génkiiitott allatokban, ami a hidroxiapatit kristalyok magasabb foku rende-
zetlenségére utal. A rendezetlenség mértéke fiigg a kristalyok méretétdl és azok relativ
karbonat tartalmatol, igy a Raman mérés soran a kisebb nanométeres apatit kristalyok
esetében a foszfat csicsok FWHM értéke magasabb a nagyobb rendezetlenség miatt. A
kristalyok rendezetlenségéhez jarulhat hozza a ,,p szubsztitiicid” is, amely soran foszfat
csoportok (PO} karbonat csoportokkal (CO?) helyettesitédnek, és meghatarozésara a
karbonat és foszfat (v, COY/v, POY}) sdvok relativ intenzitdsa hasznéalhato. Méréseink

27



soran a PACAP-génkiiitott egereknél magasabb ionizacids szubsztiticiot detektaltunk
az apatit kristalyokban, amely Osszefiigg a dentin csdkkent mértékii kristalyossagaval
a génkilitdtt csoportban. Ezen megfigyeléseinket tamasztjak ald a kristalyossagi index
(CIRaman) szamitdsa soran kapott adataink, amelyek a PACAP-génkititott allatoknal
alacsonyabb ¢értékek koriil rendezddnek (6). Eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP-
génkilitott allatok dentinje kevésbé kristalyosodott, rendezetlenebb, kisebb krisztallit mé-
retll bioapatit jellemzi, és fejlddésében is elmarad a vad egerekhez képest.

A fejlédd molaris fogak zomanc rétegének vizsgalata soran az anorganikus allomany-
ban nem taldltunk eltérést, de kiilonbséget talaltunk az amid III sdvok deformacios rez-
géseinek (kotésszog valtozas) intenzitas-hanyadosaban, ami a fehérjék masodlagos szer-
kezetének eltérésére utal. A vad tipusu egerekben a rendezett és rendezetlen (,,random
coil”) szakaszok nagyobb foku diverzitasat detektaltuk a PACAP-génkiiitott egerekhez
képest, ugyanis az 1240 és 1270 cm™ hullamszamu amid III cstcsok intenzitas aranyai
szélesebb skalan helyezkedtek el (6). A fehérjék rendezett (,,0-hélix”, ,,f-redok” és ,,p-ka-
nyar”) és rendezetlen konformacidinak kialakitasdban az aminosav szekvencianak fontos
szerepe van, igy feltételezhetden a kiilonboz6 zomancfehérjék egymashoz viszonyitott
aranyaban, vagy adott fehérjék izoformai kozotti aranyban van eltérés a két csoport zo-
manca kozott. A fehérjék masodlagos konformacio valtozasaban detektalhato eltérések
kimutathatok a zomanc fejlodését is érintd betegségekben, mint példaul amelogenesis
imperfectaban, aminek az amelogenin konformacios zavara all a hatterében.

SHH, PTCH1, GLI1 £S NOTCH JELATVITELI UTVONALAK
VIZSGALATA FEJLODO MOLARIS FOGAKBAN

A morfologiai vizsgalatokat kovetden 7 napos PACAP-génkiiitott egerek molaris foga-
iban immunhisztologiaval emelkedett SHH expressziot tudtunk kimutatni a dentin és a
szekretoros ameloblastok tertiletén, és az alattuk elhelyezkedd stratum intermediumban a
vad egerekhez képest. Az ameloblastokban és az odontoblastok nytlvanyainak a teriile-
tén az SHH utvonal receptora a PTCHI1 is fokozott immunpozitivitast mutatott. Emellett
ezen utvonal intracelluléris célpontja, a GLil is intenzivebb jeldl6dést adott a szekretoros
ameloblastok apicalis teriiletén (6).

Korabban szdmos kutatasban igazoltak mar, hogy a PACAP szerepet jatszik a fogfej-
16désben is részt vevd fontos molekularis biolodgiai utvonalak szabalyozasdban, mint az
SHH és BMP altal aktivalt folyamatok. A PACAP hatésai jol ismertek a csontfejlédésben
fontos szerepet jatszo faktorok szabalyozasaban, ezért a csont és fogak fejlodésében iga-
zolt hasonlésagok miatt feltételezhetd, hogy a PACAP hatasai a fogakban is ugyantiigy
érvényesiilnek. Ezen ismeretek szerint a PACI1 receptor aktivacidjanak hatdsara meg-
emelkedik az intracellularis cAMP szint, amely a PKA aktivaciojat eredményezi, ami
utvonalak jol magyarazzak azon kutatasi eredményeinket, hogy az endogén PACAP hi-
anyaban az SHH, PTCHI1 ¢és Glil esetében is fokozott expressziot talaltunk a PACAP-
génkiiitott egerekben a vad egerekhez képest.

A SHH jelétviteli titvonal mellett a fejlédé molaris fogakban a Notch jelatviteli Gitvo-
nal valtozasait is feltérképeztik PACAP-génkiiitott egerekben. Ezen ttvonal fontos sze-
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sejtosztodas fazisaban maradnak, mig ezen folyamatok gatlasa (példaul a Numb fehérjén
egerek ameloblast ¢és odontoblast sejtjeit vizsgaltuk ¢és kimutattuk a Notch2 receptor, a
DLL1 és Jagged! ligandok és a CSL intracellularis jelatviteli molekula fokozott immun-
pozitivitasat a vad egerekhez képest (8). Szdmos molekularis jelatviteli utvonal szerepe
felmeriilt mar az endogén PACAP hidnyabol adodo eltérések kompenzaldsanak hatteré-
ben. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a Notch jelatviteli utvonal aktivalodik PACAP-
génkilitott allatokban, amelynek szerepe lehet a kompenzacios folyamatokban, azonban
a mechanizmusok kapcsolddasi pontjai még feltérképezésre varnak. Tobb komplex sza-
balyozasi mechanizmus is szerepet jatszhat ebben a folyamatban, melyek részletesen az
értekezésben olvashatok.

Osszegzésként elmondhat6, hogy a fejezetben ismertetett jelatviteli Gitvonalak foko-
zott aktivalodasanak feltételezhetden fontos szerepe lehet az endogén PACAP hianyabol
adodo eltérések kompenzalasaban, de ezen valtozasok és a morfologiai eltérések kozotti
pontos Osszefiiggések még nem ismertek. Jovobeni célunk a jelatviteli utvonalak pontos
feltérképezése, mas, a fogfejlodésben fontos szerepet jatszo faktorok vizsgalataval, mint
a BMP vagy FGF.

FELNOTT (1 £VES) PACAP-GENKIUTOTT ES VAD TIPUSU
EGEREK ALSO METSZOFOGAINAK STRUKTURALIS ES MORFOMETRIAI
OSSZEHASONLITASA

Az egyéves (felnétt) egerek alsd metszéfogainak vizsgalata soran is szignifikans kiilonb-
séget talaltunk a vad tipust és PACAP-génkiiitott egerek kdzott (7). Micro-CT vizsgalat-
tal szignifikdnsan kisebb metszéfog méreteket talaltunk a PACAP-génkiiitott egerekben,
ami megerositi azon korabbi eredményt, miszerint a PACAP-génkititott egerek noveke-
dése elmarad a vad tipusu allatokéhoz képest (56). A pulpa/dentin aranyanak vizsgalata
soran szignifikdnsan sziikebb pulpakamrat talaltunk a PACAP-génkiiitdtt csoportban,
ami akar egy korai 6regedési jel is lehet, vagy a fokozott karositd hatasokkal szembeni
védekezoreakcid kovetkezménye (7).

Raman spektroszkopiaval az 1 éves allatok metszéfogainak dentinjének anorganikus
részében is hasonlo eltéréseket talaltunk, mint a 7 napos egerekben, ugyanis a PACAP-
génkilitott allatokban itt is magasabb karbonat/foszfat aranyt (nagyobb foku [-szubszti-
tuciot) detektaltunk, ami kisebb méretii kristalyokra, és a kristalyszerkezet nagyobb foku
rendezetlenségére utal (7). Ezen eredményt denzitometrids vizsgalataink is megerdsitet-
ték, mely szerint a dentin kalcium-hidroxiapatit térfogati stirlisége szignifikdnsan ala-
csonyabb a PACAP-génkilitott csoportban. A dentin csdkkent denzitasa, valamint kris-
talyszerkezeti eltérései a PACAP-génkititott egerekben, csokkent ellenallasi képességet
is jelenthet, mivel a kisebb kristalyméret a specifikus felszin névekedésével jar, igy na-
gyobb felszint biztosit a savas behatasoknak. Ez is oka lehet a pulpakamra sziikiiletének.

A Raman mérések a dentin organikus allomanyaban is kiilonbséget mutattak a met-
sz6fogakban a két allatcsoport kozott. A PACAP-génkiiitott egerekben az amid III
1240/1270 cstcsok aranyai keskenyebb skalan helyezkedtek el a vad egerekhez képest,
ami egy kisebb foku strukturalis diverzitasra (kevesebb ,,random coil”) utal a fehérjék
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masodlagos konformacidjat illetden (7). A dentin f6 organikus alkotoeleme az I-es tipusu
kollegén, de emellett mas, nem kollagén tipusu fehérjék is megtalalhatok. A PACAP-
génkilitott egereknél kimutatott kisebb ,,random coil” diverzitas befolyasolhatja a fehér-
jék asvanyi anyagokhoz, kollagénhez ¢s a sejtfelszinekhez vald kotddését, és igy szerke-
zeti eltérésekhez vezethet.

A PACAP neurotrofikus és neuroprotektiv hatasa révén fontos szerepet tolt be az
idegrendszeri fejlédésben, ezért nem meglepdek az endogén PACAP hianyabol adodo
eltérések a szintén ectodermalis eredetli fogak fejlédése soran. A PACAP-génkiiitott
egerek fogfejlodésében kimutatott eltérések hatterében szamos, egymassal szoros dssze-
fiiggésben allo molekularis ttvonal feltételezhetd, melyek finom egyensulya az endogén
PACAP hianyaban zavart szenved és morfoldgiai eltéréseket okoz.

Jelenlegi kutatasainkban a PACAP-génkititott egerek fogfejlédésének vizsgalata so-
ran is olyan elvaltozasokat igazoltunk, amely az egerek korai 6regedési folyamatait ta-
masztjak ald. A fogfejlodés kapcsan részletesen ismertetésre keriiltek az SHH és Notch
jelatviteli utvonalakkal kapcsolatos valtozasok, melyek szerepet jatszathatnak az endo-
gén PACAP hidnyabdl adddo elvaltozasok kompenzalasaban. Ezek a folymatok részt
vehetnek a PACAP hidnyabdl adodé korai dregedési folyamatok gatlasaban, de felté-
telezhetden ezen jelatviteli utvonalak nem képesek teljes mértékben potolni a PACAP
hatédsait. A PACAP oregedésben betdltott szerepét jelenleg is folyamatosan vizsgaljuk
korral 0sszefiiggd dsszehasonlité morfologiai vizsgalatokkal a hallorendszerben, az ideg-
rendszerben és a fogfejlddés soran abbol a célbdl, hogy pontosan feltérképezhessiik a
korai 6regedés hatterében allo lehetséges patomechanizmusokat.

PACAP VIZSGALATA TEJMINTAKBAN,
PLAZMAMINTAKBAN ES KULONBOZO SZOVETTANI
MINTAKBAN VARANDOSSAG ALATT ES LAKTACIO
SORAN

PACAP VIZSGALATA AZ ANYATEJBEN ES LAKTACIO SORAN

Vizsgalataink kezdetén mar szamos, a bevezetésben részletezett in vitro €s in vivo Kisér-
letes eredmény szamolt be a PACAP gonadalis és reproduktiv funkciokra kifejtett hata-
sarol, de csak limitalt szamban voltak elérhetdek olyan kutatasi adatok, melyek klinikai
beteganyagbol szarmaztak. Ezért klinikai kutatasaink kezdetén célul tiiztiik ki az endo-
gén PACAP vizsgalatat fiziologias koriilmények kozott, egészséges, fiatal (20-40 éves)
onkéntesek plazmamintajanak elemzésével. RIA méréseink nem mutattak szignifikans
eltérést a kiilonb6z6 nemi paciensek kozott, és az eltéré menstrudcios ciklusban 1évo
nodk esetében sem talaltunk nagy individualis eltéréseket (10). Ezzel szemben, a varandos
kismamaknal a 2. és 3. trimeszterben, valamint a szoptatds édesanyak plazmamintaiban
szignifikansan magasabb PACAP-38 szintet detektaltunk az egészséges onkéntes n6khoz
képest (10,12). Ezt kovetden kutatasunkat anyatejmintak vizsgalataval folytattuk, ahol
5-20-szoros PACAP-38 koncentraciot mértiink a plazmamintakhoz képest, hasonléan
szamos mas bioaktiv faktorhoz (10).
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Az anyatej Osszetétele folyamatosan valtozik a szoptatasi periodus alatt az ujsziilottek
¢és csecsemok igényeinek megfelelden, ezért a PACAP-38 szintek vizsgalatat a kiillonbo-
70 szoptatasi idépontokban gylijtott anyatejmintak analizisével folytattuk. A méréseket a
szoptatas elsd harom napjaban gyiijtott kolosztrum minték vizsgalataval kezdtiik, majd
ezt kovetden a szoptatas 4. napjan atmeneti tejet, majd ezt kdvetden az 5. naptdl érett te-
jet gytjtottiink havi rendszerességgel a szoptatas elsé 17 honapjan keresztiil. Hasonldan
mas bioaktiv faktorokhoz, mi is szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a
kolosztrumban az atmeneti vagy az érett tejmintakhoz képest (13,14). A kolosztrumban
magasabb a kiilonbdzé hormonok, ndvekedési faktorok, oligoszacharidok, citokinek és
immunregulacios szereppel bir6 faktorok szintje, melyek fontos szerepet toltenek be a
neonatalis immunrendszer fejlédésében és kiilonbozo gyulladasos €s allergias betegsé-
gek megeldzésében. A fejlodés elsé hat honapjaban az anyatejes taplalasnak nagyon fon-
tos szerepe van az Ujsziilttek és csecsemok egészséges fejlodésében, ezért a WHO ebben
a periddusban a kizarélagos anyatejes taplalast ajanlja. A szoptatas els6 6 honapjaban
gyUjtott érett anyatejek kozott nem talaltunk szignifikans eltérést a PACAP-38 szintek-
ben, de ezt kdvetden a 11. honaptol szignifikdnsan magasabb PACAP szinteket mértiink
a szoptatasi periddus elérehaladtaval, amely az anyatej elvalasztott mennyiségének csok-
kenésével allhat dsszefliggésben. A tej Osszetétele egy szoptatason belill is valtozik, igy
a szoptatas elején gytijtott elotejben kevesebb, mig a szoptatds végén gyijtott utdtejben
magasabb zsir és laktoz tartalom mérhetd. Szamos biokativ faktor esetén szintén kimu-
tathatd ez a koncentraciovaltozas az eldtej €s az utdtej kozott. Méréseink soran nem talal-
tunk szignifikans kiilonbséget az eldtej ¢s az utdtej] PACAP-38 szintje kozott, hasonldan
a tejmintak pitvari natriuretikus faktor és granulocyta-kolonia stimulalé faktor szintjéhez.

A szoptatds els6 hat honapjaban gy(ijtott anyatejmintakban a PACAP mellett mas
bioaktiv faktorok valtozasat is vizsgaltuk az anyatej vizes ¢és zsiros fazisaban Luminex
mddszer segitségével (CD40, Flt-3L, MCP-1, RANTES, GRO, MIP-1B3, MDC, eu-
taxin, farktalkin, EGF) (35). A vizes fazisban talalhato faktorok a tapcsatorna kezdeti
szakaszan, mig a zsiros fazisbol szeparalhatd bioaktiv molekuldk legtobb esetben zsir-
csepp-membranba csomagolva ellenallobbak, igy a gastrointestinalis rendszer mélyebb
részében hasznosulnak. Jelenlegi kutatatasaink célja a PACAP-38 kimutatasa az anyatej
vizes ¢és zsiros fazisdban, valamin exosomak izolalasaval, hogy ezaltal még pontosabb
képet kaphassunk a peptid bioldgiai hasznosuldsarél a szoptatas soran.

Az emberi tejmintak vizsgalatat kiegészitettiik kiilonbozd haziallatokbol szdrmazéd
mintak PACAP-38 szintjének elemzésével, amit a Debreceni Egyetem Allattenyésztési
Tanszékével végeztiink kollaboracioban és Dr. Czeglédi Levente nagydoktori értekezésé-
nek részét képezik (53, 75). Az emberi tejmintakhoz hasonldan a szarvasmarha-, birka- és
kecsketejek vizsgalata soran is kozel tizszeres PACAP-38 szintet mértiink a tejmintakban
az adott allat plazmamintaihoz képest, ami szignifikansan nem valtozott a szoptatas els
3 hoénapjaban (53). A baranyok plazmamintdjanak vizsgalata soran szignifikans emel-
kedést talaltunk 1 éraval a szoptatast kdvetden, ami a kiindul6 plazmaszintre tért vissza
2 orat kovetden (75). Emellett ezen kisérletben birka laktalo emlémintakbol szarmazo
homogenizatumbol is ki tudtuk mutatni a PACAP-38 jelenlétét RIA vizsgélattal (53),
¢és igazoltuk a PACAP ¢és PAC1 receptor mRNS jelenlétét PCR segitségével (75). A dol-
gozatban részletezésre keriiltek azon vizsgalataink, ahol a PACI receptor expressziot
vizsgaltuk immunhisztokémia mddszerrel emberi emlémintak, valamint laktalo és nem
laktalo birka emlészovetek Osszehasonlitdsaval. A nem laktalo szovetekben csak nagyon
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gyenge immunpozitivitast talaltunk a glandularis szovetekben, ezzel szemben a laktalo
birka emlémirigysejtjei szignifikans PAC1 receptor expresszi6é emelkedést mutattak, de
a mirigyeket koriilvevo kotdszoveti elemekben nem talaltunk PAC1 receptor pozitivitast
(13).

A tehéntejbdl késziilt, kereskedelmi forgalomban megtalalhatd pasztrozott tejtermé-
kek ¢és kiilonbozo tapszerek (hipoallergén és nem hipoallergén) vizsgalatat is elvégeztiik
munkank soran (14). Vizsgalataink sordn a friss tehéntejben és a pasztérozott tejmin-
takban az érett anyatejmintakhoz hasonl6 PACAP-38 szintet mértiink. Szintén ki tudtuk
mutatni a PACAP-38 jelenlétét a vizsgalt tapszerekben is, ami a neuropeptid kis mole-
kulatomegébdl adoddan jobban ellendll a tapszerkészités kémiai folyamatainak, mint a
komplexebb fehérjék. Meglepd volt, hogy a hipoallergén tapszerekben magasabb PACAP
koncentraciot mértiink a nem hipoallergén készitményekhez képest, aminek hatterében
azt feltételezziik, hogy a tejben a PACAP egy része valamilyen hordozé molekulédhoz (pl.
ceruloplazminhoz), vagy exosomakhoz kototten talalhatd, ami a hipoallergén tapszerek
extenzivebb hidrolitikus folyamatai soran felszabadul, és mérhetévé valik. Jelenleg is
folyamatosan zajlanak azon kisérleteink, ahol az anyatejmintakban mérheté PACAP exo-
soma frakciokban valo jelenlétét szeretnénk bizonyitani.

A PACAP anyatejben betoltott pontos szerepe még nem ismert. Feltételezziik, hogy
neurotrofikus, immunmodulator, antiinflammatorikus és antiapoptotikus hatasainak ko-
szonhetden fontos szabalyozo szerepe lehet az ujsziilottek novekedésében, az immun-
rendszer és a gastrointestinalis rendszer fejlddésében, valamint szerepet jatszhat az em-
16mirigy fejlodésében ¢és a laktacio folyamatanak szabalyozasaban (IV.3.1. abra). Ezen
biologiai hatasokkal kapcsolatos részletes dsszefoglalok PACAP konyviink megfeleld
fejezeteiben olvashatok (15, 32).

PACAP szerepe az anyatejben

ujsziilott fejlodése

emlomirigy fejlodése,
laktdcio szabdlyozdsa

i« e,
' =

§ . immunrendszer fejlédése
» h . ry e g1
=y ¥ és miikodésének
szabdlyozdsa

IV.3.1. abra: A PACAP anyatejben feltételezett szerepe (munkacsoportunk abrdja).
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A PACAP neurotrofikus faktorként kiemelt szerepet jatszik az idegrendszer fejlodésé-
ben, igy a neurogenesis, myelinizacio, neuronalis differenciacio és migracio szabalyozasa-
ban, emiatt feltételezhetd, hogy az anyatejben detektalhatdo magas PACAP koncentracié az
PACAP elengedhetetlen az ujsziildttek immunrendszerének fejlédésében, kiilonbozd pato-
génekkel szembeni védekezésben €s a gastrointestinalis rendszer immunologiai mikrokor-
nyezetének kialakitasaban. Antiapoptotikus hatasanak koszonhetden pedig az emlomirigy
novekedésében és a tejelvalasztas szabalyozasaban lehet fontos szerepe. A szoptatds soran
szamos antiapoptotikus faktor expresszidja fokozodik a tejben kivalasztddo bioaktiv mo-
lekuldk hatasanak koszonhetéen. A PACAP anitapoptotikus molekulaként képes befolya-

......

volt hatassal a sejtek 3-casein expresszidjara. Emellett a nem differencialt sejtekben csok-
kentette az amphiregulin és az epidermalis ndvekedési faktor kibocsatasat, ami szerepet
jatszhat az eml6mirigy patologias elvaltozasainak kialakuldsaban és a betegségek progresz-
szidjaban (54).

Az anyatejben detektalhatd bioaktiv faktorok szarmazhatnak az eml6émirigy sejtekbdl,
vagy a tejben talalhato kiilonbozo sejtek is szekretalhatjak oket, emellett szarmazhatnak
az anyai szérumbol is. A PACAP esetében ezek mellett még feltételezhetd forras lehet a
mirigyeket koriilvevd idegelemek, vagy a laktacié soran stimuldlodo, idegrendszeri, lak-
tacioval kapcsolatos endokrin kdzpontok is. A tejben talalhato PACAP biologiai stabilitasa
¢és oralis hasznosulasanak effektivitdsa még nem pontosan ismert. Korabbi kutatasok ki-
mutattak, hogy a plazmaban a PACAP mérhetd féléletideje csak par perc a DPP-1V enzim
aktivitdsanak koszonhetden. Ezzel szemben a tejmintak esetében nem sziikséges a mintak
protein inhibitor kezelése, mivel a -20°C-on tartott mintakban tobb héttel a mintagyijtést
kovetden is hasonld mennyiségti PACAP-ot tudtunk detektalni, mint a friss mintakban. Az
jol ismert, hogy az emldmirigy termel kiilonb6z6 protedz inhibitorokat a tejben talalhatd
bioaktiv fehérjé¢k védelmében, az ujsziildttek DDP-IV aktivitasa alacsonyabb, valamint az
intestinalis epithelialis sejtek permedbilitasa is nagyobb a makromulekulakkal szemben.
Ezen hatasok alapjan feltételezhetd a tejben detektalhato PACAP effektiv hasznosulasa a
szoptatds soran, amit baranyok plazmamintdjanak vizsgalataval is bizonyitottunk, ahol a
plazma PACARP szintje szignifikansan emelkedett 1 6raval a szoptatast kovetden (75).

PACAP VIZSGALATA VARANDOSSAG ALATT, A SZULES ALATT, A SZULES
UTAN ES A PLACENTABAN

Az el0z6 fejezetben mar emlitésre keriilt, hogy egészséges dnkéntesek és szoptatos kisma-
mak mellett vizsgaltuk varandosok plazmamintdit is és szignifikans emelkedést talaltunk
a 2. és 3. trimeszterben az egészséges onkéntesekhez képest (12). A sziilés soran a plazma
PACAP-38 szintje szignifikansan csokkent, ami dsszefiiggésben lehet az uteroplacentaris
keringési valtozasokkal és az uterus kontrakcidjaval, de 3 nappal a sziilést kovetden Gjra
visszatért az eredeti szintre. Az anyai plazmamintak mellett az Gjsziilottektdl is gytjtottiink
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vérmintat a perifériardl és a koldokzsinorban talalhato arteria és vena umbilicalisbol. A
periférias vérmintaban nem talaltunk kiilonbséget az anyai vérben mért PACAP szinthez
képest, ezzel szemben a koldokerekben alacsonyabb volt a PACAP-38 koncentracidja. Az
arteria umbilicalisban, amely a magzat vénds vérét szallitja a placentdba, szignifikdnsan
magasabb PACAP szintet mértiink, mint a vena umbilicalisban, ami a placentabdl szallitja
az oxigéndus és tdpanyagban gazdag vért a magzathoz, ami arra utal, hogy a placentan és
az anyai szoveteken kiviil a magzatnak is fontos szerepe van a PACAP termelésében, amely
elengedhetetlen az egészséges magzati fejlédés soran (12).

A vérmintakon kiviil follicularis folyadékbol és 15-19 hetes 6nkéntes varandésok am-
niocentesis soran gy(ijtétt amnionfolyadékabol is kimutatta munkacsoportunk a PACAP
jelenlétét (51, 71, 93), melynek pontos eredete még nem ismert. Stabil PACAP szintet mér-
tiink a folliculusokbol gytijtott mintakban, melyek PACAP koncentracidja szignifikans kor-
relaciot mutatott a stimulaciot kovetden nyert oocytak szamaval (71), amely a neuropeptid
oogenesisben betoltott szerepével is magyarazhato.

Korabban az endogén PACAP-ot és PACI receptort is kimutattdk mar az uteroplacen-
taris egység részeiben kiilonbozo allatokban és emberi mintakban, igy feltételezhetd, hogy
a neuropeptidnek szerepe van a placenta miikodésének szabalyozdsaban. A dolgozatban
részletezett vizsgalataink soran a placenta anyai és magzati rész¢ébdl gytijtott mintdkban
is ki tudtuk mutatni a PACAP két izoformajanak, a PACAP-38-nak és PACAP-27-nek a
jelenlétét. Az érett placentamintak esetében szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet ta-
laltunk a PACAP-27-hez viszonyitva, amely a placenta érése soran szignifikans emelkedést
mutatott. A kdldokzsinor mintakban szignifikansan alacsonyabb peptid szinteket mértiink
(11). Eredményeinkhez hasonléan, korabban mas kutatocsoportok is magasabb PACAP-38
koncentraciot talaltak az uterusban és a placenta kiilonbozd részeiben a PACAP-27-hez
képest, és szintén szignifikdnsan alacsonyabb szinteket mértek a koldokzsindr esetében.
Emellett bizonyitottdk a PACAP és a PAC1 receptor jelenlétét patkanyban és kiilobdzo
korti emberi placentamintakban is, ahol az érett placentaban erds PACAP és PACI1 receptor
mRNS expressziot talaltak. Ezen eredmények meger6sitik sajat méréseinket, miszerint az
érett placentdban RIA modszerrel magasabb peptid szintet mértiink, mint a korai placenta-
bol szarmazo6 mintakban.

A PACAP uterusra és placentaris funkciokra kifejtett pontos hatdsa még nem ismert.
A legujabb, sertéseken végzett kutatasi eredmények szerint a PACAP fokozza az uterus
kontrakciok frekvencigjat, és csokkenti a kontrakciok amplitadojat. Emellett ismert, hogy
a PACAP szabalyozza az uteroplacentaris keringést az erek ¢s a simaizom sejtek kontrak-
tilitdsanak szabalyozasaval. Emellett az implantaci6 soran betoltott szerepére utal az a ko-
rabbi kutatasi eredménytiink is, ahol szignifikdins PACAP mRNS emelkedést irtunk le egér
uterusban a blastocyta beagyazddasa soran (86). A PACAP a VIP-hez hasonldan a placenta
hormontermelését is szabalyozza, amely hatasok feltételezhetden a VPAC receptorokon
keresztiil érvényesiilnek, valamint szerepet jatszik szamos angiogenetikus faktor regula-
cidjaban is (62). Végiil a PACAP trophoblast sejtekre kifejtett hatdsait mas kutatocsoport
mellett mi is vizsgaltuk egészséges és tumoros sejteken (46, 62, 64).

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a PACAP és receptorainak jelenléte is kimutathato
az uterusban ¢s a placentaban, ahol fontos szerepet jatszik a vérkeringés, a méhkontrakciod
¢és a placentafejlodés szabalyozasaban mind a fiziologids, mind pedig a patologias folya-
matok soran egyarant, azonban pontos biologiai szerepének feltérképezése még tovabbi
vizsgalatokat igényel.
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PACAP MENNYISEGENEK ES SZEREPENEK
VIZSGALATA PARKINSON-KORBAN ES ALLATKISERLETES
MODELLJEIBEN

PACAP SZEREPENEK VIZSGALATA PARKINSON-KOR
ALLATKISERLETES MODELLJEIBEN

A PACAP felfedezése ota szamos in vitro €s in vivo kisérletben bizonyitottak neurop-
rotektiv hatdsat kiillonb6z6 karositd hatasokkal szemben, amely kutatdsok eredményeit
Osszefoglalo kozleményekben részletesen publikaltuk (26, 27, 104). Ebben a fejezeteben
a PACAP és a Parkinson-kor kapcsolatat részletezé eredményeink kertilnek bemutatasra
kiilonbozo allatkisérletes modellekben, szamos magatartasi, immunhisztoldgiai és mole-
kularis biologiai vizsgalat tiikkrében.

A dolgozatban részletezett vizsgalataink soran gerinctelen és gerinces allatkisérletes
modellek 6sszehasonlitasaval vizsgalatuk a PACAP szerepét Parkinson-korban (18). A
gerinctelen allatokon végzett vizsgalatainkhoz rotenonnal kezelt csigékat alkalmaztunk,
ahol a PACAP kezelés szignifikansan csokkentette az allatok mortalitasat és javitotta a
rotenon kezelés kovetkeztében kialakuld hypokineticus tiineteket. A gerinces allatmo-
dell az altalunk korabban is alkalmazott unilateralis 6-OHDA-indukalta substantia nigra
karosodas volt patkany modellben, ahol korabbi vizsgalataink szintén bizonyitottak a
magatartasi jelek javulasat a PACAP-kezelt csoportokban (36, 101-103). Korabban TH-
immunhisztokémia segitségével azt is kimutattuk, hogy a dopaminerg sejtkarosodas mér-
téke is szignifikdnsan kisebb a PACAP-kezelt csoportokban (101, 102), amit jelenlegi
vizsgalataink is alatimasztanak, ugyanis PACAP kezelés utan mindkét kisérletes modell-
ben szignifikdnsan magasabb dopamin szintet mértiink a csak 6-OHDA-nal vagy csak
rotenonnal kezelt allatok mintaihoz képest (18).

Munkacsoportunk korabban a PACAP neuroprotektiv hatasat unilateralis 6-OHDA
kezeléssel indukalt Parkinson-kor modellben igazolta, ahol PACAP kezelés hatasara
javultak a neurologiai tiinetek, és szovettani vizsgalattal is kisebb sejtpusztulast detek-
taltunk a substantia nigra és a ventralis tegmentalis area teriiletén a kezelt parkinsonos
allatokban (36, 101-103). A kezdeti patkanykisérletek utan, in vitro Parkinson-kdér mo-
dellben is feltérképeztiik a PACAP protektiv hatasanak hatterében allo molekularis bio-
logiai utvonalakat salsolinol és inflammatorikus mediatorok altal indukalt toxicitassal
szemben dopaminerg neuroblastoma (SH-SYS5Y) sejtvonalon. Ezen in vitro kisérletben
a PACAP kezelés koncentraci6 fiiggé modon csokkentette a sejtpusztulas mértékét és az
apoptotikus utvonalak aktivalodasat a caspase-3 gatlasaval, amely hatds a PACAP recep-
tor antagonista PACAP6-38 kezelést kovetden nem érvényesiilt (47, 48).

Az in vitro kisérletek mellett a PACAP jelatviteli utvonal protektiv hatasanak bizo-
nyitasara 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinnel (MPTP) kezelt Parkinson-kéros
makakokban vizsgaltuk a PACI receptor expresszidjat a basalis ganglionok teriiletén.
Vizsgalataink soran szignifikansan kisebb immunpozitivast talaltunk a nucleus cauda-
tus, a putamen ¢és globus pallidus teriiletén a parkinsonos allatokban, de nem talaltunk
valtozast a cortexbdl szarmazo mintakban. L-DOPA (levodopa) kezelés hatasara egyes
agyteriileteken kisebb mértékil expresszid csokkenést talaltunk, ami szintén alatamasztja
a PACAP szerepét ezen korfolyamatban (57).
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A PACAP kezelés Parkinson-kor esetén kifejtett potencidlis neuroprotektiv hatasa
tobb utvonalon keresztiil is érvényesiilhet (26). Tobbek kozott a PACAP képes a do-
pamin szintézist is befolyasolni, a tirozin-hidroxilaz enzim aktivitdsanak fokozasaval és
a dopamin exocitozisanak serkentésével. Vizsgalataink soran a szerotonin szintben nem
talaltunk eltérést a kiilonboz6 kezeléseket kovetden, de ezen mechanizmus hatterében
allo folyamatok még kutatas alatt allnak.

A Parkinson-kor patomechanizmusaban szamos fehérje jatszik szerepet. Ezen fehér-
jék valtozasat nano-HPLC-MS mddszer segitségével vizsgaltuk 6-OHDA kezelést ko-
vetden a substantia nigraban (73). A mérés soran 95 kiilonb6z6 fehérjét analizaltunk,
de ezek koziil csak a PARK7 chaperon fehérje esetében talaltunk szignifikans eltérést a
kezelést kdvetden, ezért munkank soran a PARK7 (DJ-1) chaperon fehérjevaltozasat is
vizsgaltuk mindkét allatmodellben. A PARK7 gén mutacioja okozza a Parkison-kor egy
autoszomalis recessziv modon 6roklodo tipusat, ami a betegség korai megjelenésével jar.
A DJ-1-géndeficiens egerekben csokken a striatalis dopaminszint, a motoros aktivitas
¢s TH-pozitiv sejtek szdma a nigrostriatalis rendszer teriiletén, emellett motoros és nem
motoros eltérést is leirtak a PARK7-génkiiitott egerekben. A PARK?7 fehérje antioxidans
hatdsanak koszonhetéen veédd hatast fejt ki H,O,- és 6-OHDA-indukalta toxicitdssal
szemben kiilonb6z6 neuronalis sejtvonalakon, és védi a dopaminerg sejteket a karositd
hatasokkal szemben. Mindkét altalunk vizsgalt allatmodellben a toxikus kezelés hatasara
csokkent a PARK7/DJ-1 fehérje mennyisége, amit patkanyok esetében PACAP kezelést
kovetden mar nem tudtunk kimutatni. A csigakban a PARK7 fehérje expresszidja nem
valtozott PACAP kezelés hatasara, de a magatartasi tiinetek javulasabol és a dopamin
szint emelkedésbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP neuroprotektiv hatasa mas
molekularis bioldgiai Gtvonalon érvényesiil (18). Mivel a PACAP hatasat gerinctelen és
gerinces Parkinson-kor modellben is egyarant ki tudtuk mutatni, igy azt feltételezziik,
hogy a neuroprotektiv hatds érvényesiilését evolucionalisan konzervalt molekularis ut-
vonalak szabalyozhatjak.

INGERGAZDAG KORNYEZET HATASANAK VIZSGALATA PARKINSON-
KOR MODELLBEN FIATAL FELNOTT PATKANYOKBAN

Parkinson-kor allatkisérletes modelljében a korai ingergazdag kérnyezet protektiv hata-
sat is igazoltuk. A korai életszakaszban elszenvedett negativ hatasok vagy traumak (pl.:
perinatalis asphyxia, toxikus agensek) befolyasolhatjak az idegrendszer fejlédését, és
szerepet jatszhatnak kiilonboz6 neuropszichiatriai és neurodegenerativ betegségek kiala-
kulasadban. Ezért ezen hatasokat széles korben kutatjak ragesalokban (55, 70, 100) és
emberekben is egyarant. Szamos kisérletben bizonyitottdk mar az ingergazdag kérnyezet
protektiv hatasat ischaemiat, toxikus hatésokat és traumat kdvetden is (65). Mindemellett
Parkinson-kor allatkisérletes modelljeiben is bizonyitottdk az ingergazdag kornyezet
védd hatasat MPTP-indukalta karosodas és 6-OHDA kezelés esetén. A legtobb korabbi
vizsgalatban a fiatal (1-6 honapos) allatokat kozvetleniil a kezelés eldtt vagy azt kdvetden
helyezték ingergazdag kdrnyezetbe kiilonbozd ideig, azonban a sziiletés utan alkalma-
zott ingergazdag kornyezet hosszitavi hatdsait kisérletiink eldtt még nem vizsgaltak.
Kutatasunk soran a kispatkanyokat sziiletésiiket koveten 5 hétig ingergazdag kornyezet-
ben, szamos jatékot tartalmazo nagy ketrecben tartottuk, amely kdrnyezetet naponta val-
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toztattunk az allandé kognitiv stimulacié fenntartasa érdekében. Ezt kovetden a 3 honapos
allatoknal unilateralis 6-OHDA kezeléssel roncsoltuk a substantia nigrat, majd vizsgal-
tuk a magatartasi tiineteket és a morfologiai eltéréseket. Mig TH-immunhisztologiaval
szignifikdns dopaminerg sejtpusztulast talaltunk a substantia nigra teriiletén a standard
ketrecben tartott allatokban 6-OHDA kezelés utan, adddig az ingergazdag kdrnyezetben
tartott patkanyoknal nem talaltunk jelentds eltérést a kezeletlen csoporthoz képest (16). A
dopaminerg sejtszamban észlelt kiilonbségek magyarazatul szolgalhatnak a magatartasi
tiinetek gyorsabb javulasaért. Az ingergazdag kdrnyezetben tartott allatoknal tapasztalt
eredményeket kordbban is leirtunk mar ebben a Parkinson-koér modellben, ahol kiilonbo-
70 kort és nemu patkanyokat €s a nemi hormonok protektiv hatasat vizsgéltuk (38, 40).
A motoros tiinetek vizsgalata soran (dgaskodasok szama, gyors mozgassal toltott id6)
szignifikdnsan jobban teljesitettek az ingergazdag kornyezetben nevelkedett allatok, mig
az aszimmetrikus tiineteknél nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott.
Feltételezziik, hogy az utobbi jelenség hatterében a kis foku neuronalis karosodas allhat,
ami maximum 24%-os volt ebben a modellben, hiszen az jol ismert, hogy a dopaminerg
sejtek legalabb 50%-o0s karosodasa sziikséges az aszimmetrikus tiinetek kialakuldsahoz
(36, 38, 103). Munkénk soran tovabb bdvitettiik azon kisérletes eredmények szamat,
amely bizonyitotta az ingergazdag kornyezet protektiv hatasat Parkinon-kor modellben,
¢és alatamasztottuk azon megfigyeléseket, ahol a rendszeres fizikalis aktivitas jotékony
hatasat igazoltak Parkinson-korban szenvedd pacienseknél.

A7 INGERGAZDAG KORNYEZET ES PACAP KEZELES HATASANAK
VIZSGALATA PARKINSON-KOR MODELLBEN IDOSODO PATKANYOKBAN

Az ingergazdag koryezet és a PACAP kezelés egyiittes hatdsat id6s6d6 Parkinson-koros
patkanyokban is vizsgaltuk (17). El6szor kezeletlen allatokban mértiik a substantia nigra
dopamin tartalmat, és a vart eredményeknek megfeleléen az id6sodd allatokban alacso-
nyabb dopamin szintet talaltunk a fiatal allatokhoz képest, amely a dopaminerg sejtek
zonyitottuk az idds patkanyok fokozott vulnerabilitasat ezen Parkinson-kér modellben,
amely stlyosabb neuroldgia tiinetekben és morfoldgiai eltérésekben nyilvanult meg
6-OHDA kezelést kovetden (103). Ezért tartottuk fontosnak az ingergazdag kornyezet és
a PACAP kezelés hatasanak vizsgalatat idds6do patkanyokban létrehozott Parkinson-kor
modellben is. Az ingergazdag kdrnyezet jotékony hatésat fiatal allatokban mar igazoltuk
korabbi kisérletiinkben. Itt ezt a hatast PACAP kezeléssel is kiegészitettiik, ugyanis az jol
ismert, hogy az ingergazdag kérnyezet szamos neuroprotektiv faktor (pl.: GDNF, BDNF)
mellett a PACAP-27 és PACAP-38 szintjét is emeli a felnétt patkanyok agyanak kiilon-
boz06 teriiletein (65).

Az 1d0s0d6 patkanyok vizsgalata sordn is hasonld eredményt kaptunk, mint a fiatal
patkanyoknal, ugyanis a 6-OHDA kezelés csak a standard ketrecben tartott id6s6do al-
latokban okozott szignifikans dopaminszint csokkenést, ezzel szemben az ingergazdag
kornyezetben tartott allatoknal nem talaltunk szignifikans eltérést. Ebben a kisérletben
a PACAP kezelés hatésat is vizsgaltuk, ami kivédte a 6-OHDA-indukalta dopamin szint
valtozast a standard ketrecben tartott allatoknal. Az ingergazdag csoportban nem talal-
tunk eltérést a kezeletlen allatokhoz képest.
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A PACAP neuroprotektiv hatasmechanizmusanak pontosabb feltérképezése céljabol
a PARK7/DJ-1 fehérjének valtozasat is vizsgaltuk id6sodo allatokban. A PARK7 fehér-
je vizsgalata soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget sem a kiilonb6z6 kora, sem
pedig a standard vagy ingergazdag kornyezetben tartott allatok mintai kozott. A toxikus
kezeléseket kovetden szignifikansan csokkent a PARK7 fehérje mennyisége, ezzel szem-
ben a fiatal allatokhoz hasonloan az idds allatokban is szignifikansan magasabb PARK7
fehérje szintet mértiink mindkét vizsgalt csoportban a PACAP-kezelést kdvetden.

A PACAP-hoz hasonldan a PARK7 fehérje sejtvédd hatasanak hatterében is szamos
molekularis biologiai tvonal feltételezhetd, tobbek kozott a PACAP a PARK?7 fehérjé-
hez hasonldan a TH aktivitdsanak fokozasaval is képes a dopamin szint emelésére.

Eddigi kutatasok még nem vizsgaltak az ingergazdag kornyezet és a PACAP kezelés
egylittes hatasat Parkinson-kor modellben. Korabban mar kimutattuk, hogy az ingergaz-
dag kornyezet hatasara emelkedik az agyban mérheté PACAP koncentracidja (65), ami-
nek kovetkeztében az ingergazdag kdrnyezetben tartott allatoknal kissé emelkedett DA
szintet és PARK?7 szintet mértiink 6-OHDA kezelést kovetden a standard koriilmények
kozott tartott allatokhoz képest. Ezzel szemben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
kiilénboz06 kornyezetben nevelkedett allatok kozott a PACAP kezelést kdvetden, ami arra
utalt, hogy az ingergazdag kornyezet a PACAP védo hatasat nem befolyasolta.

Vizsgélataink soran tovabbi eredményeket szolgaltattunk a PACAP neuroprotektiv
hatdsaval kapcsolatban in vitro és in vivo Parkinson-kér modellekben. Emellett fiatal és
1d0s0d6 parkinsonos patkanyok esetében is bizonyitottuk a korai ingergazdag kornyezet
protektiv hatasat, ami tovabb erdsiti a fizikalis aktivitas és a kognitiv képességek fejlesz-
tésének fontossagat a betegség prevencidjaban.

PARKINSON-KOROS BETEGEK KLINIKAI VIZSGALATA

Miutan szamos in vitro és in vivo allatkisérletes Parkinson-kor modell segitségével is
bebizonyitottuk a PACAP neuroprotektiv hatasat, munkankat klinikai kutatasokkal foly-
tattuk, ahol a plazma endogén PACAP szintjének valtozasat mértiik Parkinson-koros be-
tegekben. Vizsgalataink soran szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink
kezeletlen Parkinson-koros betegek plazmamintajaban az egészséges kontroll paciensek-
hez képest, mig DBS kezelést kovetden az endogén PACAP szintje szignifikans emel-
kedést mutatott. Alacsonyabb PACAP szinteket detektaltunk a betegség progresszidja
soran és a stilyosabb motoros tiinetekkel jaro akinetikus-rigid tlineteket mutatd csoport-
ban. Nem talaltunk szignifikans korrelaciot az MDS-UPDRS eredményeinek értékelése
soran, sem a gyogyszeres terapia Osszefliggésében, sem pedig a depresszids skalak osz-
szehasonlitasaval, de a PACAP szint emelkedését detektaltuk a stilyos alvaszavarral jard
esetekben (19).

Klinikai vizsgalataink kezdetén csak néhany adat allt rendelkezésiinkre az endogén
PACAP valtozasaval kapcsolatban kiilonboz6 fiziologias és patologias folyamatok so-
klinikai paraméterekkel. A neuroldgiai korképek mar kezdetektdl a kutatasok fokuszaban
alltak, amelyek koziil szamos vizsgalatot a bevezetésben mar részleteztem (30, 31). A
neurodegenerativ betegségekkel kapcsolatban is tobb publikaciod sziiletett. Alzheimer-
koros betegekben csokkent PACAP szintet mutattak ki kiilonboz6 agyteriiletek vizsga-
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latakor és a cerebrospinalis folyadék (CSF) elemzése soran. Az alacsony CSF PACAP
szintek korrelaciot mutattak a demencia sulyossagaval, és a PACAP szint parhuzamos
valtozasat irtdk le a CSF és agyszoveti mintak dsszehasonlitdsa soran. Szintén alacso-
nyabb CSF PACAP szintet talaltak sclerosis multiplex esetén. Az Alzheimer-kor mellett
nyolc Parkinson-kdrban szenvedod péciens liquor mintéjat is vizsgaltak korabban, de nem
talaltak szignifikdns eltérést a tesztelt mintak kozott. Kutatasunkkal parhuzamosan, egy
masik munkacsoport a PACAP ¢és VIP szintek valtozasat vizsgaltak Parkinson-korban a
nem motoros tiinetekkel dsszefliggésben. Sajat eredményeinkhez hasonléan a kezelet-
len Parkinson-kéros betegekben alacsonyabb PACAP szintet detektaltak, és korrelaciot
mutattak ki a nem motoros tiinetek esetében. Kognitiv diszfunkcid kapcsan alacsonyabb
PACAP szintet mértek, mig a hangulatzavar esetén a VIP szintek valtozasaval talaltak
szignifikans korrelaciot. Ez az eredmény arra utal, hogy a motoros tiinetek mellett a kog-
nitiv zavarok kialakuldsaban is szerepet jatszhat a PACAP szint csokkenése a Parkinson-
koros betegekben.

Vizsgalataink soran elsdként mi mutattuk ki, hogy a DBS kezelést kdvetden a
Parkinson-koros betegekben szignifikdnsan magasabb PACAP szint mérhetd, mint a ke-
zeletlen betegcsoportban, ami szintén a PACAP neuroprotektiv szerepére utal. A PACAP
szint emelkedésének hatterében a direkt neuronstimulacié mellett szamos méas mechaniz-
mus is feltételezhetd. Mivel a mikroelektrodak beiiltetése akut szoveti karosodast, vagy
vér-agy gat karosodast okozhat, ami akutan befolyasolhatja a plazma PACAP koncent-
racidjat, emiatt vizsgalatainkat minden esetben legalabb 1 honappal a beavatkozas utan
végeztiik. Az ismert, hogy a DBS kezelés képes befolyasolni egyes neurotranszmitterek
szekrécidjat, ami szerepet jatszhat terapias hatasanak kifejtésében, de a PACAP expresz-
sziora kifejtett pontos hatdsa még tovabbi vizsgalatokat igényel.

A PACAP neuroprotektiv szerepét igazolja az az eredményiink is, hogy a betegség
progresszidjaval egyre alacsonyabb plazma PACAP szinteket detektaltunk, amit korabbi
kisérletekben eddig nem tudtak igazolni. Vizsgalataink soran alacsonyabb PACAP szin-
teket mértiink a Hoehn-Yahr skala szerinti HY3 és HY4 stadiumban, amely szignifikans
csokkenést jelentett a HY?2 stadiumhoz képest. Emellett a motoros tlinetekkel kapcso-
latban is talaltunk szignifikans eltérést az egyes csoportok kozott. Az akinetikus-rigid
csoportban alacsonyabb PACAP szinteket mértiink a tremor-dominans vagy kevert cso-
porthoz képest. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az akinetikus-rigid betegcsoport
paciensei rendelkeznek a legrosszabb prognozissal. Korabbi allatkisérletes Parkinson-
kor modelliinkben mi is bebizonyitottuk, hogy PACAP kezelést koveten szignifikansan
javultak a hypokineticus és aszimmetrikus motoros tiinetek (36, 101-103), amely alata-
masztja a PACAP szint és a motoros tiinetek sulyossaganak Osszefiiggését Parkinson-
korban.

Az MDS-UPDRS az egyik legszélesebb korben alkalmazott skala a Parkinson-kor
betegek tlineteinek osztalyozasara, amely értékeli a betegség stlyossagat a mindennapi
¢lettel Osszefiiggd eltérések és kiilonbdzé motoros tiinetek alapjan. Vizsgalataink nem
talaltak Osszefliggést a skala értéke és a PACAP szintek valtozasa kozott, ami a skala
szamos limitacidjabol is adodhat, miszerint a terapiarezisztens allapotok értékelésére ke-
vésbé alkalmas és a levodopa kezelés mellékhatésai is befolyasolhatjak a pontszamokat.
Kutatasunk soran a gydgyszeres terapia hatasat is vizsgaltuk a PACAP szint valtozaséra,
de itt sem talaltunk szignifikans dsszefliggést a vizsgalt paraméterek kozott.
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Végiil korabbi kutatasokhoz hasonléan mi is elemeztiik az olyan tiineteket, mint az
alvaszavar ¢s a depresszid, melyek a Parkinson-koros betegek leggyakoribb nem motoros
tiinetei koz¢ tartoznak. Klinikai vizsgalatunkban két skalat is alkalmaztunk az ESS-t és
PDSS-2-t (Parkinson’s Disease Sleep Scale) az alvasi problémak osztalyozéasara. Korabbi
kutatdsokban leirtak, hogy az ESS pontok korreldlnak a betegség stlyossagaval, ezzel
szemben mi az ESS 4. csoportjaban talaltuk a legmagasabb PACAP szinteket, ami fel-
tehetbleg az alvasszabalyozas zavarabdl adodhat ennél a csoportnal. Ezzel szemben a
PDSS-2 skala értékeinek elemzése soran nem taldltunk szignifikans eltérést annak el-
lenére, hogy ez az irodalom szerint egy érzékenyebb skalanak szamit. A PACAP fontos
szerepet tolt be a cirkadian ritmus szabalyozasi folyamataiban, ugyanis részt vesz a re-
tinohypothalamicus rendszer és a corpus pineale melatonin szintézisének szabalyozasa-
ban, de a PACAP alvasi ciklusokra kifejtett pontos hatasa nem ismert. A depresszio is a
gyakori nem motoros tiinetek kdz¢é sorolhatd Parkinson-kérban. Korabban alacsonyabb
PACAP szinteket mértek a kognitiv tiinetekkel rendelkezd csoportokban, ezzel szemben
az altalunk alkalmazott BDI (Beck-féle depresszids skala) skalaval nem talaltunk szig-
nifikans Osszefliggést.

A korral val6 0sszefiiggés vizsgalata soran szignifikdnsan magasabb PACAP szintet
mértiink az 50 évnél fiatalabb Parkinson-koros betegeknél, ami azzal all 6sszefiiggésben,
hogy a DBS beavatkozason atesett paciensek atlagéletkora alacsonyabb volt, mint a nem
mitott betegeké. Abban az esetben, amikor kiilon elemeztiik a DBS-kezelt és kezeletlen
csoportokat, nem talaltunk korral dsszefliggd PACAP szinteket, ami a betegek alacso-

A Parkinson-koros betegek klinikai vizsgalata
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IV.4.4. abra: Parkinson-koros betegek klinikai vizsgélati eredményeink dsszefoglalasa.

Plazma PACAP-38 szintek vizsgalata mély agyi stimulacion atesett (DBS, n = 46) és kezelésben nem részesiilt
Parkinson-koros betegekben (non-DBS, n = 60) és egészséges kontroll (n = 37) paciensekben; a Hoehn-Yahr
(HY) skala szerinti kiilonb6z6 stadiumi betegesoportokban (HY1 n=4, HY2n=64, HY3n=17, HY4n=17,
HYS5 n = 3), és kiilonb6z6 kort betegekben (< 50 év, n = 33; > 50 év, n = 73). *p < 0,05, **p < 0,001 (munka-
csoportunk abrdja).
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nyabb atlagéletkoraval magyarazhato, ugyanis mas klinikai vizsgalatunkban 70-80 éves
pacienseknél tudtunk csak korral 6sszefliggd csokkenést kimutatni.

A Parkinson-korral kapcsolatos in vivo allatkisérletes modellek és klinikai vizsga-
lataink segitségével tovabb bdvitettiik azon eredményeket, amelyek a PACAP szerepét
igazoltak a betegség patomechanizmusaban. A jovoben tovabbi vizsgalatokat terveziink a
PACAP neuroprotektiv hatasanak hatterében allo molekularis utvonalak feltérképezésére
Parkinson-korban, hogy még pontosabb képet kapjunk a PACAP potencidlis diagnoszti-
kus, prognosztikus és terapias szerepérdl ebben a korképben.

A Parkinson-koros betegek klinikai vizsgalati eredményeit a IV.4.4. dbra foglalja 6sz-
sze.

PACAP PLAZMASZINTJENEK VIZSGALATA
POLITRAUMATIZALT PACIENSEKBEN

Klinikai kutatasaink kovetkezd szakaszaban elséként vizsgaltuk a PACAP-38 plazma-
szintjének valtozasat a politraumatizalt betegekben a traumat kdvetd 5 napon keresztiil,
és korrelaltattuk valtozasat a CRP, PCT és LAR értékekkel (20).

Meéréseink soran a PACAP-38 és CRP szintek kozott gyenge pozitiv korrelaciot talal-
tunk a traumat kévetd 4. napon és szignifikans, mérsékelten erés pozitiv korrelaciot talal-
tunk 5 nappal a baleset utan. A PACAP antiinflammatorikus hatasa alapjan feltételezheto,
hogy a két marker parhuzamos emelkedésének hatterében a trauma kovetkeztében akti-
valédott endogén szisztémas gyulladasos valaszreakcio (SIRS) allhat. Korabban szamos
in vitro és in vivo kisérlet bebizonyitotta, hogy a PACAP gatolni képes a kiilénb6z6 pro-
inflammatorikus citokinek (pl.: IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a) és chemokinek szekréciojat, és
aktivalni képes antiinflammatorikus citokinek (pl.: IL-10) termelését, igy fontos szerepet
tolt be a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban. Korabbi klinikai vizsgalatok is felté-
telezik, hogy az akut traumak vagy vérzések kapcsan detektalhatdo emelkedett PACAP
szint, a neuropropetid protektiv és antiinflammatorikus képességének koszonhetden aktiv
részét képezi a traumat kdvetd akut valaszreakcionak (52).

A teljes vizsgalati periddus eredményeinek analizise soran szignifikans dsszefliggést
talaltunk a PACAP-38 és a LAR értékek kozott, ugyanis mindkét faktor szintje emel-
kedd tendenciat mutatott a vizsgalat soran. Korabbi kutatasok bebizonyitottak, hogy a
LAR szintek valtozasanak ismeretében kdvetkeztethetiink a leukocytak aktivalodasara.
A magas LAR szintek az aktivalodott leukocytdk magas szamara utal, és a magas LAR
értékekkel rendelkezd paciensek jobb prognodzissal rendelkeznek. A politrauma kévet-
keztében kialakulé immunoldgiai valaszreakcié a SIRS-sel kezdddik, amely szignifikan-
san emeli az aktivalt leukocytak szamat, majd ezutan az adaptiv immunrendszer kom-
penzacidja révén antiinflammatorikus valasz szindroma indul be (CARS), mely szintén
magyarazhatja mindkét faktor emelkedett szintjét.

Bar a PACAP-38 szintek valtozasa soran nem tudunk kimutatni szignifikans kiilonb-
ségeket az egyes idopontok kozott, a CRP-vel hasonlé dinamikaja, miszerint enyhe emel-
kedd tendenciat figyeltiink meg a 4. napig, arra utalhat, hogy fontos szerepe lehet a beteg-
ség patomechanizmusaban. Az jol ismert, hogy a PACAP plazméaban mérhetd féléletideje
viszonylag rovid (3-10 perc), ami a vérben taldlhato DPP-IV-nek kdszonhetd. Emiatt
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a hosszu ideig detektalhato elhuzodd emelkedd tendencia arra utalhat, hogy olyan ma-
sodlagos regulacios folyamatok allhatnak a hattérben, melyek a CARS soran aktivalodo
PACAP antiinflammatorikus és protektiv hatasaval magyarazhatok, de a SIRS és a CARS
soran bet6ltott pontos szerepének feltérképezéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A PACAP antiinflammatorikus képessége mar korabban is emlitésre keriilt, mely hata-
sa a kiilonb6z6 proapoptotikus faktorok gatlasaban és antiinflammatorikus Gtvonalak ser-
kentésében nyilvanul meg. Mindezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP
szerepet jatszhat a SIRS soran aktivalodé inflammatorikus folyamatok szabalyozasaban,
igy felmeriilhet potencidlis terapids alkalmazhatdsaga akut és kronikus gyulladasos kor-
képek ¢és autoimmun betegségek soran.

Munkénk soran elséként tudtuk kimutatni azt, hogy a politraumatizalt betegek plaz-
majaban mérhetd PACAP szintek valtozasa a traumat kovetd akut idészakban szignifi-
kans korrelaciot mutat mas klinikai biomarkerrel, mint a CRP és a LAR, igy tovabbi
eredményekkel erésitettilk meg a PACAP potencialis biomarker szerepét a klinikai gya-
korlatban.

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK
VIZSGALATA CARDIOVASCULARIS KORKEPEKBEN

MYOCARDIALIS INFARCTUS VIZSGALATA ALLATKISERLETES
MODELLBEN ES KLINIKAI VIZSGALATOKBAN

Bar a PACAP kardioprotektiv hatasat munkacsoportunk mellett szamos mas kutatocso-
port is igazolta kiilonbdz6 in vitro és in vivo allatkisérletes modellekben (29, 32, 59, 76,
77, 97), azonban vizsgalataink kezdetén csak kevés klinikai adat allt rendelkezésiinkre
a kardiologiai betegségekkel kapcsolatban. Ezért munkank soran célul tiiztiik ki olyan
korképek vizsgalatat, melyek patomechanizmusaban a PACAP a korabbi vizsgalati ered-
mények alapjan feltételezhetden szerepet jatszhat. Munkacsoportunk elséként végzett
olyan transzlacios kutatast, amely soran bizonyitast nyert az endogén PACAP-38 szintek
szignifikans valtozasa reperfuzios MI sertés modelljébdl szarmazo szivizommintakban és
akut myocardialis infarctuson atesett paciensek plazmamintajaban (22).

Korabban nem talaltak eltérést a PAC1 receptor mRNS expressziojaban egerek pit-
vari és kamrai mintai kozott. Ezzel szemben a sertés szivizommintdkban szignifikan-
san magasabb PACAP-38 szintet detektaltunk a kamrai mintakban a pitvarhoz képest
egészséges sertés szovetek 0sszehasonlitasa soran, ami a PACAP lokalis felszabadulasa-

az ischaemias teriilethez és a sham-operalt allatok mintaihoz képest. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy az endogén PACAP-nak fontos regulalo szerepe lehet az ischaemias
folyamatok szabalyozasaban (22).

A szivizomszovetben mérhetd endogén PACAP forrasanak elsésorban a myocytak
kozott elhelyezkedd idegrostok tekinthetok (32). Korabban leirtak a sympaticus rostok
denzitasanak csokkenését az infarctus teriiletén az infactus korili és az egészséges szo-
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vetekhez képest, mig PACAP-38 pozitiv idegrostokat nem tudtak kimutatni az infarctus
koriili szovetekben. Ezen megfigyelések a mi eredményeinket is megerdsitik, ugyanis
a nem ischeamias mintakban mi is szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 szintet mér-
tiink. Ezzel szemben, az ischaemids mintakban az idegrostok kérosodésa ellenére sem
talaltunk eltérést a PACAP-38 szintben a sham-operalt allatok mintaihoz képest. Ezen
eredményeinket is igazoljak korabbi megfigyelések, ahol az idegrostok karosodésa mel-
lett fokozott PACAP immunreaktivitast irtak le az exracellularis matrixban, myocytdkban
¢s a macrophagokban az infarctust teriiletén MI egér modellben, ami feltételezhetden
kompenzalhatja az idegkarosodas kdvetkeztében kialakuld6 PACAP szint csokkenést.
Az akut myocardialis infarctus kovetkeztében aktivalédo inflammatorikus folyamatok
gatlasa elengedhetetlen a szdveti regeneracid soran, ami szintén magyarazhatja az an-
tiinflammatorikus hatassal rendelkezé endogén PACAP szoveti szintjének valtozasat az
infarctus tertiletén.

Az elmilt évtizedekben szamos preklinikai kutatas foglalkozott a kiilonb6zo ischa-
emias kondiciondlasi technikakkal az ischaemidas/reperfizios karosodds mértékének
csokkentésére, myocardialis infarctust kovetéen. Bar vizsgalataink soran mi is mértiik az
ischaemids bal kamrabol szarmazo szovetmintdk PACAP szintjének valtozasat tobbféle
kondicionalasi eljards soran sertés ischaemia-reperfizié modellben, nem taldltunk szig-
nifikans eltéréseket a mintdk kozott. Ezt a kiilonbdzd alcsoportok alacsony mintaszama
is magyarazhatja, ezért ezen Osszefliggések vizsgalatara a jovoben tovabbi kisérleteket
terveziink.

Klinikai kutatasunk kezdetén csak néhany human eredmény allt rendelkezésiinkre,
ezért allatkisérleteink utan kutatdsunkat myocardialis infactuson atesett betegek vizs-
galataval folytattuk. Eldszor munkacsoportunk szivmutétek soran eltavolitott emberi
pitvarmintakat analizalt, ahol extracorporalis keringést biztositd kaniilbeiiltetés soran
eltavolitott pitvari szovetmintakon végeztiink immunhisztoldgiai jelolést és RIA méré-
seket. A szOvettani vizsgalat segitségével kimutattuk a PAC1 receptor expressziojat a
szivizomsejteken, és RIA modszerrel szignfikdnsan magasabb PACAP-38 és PACAP-27
szinteket mértiink az ischaemias betegekben a billenytlibetegségben szenvedd paciensek
mintaihoz képest (33).

Mivel korabban szévetmintak elemzésére nyilt csak lehetdségiink, ezért jelen kutata-
sunkat plazmamintak vizsgalataval is bovitettiik. Korabbi klinikai mérésekhez hasonlo-
an, melyek szignifikans PACAP szint emelkedést mutattak ki akut vérzésekben (spontan
torzsduci- és subarachnoidealis vérzések), mi is emelkedett PACAP-38 szintet detektal-
tunk kozvetleniil az infarctust kovetden a kontroll paciensekhez képest, ami szignifikans
csokkenést mutatott a percutan coronaria intervencio (PCI) beavatkozas utan. Két nappal
a beavatkozast kovetden a pacienesek PACAP szinje szignifikansan alacsonyabb volt,
mint az egészséges kontrolloké (22). A myocardialis infarctus utan detektalhat6 szig-
nifikans PACAP emelkedés alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP-nak fontos
szerepe lehet ezen ischaemias folyamatok pathomechanizmuséaban, igy potencidlis prog-
nosztikai biomarkerré valhat ezen korképekben.

A myocardialis infactust kdvetden detektalhatd szisztémas PACAP szint emelkedés
pontos forrasa nem ismert. Irodalmi adatok alapjan azt feltételezziik, hogy azok a szervek
jatszhatnak ebben fontos szerepet, ahol a legmagasabb PACAP koncentracié mérhetd,
mint példaul az agy és az endokrin szervek. Myocardialis infarctus esetén a PACAP loka-
lis expresszidja is megndvekedhet, amely forrasa az idegelemeken kiviil a cardiomyocy-
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tak ¢és kiilonbozo kotdszoveti- és immunsejtek is lehetnek, mint a macrophagok vagy a
lymphocytak (30, 31). Két nappal a beavatkozas utdn mért alacsonyabb PACAP szint
arra utal, hogy a betegek valdsziniileg mar az infarctus el6tt alacsonyabb PACAP szinttel
rendelkeztek, amely szintén prediktiv értékkel birhat a szivbetegségek kialakulasa esetén.

Munkank soran a PACAP-38 szint eltéréseket a klinikai gyakorlatban alkalmazott la-
boratoriumi biomarkerek valtozasaval dsszefliggésben is megvizsgaltuk. APACAP-38 ¢s
troponin szintek korrelacios elemzése soran szignifikans enyhe negativ korrelaciot talal-
tunk abban az esetben, amikor a vizsgalati periddus 0sszes mintajat hasonlitottuk dssze.

Az egyes rizikofatorok elemzése soran nem talaltunk korrelaciot a PACAP-38 szintek
¢s az életkor, a dohanyzas, a diabetes mellitus vagy az emelkedett lipid szintek kozott.
Ezzel szemben, szignifikans pozitiv korrelaci6 igazolddott a hypertoniaval dsszefliggés-
ben, és multivariancia analizissel a hypertonia és a hemoglobin Alc (HbAlc) értékek ad-
ditiv hatasat is kimutattuk, amely alapjan feltételezziik, hogy a hypertonia és a kezeletlen
diabetes mellitus szoros kapcsolatban allhat a PACAP szintek valtozasaval. Ezt szamos
allatkisérletes vizsgalat is igazolta kordbban, felfedve, hogy a PACAP szerepet jatszik
a vérnyomas szabalyozasaban, antidiabetikus hatést fejt ki a pancreas glilkdz-indukal-
retionopathia és kiilonbdz6é vascularis komplikaciok esetén (43, 44, 85, 88). Az egyes
rizikofatorokkal kapcsolatos pontos Osszefiiggések feltérképezése céljabol tovabbi vizs-
galatokat terveziink.

A myocardialis infarctuson atesett betegek minden esetben részletes echokardiografi-
asvizsgalaton estek at a masodik napon. Vizsgélataink soran nem talaltunk szignifikdns
korreléciot a kiilonbozd echokardiografias paraméterek (bal kamrai ejekceids frakeio, fal-
mozgas indexek) és a PACAP szintek kozott, de fontos azt megemliteni, hogy a systol-
¢s bal kamra funkcio a reperfuziot kovetden javulast mutat, és az atmenetileg ,,bodult”
(,,stunned”’) myocardium regeneracioja akar 4-6 hetet is igénybe vehet, igy az infarctust
kovetden a tényleges bal kamra funkcié mérése csak 6 hét utan lehetséges.

Mivel betegeink tobb, mint 50%-a valamilyen antiischaemids vagy antianginds
gyogyszeres kezelésben is részesiilt, ezért a gyogyszeres kezelésekkel vald korrelaciot
is vizsgaltuk, de nem talaltunk szignifikans 0sszefliggést a terapiak és a PACAP szintek
kozott, azonban ezen Osszefiiggések pontos feltérképezése széleskort klinikai vizsgala-
tokat igényel.

A myocardialis infarctus vizsgalatahoz kapcsolodo {6 eredményeket a IV.6.1. dbra
foglalja Gssze.

SZIVELEGTELENSEGBEN SZENVEDO BETEGEK KLINIKAI VIZSGALATA

és nem ischaemias) cardiomyopathias betegeket is vizsgaltunk, és elsoként mutattunk ki
szignifikans korrelaciot a PACAP-38 szintek valtozasa és a klinikai gyakorlatban rutin-
szerién alkalmazott prognosztikai marker, az NT-proBNP szintek kozott, amely eredmé-
nyek szintén felvetik a neuropeptid prognosztikai szerepét szivelégtelenség kapcsan. Az
NT-proBNP-n kiviil tobb mas biomarkerre is igaz, hogy szintjét szamos faktor befolya-
solja, mint a kor, a tarsbetegségek vagy gyogyszeres kezelések, valamint kiilonb6zokeép-
pen valtoznak akut, dekompenzalt és kronikus, kompenzalt szivelégtelenség esetén, igy
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Myocardialis infarctus vizsgalata allatkisérletes modellben és
klinikai vizsgalatokban

SERTES MODELL KLINIKAI VIZSGALATOK
Fax
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IV.6.1. abra: Myocardialis infarctus vizsgélata allatkisérletes modellben és klinikai vizsgalatokban.

Bal oldali ,,box plot”: PACAP-38 szintek vizsgalata a kiilonbz6 bal kamrai (BK) mintakban sham-operalt
allatokban (Sham) és myocardialis infarctuson, majd 3 éras reperfzion atesett (MI) allatokban az infarctusos
teriiletré] (MI-BK-I) és nem infarctusos teriiletr6l szarmazo mintakban (MI-BK-NI). Az adatokat a Sham-BK

PACAP-38 szintjének szazalékos értékekeént tiintettiik fel. *p < 0,05, **p < 0,001 vs Sham-BK csoport n= 7.

Jobb oldali ,,box plot”: Plazma PACAP-38 szintek valtozasa ST-elevacioval jaré myocardialis infarctuson

atesett betegekben és kontroll csoportban a percutan coronaria intervencié (PCI) el6tt és 4, 24, 48 oraval a
PCI utan. *p < 0,05, **p < 0,001. (munkacsoportunk abrdja).
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munkank sordn mi is elemeztiik ezen kiilonb6z6 betegesoportok eredményeit a klinikai
paraméterekkel dsszefliggésben (21, 23).

Azon szivelégtelen betegek vizsgalata soran, akik akut dekompenzacio miatt kertiltek
felvételre, szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a kronikus, kompenzalt
betegekhez és az egészséges kontroll paciensekhez képest. Feltételezésiink szerint ez a
valtozas egy olyan akut stresszreakcio része lehet, amely a bal kamrai ejekcios frakeid hir-
telen romlasanak kovetkezménye és célja a cardiomyocytak karosodasanak csokkentése.
A szivizomsejtek karosodasanak hatterében az oxidativ stressz és az apoptotikus Gtvona-
lak aktivalodasa feltételezhetd. Korabbi kisérleteinkben bebizonyitottuk, hogy a PACAP
cardiomyocytakban gatolja az apoptdzist a PKA-Bad-14-3-3 és az Akt-Bad-14-3-3 je-
latviteli utakon keresztiil (77), gatolja a proapoptotikus caspase-3 kidramlast, és serkenti
az antiapoptotikus Bcl-2 és phospho-Bad expressziot (59, 77, 97). Emellett, a PACAP
endothel sejtekben is gatolni képes az oxidativ stressz-indukalta proapoptotikus hatdso-
kat a JNK és p38 MAPK utvonalakon keresztiil (76). Akut szivelégtelenséghez hasonlo-
an szignifikdns PACAP szint emelkedést detektaltunk akut myocardialis infarctusban és
akut traumas agysériilés esetén is (22, 52), amit mas kutatdcsoportok is megerdsitettek
akut intracerebralis vérzés sordn, ahol szintje Osszefiiggést mutatott a kdrosodott agy-
teriilet nagysagaval. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a PACAP egy olyan altalanos
biomarker lehet, amely antioxidéans, antiapoptotikus és antiinflammatorikus hatésanak
koszonhetden egy akut sejtkarosodas kdvetkeztében kialakuld véalaszreakeid részeként a
karosodas stlyossaganak megfelelden szignifikans valtozast mutat.

Ezzel szemben a kronikus, kompenzalt szivelégtelen betegek esetében szignifikdnsan
alacsonyabb szintet mértiink az akut, dekompenzalt betegekhez és a kontroll paciensek-
hez képest ugyanugy, mint 48 o6raval a PCI beavatkozas utan infarctusos betegekben.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy az alacsonyabb endogén PACAP-38 szint egy gyengiilt
kardioprotektiv funkci6 részeként hozzajarulhat az elvaltozasok gyorsabb progresszio-
jahoz, ezaltal a szivbetegségek prognozisat tekintve akar egy negativ prediktiv faktor
is lehet. Az endogén PACAP szivizomsejtekre kifejtett védd hatasat kiilonbozo toxikus
karosodasokkal szemben allatkisérletekben is igazoltak, mint doxorubicin- és mioxand-
ron-indukalta szivkarosodasok esetén.

A PACAP-38 szintek valtozasat a szivelégtelen betegek esetében is korrelaltattuk a
klinikai rutinvizsgalatok részét képezd laboratoriumi markerekkel. Az NT-proBNP ese-
tében szignifikans negativ korrelaciot igazoltunk a kronikus szivelégtelen csoportban, és
az Osszefliggést tovabb erdsitette, ha multivariancia analizissel a cardiomyopathia etiolo-
gigjat (ICM vagy NICM) is figyelembe vettiik. Hasonl6 eredményeket talaltunk legelsd
talaltunk a két marker kozott. Mindezen eredmények alatamasztjak azt a feltételezésiin-
ket, hogy a kronikus szivelégtelenségben detektalhato alacsonyabb PACAP szint a ma-
gas NT-proBNP szinthez hasonldan rosszabb progndzisra utalhat. Ezzel szemben akut,
dekompenzalt szivelégtelen betegek vizsgalata soran a PACAP és NT-proBNP szintek
kozott pozitiv tendencia volt megfigyelhetd. Ez azzal magyarazhato, hogy akut esetekben
az NT-proBNP prognosztikai értéke csokken a kompenzalt allapothoz képest, ugyanis
az akut dekompenzacio kovetkeztében kialakuld pitvari falfesziilés emeli a plazma NT-
proBNP szintet.

Szignifikans pozitiv korrelaciot igazoltunk a PACAP-38 ¢és a CRP szintek vizsgalata
soran is, ami tovabb erdsiti a neuropeptid potencidlis biomarker szerepét. Az infekcio-
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val nem Osszefliggé CRP szintemelkedés a szisztémas stresszreakcio részeként fontos
prognosztikai szereppel bir szivelégtelenség esetén, emiatt vizsgalataink sordn azon
betegeket, akiknél felmeriilt akut infekcio lehetdsége, kizartuk a vizsgalatbol. Hasonld
eredményeket talaltunk a kordbbi fejezetben ismertetett kutatasban, ahol politrauma akut

A szivelégtelen betegek plazmamintdjaban kiilonbozd pro- és antiinflammatorikus ci-
tokinek mennyiségét is vizsgaltuk (23). Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az 1L-6,
IFN-y és TNF-a szintek kozott akut és kronikus szivelégtelenségben, ezzel szemben szig-
nifikansan alacsonyabb IL-18, IL-2 és IL-4 szinteket mértiink a kronikus szivelégtelen
csoportban az akut és a kontroll csoporthoz viszonyitva. A kiilénbdzé citokinek szive-
légtelenségben kifejtett szerepével kapcsolatban szamos ellentmondésos kutatasi ered-
ményt publikaltak mar. A legtobb esetben mi nem talaltunk valtozast, vagy alacsonyabb
szinteket detektaltunk, aminek tobb okat is feltételezziik. Szamos kisérlet igazolja, hogy
kold, mineralokortikoid receptor agonista (MRA)) hataséra a citokin szintek jelentdsen
csokkennek, ¢és jelen vizsgalatunkban minden beteg részesiilt ACE-gatlo és B-blokkold
kezelésben, 81,8%-uk pedig MRA kezelést is kapott. Emellett a citokinek szintjét a szi-
velégtelenség sulyossaga és NYHA statusza is befolyasolja, miszerint magasabb citokin
szintek mérhetdk sulyosabb stadiumokban (NYHA III-IV.). Az altalunk vizsgélt kroni-
kus szivelégtelen betegek NYHA I-II stadiumban voltak, ami szintén magyarazhatja az
alacsonyabb citokin szinteket. Ezzel szemben az 1L-10 vizsgalata soran az akut szive-
légtelen csoportban szignifikdnsan magasabb szinteket mértiink a kontroll csoporthoz
viszonyitva, valamint az 1L-18, IL-2, IL-4 citokinekhez hasonléan az IL-10 esetén is
pozitiv korrelaciot talaltunk a PACAP-38 szintekkel 6sszehasonlitva, amit tovabbi mul-
tivariancia analizis is megerésitett, amely a szivelégtelenség tipusat (akut/kronikus) is
figyelembe vette. Az IL-10 antiinflammatorikus hatasa a proinflammatorikus citokinek
gatlasan keresztiil nyilvanul meg és szerepet jatszik a myocardialis remodellingben, va-
lamint a ROS (reaktiv oxigén szabadgyok) gatlasan keresztiil képes az oxidativ stressz
csokkentésére, mindezen eredmények alapjan magyardzhat6 az emelkedett IL-10 szint
akut szivelégtelenség soran.

A szivelégtelenségben szenvedd betegek plazmamintdjanak vizsgalata mellett
szivtranszplantacion atesett paciensek szivizommintait is vizsgaltuk. Korabban szivmii-
téten atesett betegek pitvari mintajanak elemzése soran mértiik a szoveti homogeniza-
tumok PACAP-38 és PACAP-27 szintjét (33), ahol mindegyik mintdban szignifikansan
magasabb PACAP-38 szinteket detektaltunk a PACAP-27 szintekhez képest. Mindkét
izoforma szintje magasabb volt az ischaemids szivbetegek esetében a billentyiibetegek-
hez viszonyitva. Jelen kutatdsunkban szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szintet
mértiink a cardiomyopathids csoportokban a kontroll mintdkhoz képest, de szignifikans
kiilonbséget nem tudtunk kimutatni az ischaemiés és nem ischaemids etiol6giaju betegek
kozott. Ezen eredményeinket timasztjak ald azok a kutatasok, ahol a végstadiumu szi-
velégtelenségben szenvedd paciensekben a sejtkarosodas ¢s az idegi karosodas mellett a
neurohormonalis rendszer zavarat is leirtak, amely kovetkeztében alacsony natriureticus
peptid szinteket detektaltak. Ezek dsszességében mind magyarazatul szolgalhatnak a szi-
velégtelen betegek mintdiban mérhetd alacsonyabb PACAP szintekre. A plazmamintak
vizsgalati eredményeivel ellentétben a szoveti PACAP-38 szintek és az NT-proBNP szin-
tek kozott nem talaltunk szignifikans 6sszefliggést, valamint kiilonbdz6 laboratoriumi és

47



echokardiogréafias eredmények elemzése soran sem talaltunk korrelacidt a mért paramé-
terek kozott.

A szoveti PACAP-38 szintek vizsgalata mellett Western blot analizis segitségével a
szivizommintdkban a PAC1 receptor mennyiségét is meghataroztuk, mivel korabbi vizs-
galataink soran pitvari mintdkban a szivizomsejteken mar kimutattuk a PAC1 receptor
expresszidjat immunhisztologia segitségével (33). Méréseink soran a nem ischaemids
etioldgidju csoportban szignifikansan alacsonyabb PAC1 receptor expressziot mértiink a
kontroll csoporthoz viszonyitva, mig az ischaemids csoportnal nem talaltunk szignifikans
eltérést a kontroll mintdkhoz képest (23). A nem ischaemids eredetli szivelégtelenség
patomechanimusaban fontos szerepe van az apoptozisnak €s a myocardialis fibrozisnak
valamint a cardialis remodellingnek, amelyek a sejtkarosodas kovetkeztében szerepet
jatszhatnak a PAC1 receptor expresszidjanak csokkentésében. Ischaemids karosodas
esetén kimutathaté magasabb PACI1 receptor expresszio hatterében pedig ischaemias
prekondicionalasi mechanizmusok feltételezhetok, melyek képesek kiilonbozo protektiv
mechanizmusok beinditasara, igy a PACAP-medialt utvonalak aktivalasara. Ezen hata-
sok pontos feltérképezésre még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A szivelégtelenek vizsgalataval kapcsolatos klinikai eredményeinket a I1V.6.2. dbra
foglalja Gssze.

VERPLAZMAMINTAK SZIVIZOMMINTAK

ELISA ELISA
(ASZE)-13, n(KSZE)-33, n{ICM)=12, n(NICM)-11,
n'kontrollI=13 nikontroll)=12
ASZE NICM
vs PACAP-38 T NT-proBNP T CRP T Vs PACAP-38 l
kontroll kontroll
KSZE oM
vs PACAP-38 l NT-proBNP T CRP l vs PACAP-38 l
kontroll kontroll
Luminex ‘Western-blot
* ASZE)-12.n(KSZE)-19, * n(IGM)=12, n(NICM)=11,
n(kontroll)=9 nikontroll)=12.
ASZE NICM
vs 1L-10 T vs PACI receptor l
kontroll kontroll
e ASZE = akut ssivelégielensé
’ KSZE - krénikus szivelégtelenség
vs IL-16, 1L-2, IL-4 TOM = iechasitis ot o
Tonteoll M = ischaemids cardiomyopathia

NICM = nem ischaemids cardiomyopathia

1V.6.2. abra: PACAP-38 és PACI receptor vizsgalata akut, dekompenzalt és kronikus kompenzalt szivelégtelen
betegekben és kontroll paciensekben (munkacsoportunk abraja).
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A cardiovascularis betegek PACAP szintjének vizsgalata soran szignifikans eltérést ta-
laltunk a plazmamintédkban és szivizommintakban is, amely eredmények tovabb erdsitik
azon feltételezésiinket, miszerint a PACAP potencialis prognosztikai biomarker lehet ezen
korképekben, de ehhez tovabbi utan kovetéses, multicentrikus vizsgalatok sziikségesek.

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK
VIZSGALATA MALIGNUS BETEGSEGEKBEN

UROGENITALIS TUMOROK VIZSGALATA

A bevezetésben mar emlitést tettiink azon vizsgalatokrdl, amelyek széles korben kutatték a
PACAP szerepét kiilonbozo rosszindulati korképekben. Malignus betegségekkel kapcso-
latos kutatésaink elsd részében kiilonbdz6 urogenitalis tumorokbol és egészséges szove-
tekbol szarmazé mintakban vizsgaltuk a PACAP-27-szerii és PACAP-38-szerli immunre-
aktivitast RIA moédszerrel. A legtobb urogenitalis mintaban, a prosztatatumor kivételével,
szignifikansan magasabb PACAP-38 szintet detektaltunk a PACAP-27 szintekhez képest.
Vesetumoros mintak vizsgalata soran szignifiknsan alacsonyabb PACAP-38 szintet mér-
tiink az ép szovetekkel dsszehasonlitva, emellett prosztatatumorbdl szarmazd mintakban
pedig szignifikansan magasabb PACAP-27 szintet talaltunk a jéindulata prosztata meg-
nagyobbodasbol szarmaz6 mintakhoz viszonyitva. A kiilonb6z0 urogenitalis tumorokban
detektalhato szignifikans PACAP szint eltérések arra utalnak, hogy a PACAP-nak szerepe
lehet az urogenitalis tumorok patogenezisének szabalyozasaban (24).

Az urogenitalis tumorok vizsgalatat a veseszovetek analizisével kezdtiik. Korabbi
kutatdsok mar kimutattdk a PACAP ¢és receptorainak jelenlétét kiilonbozo allatokbol
szarmaz6 vesemintakban. Emellett munkacsoportunk patkany veseszovetben jelenle-
gi human eredményeinkhez hasonléan szintén magasabb PACAP-38 szintet mért (49).
Munkacsoportunk mellett szimos mas kutatocsoport is bizonyitotta a PACAP nephrop-
rotektiv hatasat kiilonb6z6 toxikus hatdsokkal szemben (81), mint az oxidativ stressz (60,
61), vese ischaemia (63, 89), diabetes mellitus (43, 44), myeloma multiplex, gentamicin-,
cisplatin- és cyclosporin A-indukalta vesekarosodas esetén, de a vesetumorokkal kapcso-
latosan csak limitalt eredményekkel rendelkeztiink vizsgalatunk el6tt. Mivel korabban ki-
mutattak a VIP-t és a VPACI1 receptor expresszidjat tumoros proximalis tubulussejteken,
¢és bebizonyitottak a VIP protektiv hatasat a tumor progresszidval szemben, feltételeztiik,
hogy a PACAP-nak is szerepe lehet ezen folyamatokban.

Vizsgalataink soran a PACAP-27 és PACAP-38 jelenlétét is bizonyitottuk emberb6l
szarmazo tumoros ¢s egészséges vesemintakban, és korabbi méréseinkhez hasonl6an ma-
gasabb PACAP-38 szintet detektaltunk a PACAP-27 szinthez képest. A vesetumoros min-
takban szignifikdnsan kevesebb PACAP-38 szintet mértiink az egészséges szdvetekhez
viszonyitva (24). Jelen vizsgalatainkhoz hasonléan szamos korabbi kutatasban csokkent
szoveti PACAP szintet talaltak kiilonboz6 malignus tumorok esetében. Munkacsoportunk
mutatta ki korabban, hogy a PACAP szoveti szintje csokken colontumorbdl és kissejtek
tiidétumorbodl szdrmazé mintakban (33), papillaris pajzsmirigy carcinomaban, pancreas
ductalis adenocarcinomaban és insulinoméban. Emellett mas kutatocsoport szintén ala-
csonyabb PACAP szintet detektalt hypophysis adenomaban. A tumorszdvetben mért ala-
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csonyabb PACAP szintek pontos oka még nem ismert. Ennek hatterében a nagy mennyi-
ségli PACAP-ot expresszald neuronalis strukturdk karosodasa allhat, valamint adddhat a
cioval is rendelkezé PACAP ttlzott felhasznalasabol is.

A PACAP és receptorai a kivalasztd szervrendszer alsobb szakaszaban (a hugyvezeték-
ben, a holyagban és a hiigycsoben) is kimutathatok. Patkanybol szarmazd mintdkbol szig-
nifikdnsan magasabb PACAP-38-szerti immunreaktivitast detektalt a PACAP-27-szerii
immunreaktivitdshoz képest RIA segitségével. Immunhisztologiai modszerrel PACAP
pozitiv rostokat talaltak a szervek simaizomzataban és az erek falaban talalhaté idegele-
mekben, amely alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP fontos szerepet tolt be a szervek be-
idegzésének szabalyozasaban. Emberrel kapcsolatos vizsgalatok szama ebben a témaban
is limitalt, stressz-indukalta inkontinencia esetén mutattak ki csokkent PACAP expressziot
a paciensek hiivelyében. Szamos mas tumorhoz hasonldéan human hoélyagcarcinomaban
is kimutattdk a PACAP receptorok expresszidjat. Vizsgalataink sordn mindkét PACAP
izoformat ki tudtuk mutatni RIA mddszerrel tumoros és egészséges holyagmintakban.
Minden holyagminta esetén, a korabbi méréseinhez hasonléan, PACAP-38 dominanciat
talaltunk, de szignifikdns kiilonbséget nem tudtunk kimutatni az egészséges és tumoros
szovetek kozott (24).

Egészséges prosztataszovetben és prosztata adenocarcinomabol szarmazo6 mintakban is
zoltak autoradiogréfia segitségével egészséges és tumoros prosztatamintakban, mig embe-
1i prosztatatumoros sejtvonalon PAC1 receptort mutattak ki, melyeken keresztiil PACAP
antagonista kezelés gatolta a tumorsejtek novekedését. Joindulati prosztata megnagyob-
bodas esetén is mindharom receptor expresszidjat bizonyitottdk mar. Immunhisztologiai
vizsgalatok fokozott PACAP expressziot igazoltak a prosztatamirigyek epithelialis rétegé-
ben, mig sem az egészséges sem a tumoros szovetek stromaja nem mutatott PACAP poziti-
vitast a lymphocytakon kiviil, mely a PACAP immunmodulator szerepére utalhat. Korabbi
vizsgalatainkhoz hasonldan a joéindulatu prosztatamintakban is magasabb PACAP-38
szintet detektaltunk a PACAP-27 szintekhez képest, de a korabbiakkal ellentétben, a tu-
moros mintdkban szignifikdnsan magasabb PACAP-27-szeri immunreaktivitast igazol-
tunk a joindulati prosztata megnagyobboddsbol szarmazé mintakhoz viszonyitva (24).
Ezzel szemben a PACAP-38 szintben nem talaltunk eltérést a mintak kozott. Korabban
szintén magasabb PACAP szinteket mértek neuroblastomaban, ductalis és lobaris eml6-
carcinomaban €s cervixcarcinoma esetén. Azt is bizonyitottdk mar, hogy a PACAP-27-
sejtek olyan specialis PAC1 receptor subtipust expresszalnak, amelyeken keresztiil csak a
PACAP-27 (a PACAP-28 és a VIP nem) képes a phosphoinositidek szintézisének ndvelé-

Az urogenitalis tumorok vizsgalatat a heretumorok analizisével zartuk. Korabban ki-
mutattak, hogy a patkany testisben hasonléan magas PACAP koncentracié mérhetd, mint
a kozponti idegrendszerben. A testisben szintén mindkét PACAP izoforma kimutathato,
¢s fontos szerepet toltenek be a Sertoli és Leydig sejtek funkcidjanak szabalyozasaban.
Munkacsoportunk korabban bizonyitotta, hogy a PACAP-génkiiitott egerek spermium-
jainak motilitdsa kérosodott, valamint igazolta a PACAP kezelés spermium motilitasra
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detektaltak mar human testisszovetben. Emellett a normal testis herecsatornaiban talalha-
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to spermatogoniumok ¢és spermatidak is PACAP immunpozitivitast mutattak, mig difftz
PACAP pozitivitast talaltak seminomaban. Ezzel szemben embrionalis carcinomaban
csak nagyon gyenge immunreakciot tudtak kimutatni. Vizsgélataink soran mi is igazol-
tuk a PACAP-38 jelenlétét a normal és tumoros mintdkban, de a korabbi eredményekkel
ellentétben szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a tumoros és normal szovetek dssze-
hasonlitasa soran (24).

Vizsgalataink igazoltak mindkét PACAP izoforma jelenlétét a kiilonbdz6 tumoros és
egészséges urogenitalis mintakban. A vese és prosztatamintak esetén szignifikans kiilonb-
séget talaltunk a normal és tumoros mintak k6zott, amely a PACAP tumorgenesisben be-
toltott szerepére utalhat, de hatdsmecahnizmusanak pontos feltérképezése tovabbi vizsga-
latokat tesz sziikségessé.

MYELOMA MULTIPLEXES (MM) BETEGEK VIZSGALATA

Az urogenitalis tumorok vizsgalatat kovetden az egyik leggyakori hematologiai rosz-
szindulat betegség, a myeloma multiplex vizsgalataval folytattuk kutatasainkat. Ezen
kutatas azért is fontos jelentdséggel bir, mert mar egy korabbi klinikai vizsgalat kimu-
tatta a PACAP-38 infuzios kezelés hatasat egy 81 éves myelomas beteg kezelése soran,
amely hatasara csokkent a paciens szabad lambda konnyt lanc iritése. Munkank célja
a PACAP-38 szintjének vizsgalata volt kiillonbz6 stadiumi MM betegek mintaiban, és
Osszefliggések kimutatasa kiilonbozo klinikai tiinetekkel, terapias kezelésekkel és labora-
toriumi paraméterek valtozasaval (25).

Vizsgalatunk soran szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 szintet tudtunk kimutatni
az MM betegek plazmajaban az egészséges, korban illesztett kontroll paciensek mintaihoz
képest. A fejezet elején mar ismertettiink szamos olyan rosszindulatl elvaltozast, ahol a
PACAP szint szignifikans eltérését irtak le, amely feltételezi a PACAP diagnosztikus és
prognosztikus biomarker szerepét a malignus korképekben. A PACAP renoprotektiv ha-
tasat tobb in vitro és in vivo MM modellben bebizonyitottak mar, és emellett gatolja az
osteolyticus csontdestrukciok kialakulasat is szamos olyan jellaviteli ut szabalyozasaval,
amelyek szerepet jatszanak a sejtek tulélésében és a betegség progresszidjaban. A PACAP
receptoranak expresszioja is kimutathato a csontveld stromasejtjein, a proximalis tubulus-
sejteken és az MM sejteken is, ami azt feltételezi, hogy a PACAP-nak fontos szerepe lehet
a csontvel6i mikrokdrnyezet homeosztazisanak szabalyozasaban. A PAC1 receptoron ke-
resztiil a neuropeptid képes befolyasolni kiilonb6z6 sejtciklusszabalyozo faktorok hatasat,
igy a haemopoeticus folyamatok szabalyozasaban is részt vesz.

Ez a vizsgalat volt az els6, ahol szignifikans korral 6sszefiiggd PACAP szint csokkenést
tudtunk kimutatni MM paciensekben. Szamos korabbi in vivo allatkisérletes vizsgalatban
bizonyitast nyert, hogy a PACAP fontos szerepet tolt be az dregedési folyamatok sza-
balyozasaban, és szintje szignifikansan csokken a kor elérehaladtaval (78, 80). Az id6s
kor szamos tumor esetében, igy az MM esetében is egy fontos rizikofaktor. A betegség
Osszefliggd immunologiai valtozasok, amelyek olyan genetikai, epigenetikai és cellularis
valtozasokat idézhetnek el6, melyek az MM sejtek klonalis szelekciojahoz vezetnek. A
PACAP korabban ismertetett antioxidans, antiinflammatorikus és immunmodulans hata-
sanak koszonhetden protektiv szerepet tolthet be ezen folyamtokban az oxidativ stresz-
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sz, a DNS karosodas, valamint a kromoszomalis aberraciok kialakulasanak gatlasaval.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az idds korral detektalhato alacsonyabb PACAP
szint kdvetkeztében ezen hatasok nem tudnak érvényesiilni, igy hozzajarulhat a betegség
gyakoribb kialakulasahoz az idésebb populacioban (25).

Statisztikai elemzéseink soran nem talaltunk szignifikdns osszefiiggést a hypertonia,
diabetes, ECOG statusz és a PACAP szintek &sszehasonlitasa soran, amely azt bizonyi-
totta, hogy a leggyakoribb komorbiditasok ¢s a betegek aktualis perfomance statusza nem
befolyasolta a mért eredményeinket.

Ezzel szemben az aktiv betegségben szenvedd és a remisszioban 1évé betegek
PACAP-38 szintje kozott szignifikans kiilonbséget tudtunk kimutatni, ugyanis azok-
nal a pacienseknél, akik aktiv betegségben szenvedtek, alacsonyabb szinteket mértiink

=3
>
T

> »
>

b
>
>
1
%
>

>

>
[ 2 2 2 4 2 2
> >

BN PERE D>

>

Plazma PACAP-38 szint (pg/ml)

N
S
S

s e

l" lt).—+ _
>
ﬁ»—»>—>—+— — X

L

0 T T T
kontroll aktiv betegség  remisszio

IV.7.2. 4bra: Myeloma multiplexes (MM) betegek vizsgalata. PACAP-38 szintek vizsgalata az egészséges,
kontroll (n = 10) és az aktiv betegségben szenvedd (n = 17) és remisszioban 1évé MM betegekben (n = 41).
*p <0,05; ****p < 0,0001. (munkacsoportunk abrdja).
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(IV.7.2. abra). A remisszioban 1év6 betegeknél a terapids valaszok elemzése soran szig-
nifikans kiilonbséget tapasztaltunk, ugyanis a jobb terapids valasszal rendelkezd csopor-
tok PACAP-38 szintje folyamatos emelkedést mutatott. A minimalis rezidudlis betegség
nélkiili (MRD neg.) csoport betegeiben szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet
mértiink, mint a parcialis valaszt (PR) elérd csoportban. A kontroll paciensek ¢és az aktiv
betegségben szenvedd vagy parcialis valaszt elérd betegek eredményei kdzott kimutatott
szignifikans kiilonbség a terapids valasz elmélyiilésével mar nem volt kimutathato. A leg-
jobb prognozissal rendelkezé6 MRD negativ betegeknél mért magas PACAP-38 szintek, és
az a megfigyelés, hogy az Gjonnan diagnosztizalt MM betegek esetében az alacsonyabb
PACAP szinttel rendelkez6knél kisebb gyakorisaggal tapasztaltunk komplett remissziot,
megerdsitik a PACAP szintek detektalasanak prognosztikai szerepét.

A csontveld plazmasejtes infiltracionak szintén fontos szerepe van a terapias valasz
hatékonysaganak meghatarozasa szempontjabdl. Kutatasunk soran szignifikdns mérsékelt
negativ korrelaciot talaltunk a szdvettani analizis és az dramlasi citometrias vizsgalatok
esetében is a plazmasejtarany és a PACAP-38 szintek kozott. Ezen eredmények meg-
egyeznek azon korabbi adatokkal, miszerint a PACAP gatolni képes a plazmasejtek pro-

Az MM betegek kiilonb6z6 szervkarosodasanak vizsgélatai soran nem talaltunk ossze-
fiiggéseket a PACAP szint valtozasanak tiikrében sem a csontkdrosodas, sem a vesekaro-
sodasra vagy anaemiara utald laboratoriumi paraméterek vizsgalata kapcsan, sem pedig az
MM kiilonbozo eldrehaladottabb allapotaiban.

Az IMWG (Nemzetk6zi Myeloma Munkacsoport) ajanlasanak megfelelen a betegek
stadiumanak meghatdrozasahoz és a rizikdémeghatarozashoz 3 kiilonbozo skalat alkalmaz-
tunk (ISS (Inetrantional Staging System), R-ISS (Revised-ISS), citogenetikai rizikobeso-
rolas), de csak az ISS stadiumbesorol6 skala esetén talaltunk szignifikans eltérést, ahol a
magasabb stadiumu, rosszabb progndzisu betegeknél alacsonyabb PACAP szinteket mér-
tiink. Az ISS skalabesorolds esetén a 3-2-microglobulin (B2M) szint az egyik meghataro-
76 tényez0, amely vizsgalataval kapcsolatban szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a
PACAP szintekkel 0sszehasonlitva. Emellett a tumortdémeggel 0sszefliggést mutatd ma-
gasabb laktat-dehidrogendz (LDH) szint esetében is szignifikdnsan alacsonyabb PACAP
szinteket detektaltunk. Mindkét faktor emelkedése rossz prognosztikai markerként érté-
kelhetd. A kiilonb6z6 szérumban és vizeletben mérhet6 fehérjék koziil a Bence-Jones (BJ)
fehérje és a vizelet dsszfehérje (UTP) szintek emelkedése kapcsan szignifikansan alacso-
nyabb PACAP szinteket mértiink. Ezen eredményeinket erdsitik azon kordbbi mérések,
amik PACAP kezelést kdvetden csokkent szabad lambda konnyti lanc iiritést detektaltak
MM péciensnél. BJ fehérje mennyiségének valtozasa a vesekarosodasra és a tumortomeg-
re is utalhat, mivel betegeink koziil egy kivételével mindegyik karosodott vesefunkcidval
rendelkezett, ezért feltételezhetden az altalunk kimutatott 6sszefiiggés a csontveldi klona-
lis plazmasejtes infiltracié elérehaladottsagaval van kapcsolatban. A paraproteinek vizsga-
latdhoz a kappa/lambda konnyti lanc arany meghatarozasat alkalmaztuk, de szignifikans
eltéréseket nem tudtunk kimutatni, ahogy az erythrocyta szedimentacios rata vizsgalata
kapcsan sem. A prognosztikai markerként alkalmazott klinikai paraméterekkel kimutatott
szignifikans korrelaciok szintén meger6sitik a PACAP prognosztikai és diagnosztikai bio-
marker szerepét ezen korképben.

A kiilonboz6 laboratériumi paramétereken kivill a terdpias beavatkozasok hatasat is
vizsgaltuk a PACAP szintekkel 0sszefiiggésben. A kombinacios kezelések koziil a RVd
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(lenalidomid-bortezomib-dexamethason) terapiaban részesiilt betegeknél mértiink szig-
nifikdnsan magasabb PACAP szinteket. Szdmos tanulmany igazolta, hogy jelenleg a
myeloma kezelésében alkalmazott leghatékonyabb terapia az RVd kezelés, amely a tobbi
kombinéciods kezeléstdl eltérden immunmodulacids hatssal rendelkezd lenalidomidot is
tartalmaz. Amikor a terdpias szerek hatasat kiilon is megvizsgaltuk, csak a lenalidomid
esetében tudtunk szignifikans PACAP szint emelkedést kimutatni a kezelés hatasara, mig
az alkilalo agensekkel torténd kezelést kovetden csokkent a PACAP szint. A PACAP és a
lenalidomid is csokkentik az inflammatorikus citokinek szintjét (IL-6, TNF-a), igy gatolni
képesek azon hatasokat, amelyek segitik az MM sejtek talélését a csontvelében. Az alki-
lalo 4gensek (cyclophosphamid, melphalan) esetén detektalt alacsonyabb PACAP szint
hatterében allo folyamatok még nem pontosan ismertek.

A kiilonboz6 terapias kezelések mellett a PACAP szint vizsgalatat az 6ssejtgytjtéskor
alkalmazott mobilizacids kezelés soran is nyomon kovettiik. Szignifikins PACAP szint
emelkedést mutattunk ki a mobilizacios kezeléseket kovetden, amely hatterében a G-CSF
(granulocyta-kolonia stimulalo faktor) stimulacios kezelés allhat. Korabbi vizsgalatokban
mar bebizonyitottak, hogy a PACAP szerepet jatszik a haematopoesis szabalyozasaban,
ugyanis receptorain keresztiil részt vesz a CD34+ heamopoeticus Ossejtek érésének sza-
balyozasaban, emellett a haematopoiesist érintd koros esetekben gatolni képes a megaca-
ryopoiesist, de erythropoiesisre és lymphopoiesisre kifejtett pontos hatdsmechanizmusa
még nem ismert.

Végiil a PACAP-38 szintek prognosztikai értékének meghatarozasahoz ujonnan diag-
nosztizalt MM betegek teljes tilélési idejét €s progresszio mentes tulélési idejét vizsgaltuk
a PACAP szintekkel Osszefliggésben, és mindkét esetben szignifikans erds pozitiv kor-
relaciot talaltunk. Emellett a progresszié mentes talélést és a PACAP-38 szintek kozotti
Osszefliiggést az autolog dssejttranszplantacion atesett betegeknél is megvizsgaltuk, ahol a
transzplantaciotol a progresszioig eltelt id6t hataroztuk meg honapokban, és itt is szignifi-
kans mérsékelt pozitiv korrelaciot talaltunk a vizsgalt paraméterek kozott, amely adatok
szintén alatdmasztjak a PACAP potencialis prognosztikai szerepét. A PACAP-38 specifici-
tasi és szenzitivitasi adatai alapjan is kival6 diagnosztikus markernek bizonyult.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy MM betegekben szignifikdnsan alacsonyabb
PACAP szint mérhetd az egészséges kontrollcsoporthoz képest, ¢és a kor el6rehaladtaval
szintje szignifikansan csokken. Feltételezhetéen a PACAP a PACI receptor rovid vari-
ansan keresztiil képes a plazmasejtekre direkt hatéast kifejteni, és a csontveldi mikrokor-
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folyamatok még nem pontosan ismertek. Feltételezhetden ebben szerepet jatszhatnak az
oregedéssel kapcsolatos fiziologids és patologias valtozasok (25, 30), valamint a csont-
vel6i mikrokornyezeti valtozasok egyarant. Azt feltételezziik, hogy a korral detektalhatd
PACAP szint csokkenés el0segitheti a betegség kialakulasat a csontveldi mikrokdmyezet-
re kifejtett regulacios funkcidjanak karosodasa révén. Emellett a csokkent PACAP szint
szerepet jatszhat a betegség kapcsan kialakuld vesekarodas és csontkarosodas progresz-
szidjaban is a korabban ismertetett vesevédd funkcidjanak és osteoclast gatld hatdsanak
defektusa miatt.

Munkénk soran azt is bebizonyitottuk, hogy a PACAP szint szoros korrelaciot mu-
tat a betegség sulyossagaval, ugyanis aktiv betegség, magasabb plazmasejtes infiltracio,
emelkedett tumormarker szint (LDH, B2M, BJ fehérje) és magasabb ISS statusz esetén
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alacsonyabb PACAP szint detektalhatd. Emellett azt is kimutattuk, hogy az ujonnan di-
agnosztizalt betegek koziil a magasabb PACAP szinttel rendelkezdk jobb terapids véalasz-
szal és jobb prognodzissal rendelkeztek. Emellett szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk
a paciensek progresszido mentes tulélési ideje és a PACAP szintekkel Osszefliggésben is.
Feltételezésiink szerint a PACAP szintek vizsgalataval nem csak a tumortdmegre tudunk
kovetkeztetni, hanem csontveléi mikrokdryezet inflammatorikus valtozasaira is, ame-
lyek a plazmasejtek eliminacidja utan is fennmaradnak, és alapot biztositanak a kovetkezd
relapszus kialakulaséhoz. Ezen valtozasok nyomon kdvethetOk a remisszios fazisban, se-
gitséget nyujtva az esetleges visszaesések megjoslasaban.

Mindezek alapjan bizonyitast nyert, hogy a PACAP-nak fontos szerepe van ezen ha-
emetologiai korkép patomechanizmusaban is, és tovabb bévitettiik azon vizsgalati ered-
ményeinket, melyek alatamasztjdk a PACAP biomarkerként valé alkalmazhatésagat a
klinikai gyakorlatban.

PACAP SZINT VIZSGALATA KULONBOZO
FIZIOLOGIAS ALLAPOTOKBAN ES KLINIKAI
KORKEPEKBEN

Az elmult években egyre tobb klinikai korképben igazoltak a PACAP szint szignifikans
valtozasat, amely sok esetben szoros korrelaciot mutatott az egyes betegségek progresz-
szidjaval. Akut nem traumas eredetli aneurizma ruptura utan kialakulo subarachnoidea-
lis vérzés soran is bizonyitottak prognosztikus biomarker szerepét, mivel szintje szoros
Osszefliggést mutatott a betegség sulyossagaval és a hosszatavu taléléssel. Akut spontan
basalis ganglionokat érintd vérzés kapcsan is szignifikans pozitiv korrelaciot talaltak a
PACAP szintek és a betegség sulyossaga és mortalitasa kozott. Munkacsoportunk traumas
agysériiltek CSF ¢és plazmamintainak vizsgalata soran talalt szoros Gsszefliggést a magas
PACAP szintek és a korai halalozas kozott (52). Emellett emelkedett PACAP szinteket
detektaltak migrénes rohamok soran, néi paciensekben poszttraumas stressz szindroma-
ban. Ezzel szemben, korabbi fejezetben mar emlitésre keriilt, hogy egyes neuroldgiai kor-
képekben, mint Parkinson-betegségben (19), Alzheimer-korban és sclerosis multiplexben
¢és szamos mas klinikai kérképben, mint a majcirrdzis, kronikus hepatitis B, nephrosis
szindroma, idiopathias hypogonadotrop hypogonadismus, postmenopausalis osteoporosis
esetén viszont alacsonyabb szintet mértek. Ezen vizsgalatok részletes dsszefoglaldja a ko-
vetkezd publikaciokban olvashatok: Reglddi et al. 2016; Toth D. et al. 2023.

Ertekezésemben bemutatott kutatdsaink soran vizsgaltuk a PACAP és més bioaktiv
faktorok valtozasat a szoptatas és varandossag soran, hogy feltérképezziik szerepét ezen
fiziologias folyamatokban. Emellett szamos eredményt publikaltunk a PACAP szint szig-
nifikdns valtozasaval kapcsolatban cardiovascularis betegségekben, Parkinson-korban,
politraumas sériilésekben és kiilonbozoé daganatos betegségekben (19-25). Kutatasi ered-
ményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a PACAP szint valtozasanak vizsgalata mas, a
klinikai gyakorlatban is alkalmazott biomarkerrel egylitt segitséget nyujthat az egyes el-
valtozasok korai diagndzisaban, optimalis terapia megtervezésében vagy a betegség prog-
nodzisanak pontosabb meghatarozasaban.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA

A HALLORENDSZERBEN IN VITRO ES IN VIVO
MODELLEKBEN

Igazoltuk a PACAP antiapoptotikus hatasat csirke cochleabdl izolalt sejttenyé-
szetben oxidativ stressz-indukalta karosodassal szemben (1).

A PACAP-génkiiitott egerek immunhisztologiai vizsgalatai sordn csokkent
PACI receptor expresszidt és emelkedett Ca’*-koté fehérje expressziot talal-
tunk a Corti-szerv sejtjeiben a vad tipust egerekhez képest. A Ca?*-kotd fehérje
expresszidja kanamicin kezelést kdvetden szignifikdnsan megemelkedett a vad
tipust és a heterozigdota PACAP-génkiiitott egerekben, de az alaphelyzetben
is magas fehérje expresszié a homozigdéta PACAP-génkiiitott egerekben nem
emelkedett tovabb (2, 3).

A hallopalya funkcionalis vizsgalata soran hanginger hatasara a PACAP-
génkiliitott egerek cochlearis magjaiban csokkent aktivaciot mutattunk ki a vad
egerekhez képest és kevesebb PAC1 receptor jelolodést detektaltunk. A ductus
cochlearis fehérjeanalizise soran nem talaltunk kiilonbséget a két allatcsoport
kozott (4).

PACAP HATASAINAK ES SZEREPENEK VIZSGALATA

A FOGFEJLODES SORAN

56

A fejlodé molaris fogak sszehasonlitsa soran szignifikans kiilonbséget talaltunk
a vad és a homozigota PACAP-génkiiitott egerek kozott. A PACAP-génkititott
egerek fogainak dentin rétege szignifikansan kisebb volt, és Raman vizsgalattal
a dentin hidroxiapatit kristalyainak magasabb foku rendezetlenségét és a zo-
manc fehérjék masodlagos szerkezeti eltérését irtuk le a vad egerekhez képest.
A molaris fogaiban az SHH ttvonal (SHH, PTCH1, Glil) és a Noch ttvonal ele-
mei (Notch2, Jaggedl, DLL1, CSL) is fokozott expressziot mutattak a PACAP-
génkilitott egerekben a vad egerekhez képest (6, 8).

Micro-CT vizsgalattal szignifikansan kisebb metsz6fog méreteket, szitkkebb pul-
pakamrat és csokkent dentin denzitast talaltunk, és emellett a Raman vizsgalat
a dentin organikus és anorganikus részében is szerkezeti eltéréseket irt le az
egyéves PACAP-génkiiitott egerek metsz6fogaiban a vad egerekhez képest (7).



PACAP VIZSGALATA TEJMINTAKBAN,
PLAZMAMINTAKBAN ES KULONBOZO SZOVETTANI
MINTAKBAN VARANDOSSAG ALATT ES LAKTACIO
SORAN

RIA méréseink a varandos kismamaknal a 2. és 3. trimeszterben, valamint a
szoptatds édesanyak plazmamintaiban szignifikdnsan magasabb PACAP-38
szintet detektaltak az egészséges dnkéntes ndkhoz képest (10, 12).

A sziilés soran a plazma PACAP-38 szintje szignifikdnsan csokkent, de 3 nappal
a szlilést kovetden Ujra visszatért az eredeti szintre. A koldokerekben alacso-
nyabb volt a PACAP-38 koncentracidja, mint a periférias vérmintakban (12). Az
érett placentamintak esetében szignifikansan magasabb PACAP-38 szintet ta-
laltunk a PACAP-27-hez viszonyitva, amely a placenta érése soran szignifikans
emelkedést mutatott. A koldokzsinor mintakban szignifikdnsan alacsonyabb
peptid szinteket mértiink a placentahoz képest (11).

A tejmintakban 5-20-szoros PACAP-38 koncentraciot tudtunk kimutatni a plaz-
mamintakhoz képest, ami a legmagasabb a kolosztrumban volt az atmeneti vagy
az ¢érett tejmintakhoz képest. A szoptatas elsé 6 honapjaban a PACAP-38 szint
nem valtozott, de ezt kdvetden a 11. honaptdl szignifikansan magasabb PACAP
szinteket mértiink a szoptatasi periodus elérehaladtaval. Szintén ki tudtuk mu-
tatni a PACAP-38 jelenlétét bolti forgalomban 1év6 tejekben és tapszerekben
(10, 13, 14).

Immunhisztologia segitségével a laktalo birka emlémirigysejteken szignifikans
PACI receptor expresszio emelkedést mutattunk ki a nem laktalo birkahoz és az
emberi emlészovethez képest (13).

PACAP MENNYISEGENEK ES SZEREPENEK

VIZSGALATA PARKINSON-KORBAN ES
ALLATKISERLETES MODELLJEIBEN

Gerinctelen (rotenonnal kezelt csiga) és gerinces (unilateralis 6-OHDA-
indukalta substantia nigra karosodas patkanyban) allatkisérletes modellek sz-
szehasonlitasaval vizsgaltuk a PACAP szerepét Parkinson-kérban. Mindkét
kisérletes modellben a PACAP kezelés szignifikdnsan javitotta a hypokineti-
cus tlineteket és a PACAP-kezelt allatokban magasabb dopamin szintet mér-
tiink a csak 6-OHDA-nal vagy csak rotenonnal kezelt allatok mintaihoz képest.
Mindkét altalunk vizsgalt allatmodellben a toxikus kezelés hatdsara csokkent
a PARK7/DJ-1 fehérje mennyisége, amit patkanyok esetében PACAP kezelést
kdvetden mar nem tudtunk kimutatni (18).

A korai ingergazdag kornyezet protektiv hatdsat is igazoltuk patkany
Parkinson-kor modellben fiatal ¢s id6s6d6 allatokban egyarant. 1d6s6dé parkin-
sonos allatokon a PACAP kezelés hatasat is vizsgaltuk, ami kivédte a 6-OHDA-
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indukélta dopamin szint valtozast a standard ketrecben tartott allatoknal (16,
17).

Klinikai vizsgalatunk soran szignifikansan alacsonyabb PACAP-38 szinteket
mértiink kezeletlen Parkinson-kéros betegek plazmamintajaban az egészséges
kontroll paciensekhez képest, mig DBS kezelést koveten az endogén PACAP
szintje szignifikans emelkedést mutatott. Alacsonyabb PACAP szinteket detek-
taltunk a betegség progresszidja soran és a sulyosabb motoros tiinetekkel jard
akinetikus-rigid tiineteket mutatd csoportban. Nem talaltunk szignifikans kor-
relaciot az MDS-UPDRS eredményeinek értékelése soran, sem a gydgyszeres
terapia Osszefliggésében, sem pedig a depresszios skalak dsszehasonlitasaval,
de a PACAP szint emelkedését detektaltuk a stlyos alvaszavarral jaro esetekben

(19).

PACAP PLAZMASZINTJENEK VIZSGALATA

POLITRAUMATIZALT PACIENSEKBEN

Méréseink soran a PACAP-38 és CRP szintek kozott gyenge pozitiv korrelaciot ta-
laltunk a traumat kovetd 4. napon és szignifikans mérsékelten erés pozitiv korrela-
ciot talaltunk 5 nappal a baleset utan. A teljes vizsgalati periddus eredményeinek
analizise soran szignifikans Osszefliggést irtunk le a PACAP-38 és a LAR értékek
kozott, ugyanis mindkét faktor szintje emelkedd tendenciat mutatott a vizsgalat alatt
(20).

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK

VIZSGALATA CARDIOVASCULARIS KORKEPEKBEN
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Munkacsoportunk elsdként végzett olyan transzlacids kutatast, amely sordn bi-
zonyitast nyert az endogén PACAP-38 szintek szignifikans valtozasa reperfizios
MI sertés modelljébdl szarmazéd szivizommintdkban, ahol szignifikansan ma-
gasabb PACAP-38 szintet detektaltunk a kamrai mintakban a pitvarhoz képest,
¢és érelzarddast kovetden alacsonyabb PACAP-38 szintet mértiink a bal kamra

mintaihoz viszonyitva (22).

Klinikai kutatasaink soran emelkedett PACAP-38 szintet detektaltunk kozvetle-
niil az infarctust kovetden a kontroll paciensekhez képest, ami szignifikans csok-
kenést mutatott a PCI beavatkozas utan. Két nappal a beavatkozast kovetden a
paciensek PACAP szintje alacsonyabb volt, mint az egészséges kontrolloké. A
PACAP-38 ¢és troponin szintek korrelacids elemzése soran szignifikans, enyhe
negativ korrelaciot talaltunk, és emellett szignifikans, pozitiv korrelacio igazo-
lodott a hypertoniaval osszefiiggésben. Ezen feliil multivariancia analizissel a
hypertonia és a hemoglobin Alc (HbAlc) értékek additiv hatasat is kimutattuk
(22).



Azon szivelégtelen betegek vizsgalata sordn, akik akut dekompenzacié miatt
keriiltek felvételre, szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a kro-
nikus, kompenzalt betegekhez és az egészséges kontroll paciensekhez képest.
Az NT-proBNP esetében szignifikdns negativ korrelaciot igazoltunk a kréni-
kus szivelégtelen csoportban, és szignifikdns pozitiv korrelaciot igazoltunk a
PACAP-38 ¢és a CRP szintek vizsgalata soran. Alacsonyabb IL-18, IL-2 és IL-4
szinteket mértiink a kronikus szivelégtelen csoportban az akut ¢és a kontroll cso-
porthoz viszonyitva. Emellett az IL-10 vizsgalata soran az akut szivelégtelen
csoportban mértiink magasabb szinteket a kontroll csoporthoz viszonyitva. A
citokinek valtozasa pozitiv korrelaciot mutatott a PACAP-38 szintekkel 0ssze-
hasonlitva (21, 23).

A cardiomyopathias csoport szivizommintaiban alacsonyabb PACAP-38 szintet
emellett alacsonyabb PACI receptor expressziot mértiink a kontroll csoporthoz
viszonyitva (23).

PACAP PLAZMA ES SZOVETI SZINTJEINEK
VIZSGALATA MALIGNUS BETEGSEGEKBEN

Malignus betegségekkel kapcsolatos kutatasaink elsé részében a legtobb
urogenitalis mintaban, a prosztatatumor kivételével, szignifikinsan magasabb
PACAP-38 szintet detektaltunk a PACAP-27 szintekhez képest. Vesetumoros
mintak vizsgalata soran szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szintet mértiink
az ép szovetekkel Osszehasonlitva, emellett prosztatatumorbol szarmazd min-
takban pedig szignifikansan magasabb PACAP-27 szintet talaltunk a jéindulata
prosztata megnagyobbodasbol szarmazo mintakhoz viszonyitva (24).

Az MM betegekben szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szintet mértiink
az egészséges, korban illesztett kontroll paciensek mintaihoz képest. Az aktiv
betegségben szenvedd betegeknél alacsonyabb PACAP-38 szinteket mértiink a
remisszidban 1évo betegekhez képest.

Szignifikans, mérsékelt negativ korrelaciot talaltunk a szdvettani analizis és az
aramlési citometrids vizsgéalatok esetében is a plazmasejtarany és a PACAP-38 szin-
tek kozott.

Az ISS stadiumbesorolo skala alapjan a magasabb stadiumu, rosszabb progno-
zisu betegeknél alacsonyabb PACAP szinteket mértiink. A B2M és LDH szintek
elemzése soran szignifikans negativ korrelaciot taldltunk a PACAP szintekkel 0sz-
szehasonlitva.

A kombinacios kezelések koziil a RVd (lenalidomide-bortezomib-dexamethaso-
ne) terdpiaban részesiilt betegeknél mértiink szignifikansan magasabb PACAP szin-
teket.

Szignifikans PACAP szint emelkedést mutattunk ki az 6ssejtgytijtés soran alkal-
mazott mobilizacios kezeléseket kovetden.
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Végiil a PACAP-38 szintek prognosztikai értékének meghatdrozasdhoz wjonnan
diagnosztizalt MM betegek teljes tulélési idejét és progresszid mentes tilélési idejét
vizsgaltuk a PACAP szintekkel 0sszefiiggésben, és mindkét esetben szignifikans, erds
pozitiv korrelaciot talaltunk. A PACAP-38 specificitdsa 100% és a szenzitivitasa pedig
88% volt (25). Nagydoktori értekezésem kutatasait az V.1. abra foglalja 6ssze.

A HYPOPHYSIS ADENILAT-CIKL.AZ AKTIVALO POLIPEPTID (PAC AP) VIZSG ALATA ALLATKISERLETES
MODELLEKBEN ES KLINIKAT KORKEPEKBEN
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TUDOMANYMETRIAI TABLAZAT

Tamas Andrea tudomanyos ¢és oktatasi kozleményeinek dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly

(2024.01.08)

Szama Hivatkozasok'

Tudomanyos és oktatasi kozlemények = -

Osszesen Részletezve  Fiiggetlen Osszesen
1. Folyoiratcikk? 194 - - -
szakcikk, nemzetkozi folyoiratban, idegen nyelvii - 165 2295 4517
szakcikk, hazai idegen nyelvii --- 5 18 38
szakcikk, magyar nyelvii - 2 0 2
szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzoként?® - 0 0 0
Osszefoglalo kozlemény --- 20 466 764
rovid kozlemény - 2 18 39
II. Kényv 1 - - -
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzéként 0 - - -
idegen nyelvii - 0 0 0
magyar nyelvii - 0 0 0
aa) Felsooktatasi tankonyv - 0 0 0
b) Szakkényv, kézikonyv, konferenciakotet,
tankonyv szerkesztoként ! - - -
idegen nyelvii - 1 - -
magyar nyelvii - 0 - -
bb) FelsGoktatasi tankonyv - 0 - -
IIL. Kényvrészlet 11 - - ---
idegen nyelvii - 8 23 73
magyar nyelvii - 0 0 0
cc) Felsooktatasi tankonyvfejezet - 3 0 0
IV. Konferenciakozlemény* 0 - 0 0
Oktatasi kozlemények osszesen (II.aa,bb-I11.cc) - 3 0 0
Tudomanyos kézlemények osszesen (I.-IV) - 203 2820 5433
Tudomanyos és oktatasi kozlemények dsszesen (I-IV.) 206 - 2820 5433
V. Tovabbi tudomanyos miivek 30 - - -—-
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu - 30 0 0
folyoiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkesztoségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0 0 0
Oltalmak (szabadalmak) - 0 0 0
VL. Hivatkozott absztraktok® 14 - 8 20
Osszes hivatkozis' 2828 5453
Hirsch index® 40 - - -
g index® 58 - - -
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VA enr] ) o Osszes
Specidlis t nymetriai Szama hivatkozss
Els6 szerzds teljes folyoiratcikkek szama? 10 343
Utolso szerzds teljes folyoiratcikkek szama? 27 660
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani 160 3883
(2006) teljes tudomanyos folyoiratcikkek szama
Az utols6 10 év (2014 - 2024) tudoményos, teljes, 89 1655
lektoralt tudomayos folyodiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kozlemény hivat-
kozasainak szama (az sszes hivatkozas szazaléka- 196 3,59%
ban)

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a . 53840
WoS/Scopus rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollabo-

e [ 0 0
racids kozremiikodd’

Megjegyzések:

!'a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben
nyilvantartott adatok

2 lektoralt, tudomanyos folyoiratban

3 a szerz@ irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzdi hozzajarulasaval késziiltek szerzo-
ként jegyzett kdzleményei, és az érdemi hozzajarulast dokumentalni tudja

* konferenciakdzlemény folyodiratban, konyvben vagy egyéb konferenciakdtetben

’ nem-hivatkozott absztrakt itt nem keriil az sszesitésbe

¢ a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili 6sszes hivatkozassal szamolva. A
Hirsch és a g index definicioja

7 kozremiikodés esetén a csoportos szerz6ségli kozlemények hivatkozottsaga kiilon ér-
tékelendd, és nem szamithat6 be az Osszesitett hivatkozasok kozé

n.a. = nincs adat
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretnék kdszonetet mondani mindazoknak, akik segitettek az értekezésem
alapjat képez6 kutatdbmunkaban, tdmogattak ¢s utat mutattak palyafutdsom soran és
jelenleg is mellettem allnak.

Mindenekel6tt kdszonom mentoromnak Dr. Reglédi Doranak, a PTE AOK Anatomiai
Intézet igazgatdjanak, aki tobb mint 20 éve, Tudomanyos Didkkdros hallgatoként is-
mertetett meg a tudomany csodalatos vildgaval, és aki azdta is a szakmai munkam
tdmogatasa mellett a maganéletem szeretetteljes fontos pillérét képezi. Elhivatottsaga,
lelkesedése, szakmai tudésa, dnzetlen, masokra mindig nagy figyelmet forditd szemé-
lyisége példaképként szolgal szdmomra. Szeretettel gondolok Dr. Lengvari Istvanra,
aki az Anatomiai Intézetbe invitalt demonstratorként, és ezzel lehetdségem nyilt az
anatomia oktatds megismerésére, ¢s koszondm Dr. Csernus Valérnak, az Anatomiai
Intézet akkori igazgatojanak, hogy allast ajanlott az intézetben, ami azdta is ¢letem fon-
tos részét képezi. Koszonetet szeretnék mondani Dr. Lubics Andrednak, Dr. Horvath-
Opper Gabriellanak, Dr. Racz Boglarkénak, Dr. Atlasz Tamasnak és Dr. Kiss Péternek,
akik a PACAP munkacsoport legrégebbi tagjaiként mindig mellettem alltak és segi-
tették munkamat. Az Intézetbdl szeretném még megkdszonni Dr. Gaszner Balazsnak
azt, hogy mindig szivesen segit immunhisztoldgiai vizsgalatainkkal kapcsolatos kér-
déseink megvalaszoldsaban. A klinikai vizsgalatokkal kapcsolatos laboratériumi mun-
ka koordinalasat Nagy Enikének koszondm, aki mellett a szovettani és molekuléris
biologiai feladatok elvégzésében Dittrich Erzsébet, Godané Bruman Beatrix és Mertz
Tiinde segitettek, valamint Kiss Maria és Frank Andrea segitsége is nélkiilozhetetlen az
adminisztrativ feladatok ellatasaban.

Halas koszonettel tartozom azoknak a jelenlegi vagy mar végzett Ph.D. hallgatéim-
nak Dr. Csanaky Katalinnak, Dr. Banki Eszternek, Dr. Brubel Rékanak, Dr. Németh
Adriennenek, Dr. Sandor Balazsnak, Dr. Fiilop Balazs Dénielnek, Dr. Szab6é Doéranak,
Dr. Jiingling Adélnak, Dr. Téth Dénesnek, Dr. Toth Tiindének és Dr. Pham Danielnek,
akik szorgalmas és sokszor dnfelaldozé munkéja nélkiil az értekezés nem sziilethe-
tett volna meg. K&szondm a jelenlegi és mar végzett Tudomanyos Diakkoros hallga-
téoimnak, hogy kiemelked6 eredményeikkel igazoljak a tudoményos tehetséggondozas
Anatomiai Intézetiink minden tovabbi munkatarsanak, akik segitenek a baratsagos és
tdmogato 1égkor megteremtésében.

Szeretném megkoszonni azon kollégaim segitségét is, akik kollaboraciéos mun-
ka keretében vesznek részt kutatdsainkban. Kiemelten szeretném megkdszonni az
Orvosi Mikrobiologiai és Immunitastani Intézet munkatarsanak, Dr. Polgar Beatanak
az ELISA mérések szakmai feliigyeletét, amit mindig nagy szorgalommal és szakmai
precizitassal végez.

A RIA ¢és Luminex mérések lebonyolitasaért és szakmai feliigyeletéért szeret-
nék koszonetet mondani a PTE Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet korabbi
¢s jelenlegi munkatarsaink, Dr. Németh Jozsefnek, Bagoly Teréznek, Dr. Pohdczky
Krisztinanak, Dr. Kemény Agnesnek, Dr. Borzsei Ritdnak és Dr. Helyes Zsuzsannanak,
akinek szakmai elhivatottsdga szintén példaértékli szamomra. A Biokémiai és
Orvosi Kémiai Intézetbdl koszondm Dr. Mark Laszlonak a MALDI méréseket és
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Dr. Kovacs Krisztinanak a molekularis bioldgiai vizsgalatok lebonyolitasat, a Szegedi
Tudomanyegyetemrdl Dr. Toth Gabornak a PACAP szintetizalasat.

A Raman mérések szakmai irdnyitasadért Dr. Fintor Krisztidnnak tartozom ko-
szonettel, aki a Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi ¢és Informatikai
Kar, Asvénytani, Geokémiai és Kozettani Tanszékének munkatarsa. A Parkinson-
korral kapcesolatos kutatasainkban valo segitségét koszondm Dr. Maasz Gabornak és
Dr. Pirger Zsoltnak a Balatoni Limnoldgiai Kutatdintézet korabbi és jelenlegi mun-
katasainak. Immunhisztologiai és molekularis bioldgiai vizsgédlatokban nyujtott
segitségét koszondom a Debreceni Egyetem anatémusainak, Dr. Juhdsz Tamdsnak
¢és Dr. Felszegy Szabolcsnak, valamint a Debreceni Egyetem egy masik munkatar-
sanak, Dr. Czeglédi Leventének, aki a haziallatokon végzett laktacios kutatdsainkat
iranyitotta. Myocardialis infarctussal kapcsolatos kollaboracioért szeretnék koszo-
netet mondani Dr. Ferdinandy Péternek és munkacsoportjanak, akik a Semmelweis
Egyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapias Intézetének munkatdrsai. A hallasvizsga-
latokban nyujtott segitséget szintén a Semmelweis Egyetemrdl Dr. Zelles Tibornak és
Humli Viktoridnak koszonom. A preciz statisztikai elemzésekben Dr. Gyenesei Attila
¢és Herczeg Robert, a micro-CT vizsgalatokban Kiss Tamas, a Szentagothai Janos
Kutatokdzpont munkatarsai segitettek.

Ph.D. hallgaté koromban kollaboraciés munka keretében lehetéségem nyilt dolgoz-
ni Dr. Biiki Andrés, Dr. Gabriel Robert és Dr. Lénard Laszl6 munkacsoportjaval, amely
munka sordn szerzett tapasztalataim maig hasznosak szdmomra.

Halas vagyok azért, hogy kutatdomunkdm soran lehetéségem nyilt szdmos klinikai
kollaboracid létrehozasara, amely soran kiemelked6 szaktudasu klinikusokat ismerhet-
tem meg, akik elhivatott és professzionalis klinikai munkajuk mellett id6t szakitottak
a vizsgalatainkhoz sziikséges mintak gylijtésére és szakmai tandcsokkal tdmogatjak
munkankat. A mintagytijtésben résztvevd kollégak koziil szeretném kiemelni a Pécsi
Tudomanyegyetem Neuroldgiai ¢s Idegsebészeti Klinikajarol Dr. Kovéacs Norbertet,
Dr. Pal Endrét és Dr. Balas Istvant, a Szivgyogyaszati Klinikarol Dr. Sarszegi Zsoltot
¢és Dr. Konyi Attilat, az Uroldgiai Klinikarél Dr. Javorhdzy Andrést, Dr. Sarlds Pétert,
Dr. Banyai Danielt, az Anesztezioldgiai és Intenziv Terapids Intézetbdl Dr. Csontos
Csabat, Dr. Loibl Csabat, Dr. Rozanovic Martint, Dr. Rendeki Szilardot és Dr. Bogar
Lajost, a Sebészeti Klinikarol Dr. Szantd Zalant és Dr. Zapf Istvant, a Pathologiai
Intézetb6l Dr. Semjén Davidot, a Hematoldgiai Tanszékrdl Dr. Alizadeh Hussaint
¢és Dr. Csalodi Renatat, a Sziilészeti ¢s Nogyodgyaszati Klinikarol Dr. Ertl Tibort,
Dr. Gyarmati Juditot,Dr. Varga Tamast, Dr. Koppan Miklost, Dr. Varnagy Akost,
Dr. Bay Csabat és Dr. Fonai Fruzsinat. Az emberi szivizommintak gytijtését a varsoi
Cardinal Stefan Wyszynski Institute of Cardiology, Department of Heart Failure and
Transplantology osztaly munkatarsai végezték Przemyslaw Leszek vezetésével. A va-
randos és szoptatds kismamak mintainak gytijtésében Dr. Szauer Edit és Tarcai Ibolya
védénd munkaja nélkiilozhetetlen volt.

A dolgozat nyelvi lektoralasaban, szerkesztésében és tordelésében Hegediis Daniel,
Dr. Németh Timea és Czuldk Szilvia segitségét kdszondm. A dolgozatban szerepld ab-
rak grafikajat egyediilallo rajzkészségével Dr. Toth Tiinde készitette, amit ezaton is
koszonok.

Ertekezésem megirasa és az idaig vezetd munka biztos és szeretetteljes hattér nélkiil
nem valdsulhatott volna meg. K8szondm szépen csaladdomnak, hogy mindig mellettem

78



allnak, barataimnak, hogy csiliggedt pillanatimban is felviditanak. Kiilon kdszondm
Eva baratnémnek, hogy lelkemnek oly sokszor tamaszt ad. Szavakkal nem kifejez-
hetd az a hala és koszonet, amivel férjemnek Dr. Szanté Zalannak és gyermekeink-
nek Dordnak és Donatnak tartozom a biztos, kiegyensulyozott és boldog csaladi hattér
megteremtéséért, €s ami sziileinket illeti, példamutatd és odaadé gondoskodasukért.
Ertekezésemet Szanto Janos szeretett emlékének is ajanlom.
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TAMOGATOK

Tudomanyos munkamat a kovetkez6 tamogatasok segitségével végeztem:

Vezetd kutatoként elnyert tdimogatasok és Osztondijak

NKFIH F67830, K119759; Akira Arimura Foundation Grant; FIKP 2019; PTE AOK
Kutatasi Alap palyazat KA-2019-30; TKP2021-EGA-16, Bolyai Janos Kutatasi
Osztondij (2009-2012) (2015-2019); Konvergencia-Magyary Zoltin Posztdoktori
Osztondij-2012 (2013-2014); PTE AOK Ifji-Kutatéi Romhanyi-6sztondij (2014-
2015); Uj Nemzeti kivalosag program dsztondij (2016); Uj Nemzeti kivalésag program
Bolyai + Osztondij (2018).

Tarskutatoként elnyert palyazatok

OTKA K72592, 104984, 115874, 129190; Magyar Tudomanyos Akadémia
»Lendillet” Program 2011-2016; Richter Kutatasi tamogatas 2011, 2012; Nemzeti
Agykutatasi Program: NAP-A-III/5. 2014-2017, NAP2017-1.2.1-NKP-2017-00002,
NAP 3.0; 20765/3/2018/FEKUTSTRAT; ELKH-TKI-14016 Magyar Tudomanyos
Akadémia PACAP Kutatocsoport; GINOP-2.3.2-15-2016-00050 “PEPSYS”; EFOP-
3.6.1.-16-2016-00004, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-15 2017-00008, EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00009; TAMOP 4.2.1. B-10/2/KONV-2010-002, TAMOP 4.2.2.
B-10/1-2010-0029, TAMOP 4.2.2. A-11/1/KONV-2012-0024.
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