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Az értekezés 227 oldal szoveges részbdl és az ezt kovetd 78 oldalas irodalom
jegyzekbdl all. Az egyéb kiegészitd részekkel egyiitt az értekezés teljes terjedelme 328 oldal.

Az értekezés a terjedelméhez képest egy nagyon rovid, négy ¢€s fél oldalas altalanos
bevezetéssel kezdddik, amiben a palyazo a PACAP éltalanos hatasair6l, izoformair6l,
receptorairol, intracellularis jelatviteli utvonalairol ¢s PACAP génkiiitott egerekrol ir. Ezt
kdvetden, a szokatlanul nagyon széles kutatasi spektrumnak megfeleléen tovabbi hét részre
tagolodik, amelyekben palyazoé targyalja a PACAP és egyes esetekben a PACI1 receptor
kiilonbozo szoveti paraméterekkel és klinikai mérési adatokkal 1) a belso fiilben és a
hallérendszer kdzponti idegrendszeri magjaiban, 2) a fogesira kiilonb6z6 szoveti elemeiben a
fogfejlddés sordn, 3) az anyatejben, a vérben és az emlémirigy szoveti dlloményéaban a
varandossag ¢€s a laktacio sordn, 4) Parkinson koéros betegek vérében ¢€s kisérletesen kivaltott
Parkinson koérban csigakban és patkdnyok substantia nigra-jaban, 5) politraumatizalt betegek
vérében, 6) kiilonbdzo cardiovascularis betegségekben szenvedd betegek vérében, illetve
kisérletesen kivaltott myocardialis infarctus esetén a kisérletes allatok szivizom mintéiban, 7)
malignus betegségekben (vesetumor, hugyhdlyag tumor, prosztata tumor, myeloma multiplex)
szenvedd betegek szoveti mintaiban és vérében. Ennek megfelelden hét részre tagolodik a
bevezetés, az anyagok és modszerek fejezet, az eredmények €s a diszkusszid egyarant ugy,
hogy az egyes tematikus részek kozott, kivéve, hogy mindegyikben a PACAP mennyiségi
vizsgalatarol van sz6, semmiféle kapcsolatot nem keres a palyazo. A ,,mi” és a ,,mennyi”
kérdéseken tal, amiknek a megvalaszolasa az értekezés egyértelmil ambicioja, ,,miért” és
,hogyan” tipusu kérdéseket a palyazo egyaltalan nem tesz fel ebben az értekezésben. Az
értekezés igy egy nagyon extenziv deskriptiv munkénak tekinthetd.

Véleményem tovabbi részében eldszor a nagyon rovid altalanos bevezetérdl, majd a
hét tematikus blokkrél fogom az észrevételeimet 6sszefoglalni.

Altalanos bevezetd. Palyazo a PACAP eléfordulasaval kapesolatban megemliti, hogy
az ,,legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben és az endokrin mirigyekben detektalhatd”.
Az azonban nem dertil ki, hogy az idegrendszer milyen részeirdl és milyen endokrin
mirigyekrdl van szo. Az értekezésben leirt, a PACAP mennyiségére vonatkoz6 mérési adatok
értelmezéséhez egyébkeént is fontos lenne tudni, hogy a PACAP-ot milyen szervek, milyen
sejtjei termelik és iiritik az extracellularis térbe, a vérbe, vagy az anyatejbe. Kétségtelen, hogy
az értekezés késdbbi fejezeteiben torténik emlités egyes PACAP-ot tartalmazo és valdszintileg
termeld sejtekrol, de az olvasé orientalasaban sokat segitett volna, ha a palyazo adott volna
egy attekintd képet ezekrdl a sejtrendszerekrdl a bevezetdben.

Nem dertil ki a sz6vegbdl, hogy mi a viszony a PACAP két izoformdjanak (PACAP38
¢s PACAP27) a szintézise kozott. Két kiilon génrdl irddnak at, vagy csak egy PACAP gén
l1étezik, amelyrdl a PACAP38 irodik at, és a PACAP 27 a PACAP38 poszttranszlacios
modositasaval keletkezik? Ezt azért lett volna jo az értekezésben tisztdzni, hogy tudjuk, a
PACAP génkiiitott allatokban a PACAP mindkét izoformdja, vagy csak az egyik hianyzik.

Ahogyan az értekezésben olvashaté a PACAP izoformék nagyfoku homologiat
mutatnak a vasoactiv intestinalis polipeptid (VIP) amindsav szekvenciajaval. Raadasul a




PACAP 38 harom receptora koziil (PAC1, VPACI1 és VPAC2) kettd (VPACI és VPAC2) a
VIP-et is koti. A PAC1, ami a PACAP 38 specifikus receptoranak tekinthetd, Gs €s Gq
fehérjékhez kotodve €s azok aktivalasaval indit el intracellularis jelatviteli folyamatokat.
Azonban a VPACI és VPAC2 receptorok, amelyek Gs fehérjékhez kotddnek, aktivaléasa is
részben hasonlo intracellularis jelatviteli folyamatokat indit el. Mindezeknek az ismeretében
nem lett volna ajanlatos a PACAP-pal egyidejiileg a VIP koncentraciokat, és a VPACI és
VPAC2 receptor expresszios mintazatokat is vizsgalni a kiilonbozo kisérletes modellekben, és
kiilonos tekintettel a PACAP génkititott allatokban?

Hallorendszer. A hallérendszerre vonatkozo vizsgalatokat csirkéken és egereken
végezték. Valami oknal fogva azonban a kiilonb6z6 vizsgalatokat kiilonbozd kora allatokon
végezték el. Azokat a cochlearis sejt kulturdkat, amelyekben vizsgaltdk az oxidativ stress
hatasat a ductus cochlearis sejtjein 1 napos csirkékbol készitették. A PAC1 receptor
expressziot és a kanamicin ototoxikus hatasat 5 napos egereken vizsgaltdk. A hangingerek
altal kivaltott c-Fos expressziot 1,5 honapos egereken nézték. A cochlearis magokban
talalhato sejtek szamat 4 honapos egerekben szamoltdk. A PAC1 receptor expresszidjat Gjra
vizsgaltak 2 honapos egereken. Végiil, 3-6 honapos egerek ductus cochlearisabol készitett
homogenizatumokban vizsgaltak a ductus cochlearis fehérje dsszetételét. Mi indokolta az
egyes vizsgalatok kiilonb6z6 kora allatokon vald elvégzését? Masrészt, a kiillonbozd kort
allatokon elvégzett kisérletekbdl kapott eredményeket hogyan lehetett egymassal dsszevetni,
¢és azokbdl valamilyen egységes kovetkeztetést levonni a PACAP-nak a hallorendszer
miikodésében betdltott szerepét illetden?

A 49. oldalon talalhaté immunhisztokémiai protokollal valami nincs rendben. Az
értekezésben az olvashatd, hogy ,,az alkalmazott primer antitestek: PAC1 receptor antitest
(anti-nyl), calretinin (anti-egér), calbindin (anti-egér), parvalbumin (anti-egér)”. Majd
késobb: ,,masnap a metszeteket Alexa Fluor 568 ¢s 488 masodlagos antitestekkel inkubaltuk™.
Hogyan kell mindezt érteni?

Itt és mashol is szamos primer antitestet hasznalt a palyazé. Hogyan ellendrizték az
egyes primer antitestek specificitasat a kiilonb6z6 kisérletes modellekben?

Nincs leiras az értekezésben arra vonatkozolag, hogy az immunfestett metszeteken az
immunfestés intenzitdsdnak mérését hogyan standardizaltak, és tették az egyes mérési
adatokat 0sszehasonlithatova. Ezt a hianyossagot még nyilvanvalobba teszi az 51. oldalon
talalhato leirds miszerint a 1atotér szélének egyenetlen megvilagositasanak korrigalasat és a
képeken talalhaté miitermékek eltdvolitasat Photoshop programmal végeztiik”. Biztos a
palyazé abban, hogy az immunhisztokémiai reakciok intenzitasanak mérési adatai objektivek,
standardizaltak €s Osszehasonlithatoak egymassal?

A mért kisérletes adatokat itt €s mashol is elsdsorban oszlopdiagrammokon mutatja be
a palyazo, a legtobb esetbe ugy, hogy a kontroll értéket 100 %-nak veszi. Igy az olvasé nem
kap kozvetlen képet az egyes mért adatokrol, ami neheziti az eredmények értékelését.
Szerencsésebb lett volna, ha a palyazé a mért adatok dbrazolasara konzekvensen a box-plot
diagramm abrazolasi modot valasztja, amiben feltiinteti az eredeti mérési pontokat is. Sajnos a
box-plot abrazolasi mod csak egy-két esetben jelenik meg az értekezésben.

A kalcium-ko6t6 fehérjék immunhisztokémiai kimutatasat jobb lett volna kihagyni az
értekezésbol. Ezek az adatok nem adnak semmi tjat a PACAP és PAC1 expresszios
vizsgalatokhoz, rdadasul az immunfestések meglehetdsen aspecifikusaknak tiinnek. A
sejtmentes membrana tectoria példaul sokkal erdsebb festddést mutat, mint a Corti szerv
sejtjei. Hogyan magyardzza ezt a palyazo?

A PACI1 receptor expressziojat vizsgalva a hallopalya kiilonb6zé magvaiban, azt
talaltak, hogy a PACAP KO egerekben a PAC1 receptor expresszioja csokkent a nucleus
cochleris dorsalisban €s ventralisban, a tobbi magban az expresszids szint megegyezett a vad



tipusu allatok expresszios szintjével. Hogyan magyardzza ezt a palyazo? Miért nem tiinik el a
PACAP specifikus receptora azokban az allatokban, amelyek nem termelnek PACAP-ot?

A diszkusszi6 leginkabb az eredmények megismétlésének és egy irodalmi
attekintésnek az 6tvozete. A PACAP-nak a hallorendszerben bedltott szerepére vonatkozoan
csak feltételezésekig jut a palyazo. Ezért itt €és a tobbi alfejezetben is tanacsos lett volna a
diszkusszidt 1ényegesen rovidebbre fogni.

Fogfejlddés. A fogfejlddésre vonatkozo vizsgalatokat PACAP génkiiitott és vad tipusu
5 és 7 napos egerek fejlodé molaris €s 1 éves egerek folyamatosan novekvd metszéfogain
végezték.

Ahogyan a bevezetoben olvashatd, a fejlodo fogban a fogpulpaban levo idegrostokban,
az odontoblastokban ¢és a fogpulpa subodonblastikus sejtjeiben lehet PACAP pozitivitast
kimutatni, azaz a PACAP valésziniileg ezekbdl a szoveti elemekbdl szabadulhat fel, és
kotddhet a pulpa subodontobalsticus sejtjei altal expresszalt PAC1 receptorokhoz. Az
eredmények pedig azt mutatjak, hogy a PACAP KO egerekben vékonyabb dentin vastagsagot
mértek és elvaltozasokat talaltak a dentin szervetlen anyag 6sszetételében is. Emelkedett a
sonic hedgehog expresszioja a szekretoros amelobastokban és a stratum intermediumban. A
szekretoros ameloblasztokban emelkedett a Notch jelatviteli itvonal egyes molekulainak az
expresszioja is. Mit gondol a palyazd, hogyan hathat a PACAP a dentin és a zomanc
képzodésére, ha PACI1 receptorokat csak a pulpa subodontoblastikus sejtjein sikeriilt
kimutatni?

Val6szinti, hogy az odontoblastokbol és a subodontoblastikus mesenchymabol
felszabaduld PACAP a subodontoblastikusan expresszaldédd PAC1 receptorokon keresztiil
befolyasolhatja a fogpulpa érését. Ezért az is valoszinisithetd, hogy a PACAP KO allatokban
a fogpulpa besziikiiléséhez a PACAP hidnya is hozzdjarulhat. Ennek a jelenségnek a
molekularis hatterét jo lett volna jobban megvizsgalni az értekezésben.

Varandossag, laktacio. Az értekezésnek ebben a részében vér €s anyatej mintakban
vizsgaltak a PACAP koncentraciot varandos €s sziilt n6kben a terhesség soran és a sziilést
kovetden. Vizsgaltak tovabba a PACAP jelenlétét placenta mintdkban, illetve a PACI receptor
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Azt talaltak, hogy a terhesség alatt az anyai vér PACAP szintje nd, sziiléskor leesik,
majd Gjra visszaemelkedik a terhesség elétti szintre. Jelentds koncentracioban tudtak
kimutatni a PACAP-ot 0jsziilottek vérében is. Ugyanakkor a PACAP szintjét 1ényegesen
alacsonyabbnak mérték az umbilicalis erekben, mint az 0jsziilottek periférias vérében. Mi
okozza ezeket a valtozasokat a vérben mérhetd PACAP koncentraciokban? Milyen sejtek
uiritik a PACAP-ot a vérbe és ezekre hogyan hat a terhesség eldmenetele, az anyaban és a
magzatban? Mi magyarazza azt, hogy az 0jsziilottek periférids vérében lényegesen magasabb
PACAP koncentraciot lehetett mérni, mint az umbilicalis erekben, kiilondsen a vena
umbilicalisban?

A 201. oldalon palyéaz6 azt irja, hogy az anyatejben kimutathato PACAP szdrmazhat az
emlomirigy sejtjeibdl, a tejben talalhato kiilonbozo sejtekbdl vagy az anyai szérumbol. Az
értekezésben szerepld irodalmi hivatkozasok alapjan, valoban elképzelhetd, hogy az
emlomirigy sejtjel termelnek PACAP-ot, amit az anyatejbe iirithetnek. A masik két
valosziniisitett lehetdség azonban tovabbi magyarazatot igényelt volna. Milyen sejtek vannak
az anyatejben, és azok koziil melyek termelhetnek PACAP-ot? Mi az a mechanizmus,
amelynek a segitségével az anyai vérben keringé PACAP az anyatejbe keriilhet?

Ahogyan a palyazo irja az értekezésben a PACAP féléletideje a vérben néhany perc.
Mennyi a PACAP féléletideje az anyatejben? Az jsziilott emésztd rendszerébe keriild



PACAP-nak koriilbeliil hany szdzaléka szivodik fel, és mennyi a PACAP félétideje az
ujsziilottek vérében?

Parkinson kor. Az értekezésnek ebben a részében rotenont tartalmazoé vizben tartott
csigak mozgasi ¢s taplalkozasi deficitjeit, illetve dopamin €s szerotonin szintjeit vizsgaltak,
illetve azt, hogy az allatok testiiregébe injektalt PACAP milyen mértékben védi ki a rotenon
hatasait. Elsodleges kérdésként meriil fel ezzel a kisérlet sorozattal kapcsolatban az, hogy a
rotenon kezelés tekinthetd -e a gerinctelenek Parkinson kor modelljének? A rotenon ugyanis
nem csak a mozgasi mintazatok kialakitasaban résztvevo dopaminerg sejteket pusztitja el,
hanem az 6sszeset, raadasul az allatok szerotonin szintje is jelentdsen csokkent a kezelés
hatasara. Valosziniileg ennek, és az esetlegesen egyidejiileg jelentkezé mas jellegii
degenerativ folyamatoknak koszonhetden, az allatok egy része mar a kezelés 2.-3. napjan
elpusztult €s a kezelés 12. napjat egyikiik sem ¢élte tul. Kétségtelen ugyanakkor, hogy a
PACAP kezelés ezt a komplex degenerativ folyamatot valamelyest lelassitotta.

Egy masik allatmodellben 6-hidroxidopamint (6-OHDA) injektaltak 3 honapos
patkanyok egyik oldali substantia nigra-jaba. A kezelés utan kiilonb6z6 tulélési idoket
kovetden az allatokbol eltavolitottak mindkét oldali substantia nigra-t, majd az eltavolitott
szovetmintakban mérték a dopamin koncentraciot. Azt talaltdk, hogy a nem kezelt oldalhoz
viszonyitva a kezelést kovetd hetedik napra a kezelt oldali substantia nigra-ban a dopamin
szint kb. a felére csOkkent, ezt kdvetden nem csdkkent tovabb. Ezt a cs6kkenést mérsékelte a
6-OHDA kezelés el6tt a substantia nigra-ba injektalt PACAP.

A substantia nigra szovetmintakban mérték a szerotonin koncentraciojat is. Azt
talaltdk, hogy a szerotonin szint is jelentdsen csdkkent, de a szerotonin szint csokkenését nem
mérsékelte a 6-OHDA kezelés el6tt alkalmazott PACAP injekci6. Hogyan magyarazza
palyazo ezt a jelenséget? Mi okozta a 6-OHDA kezelés utani szerotonin szint csokkenést a
substantia nigra-ban, €s ezt a csokkenést miért nem mérsékelte a PACAP?

A 6-OHDA kezelést elvégezték olyan allatokon is, amelyeket ingergazdag
kdrnyezetben neveltek fel. Miutan mérték az allatok kiilonb6zé mozgasi mintazatait arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az ingergazdag kdrnyezet protektiv hatasu a Parkinson-kor
motoros tiinetei kialakuldsanak a tekintetében. Mivel magyardzza palyazo ezt a protektiv
hatast?

Meérték a PACAP szintjét Parkinson-koros betegekben és korrelaciot kerestek a vérben
mérhetd PACAP koncentraci6 és kiilonb6zd kezelési stratégidk, illetve a betegség stilyossagat
jelzd kiilonbozo klinikai vizsgalatok eredményei k6zott. Az egyes korrelacios vizsgalatok
eredményei nagyon valtozatos képet mutattak. Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni
ezekbdl a vizsgalatokbol a PACAP vérben mért koncentracidja €s a Parkinson kor kialakulasa
¢s progresszidja kozott?

Politraumatizalt betegek. Vizsgaltdk 13 politraumatizalt betegben a PACAP és mas
klinikai markerek szintjének valtozasat a betegek vérében a hospitalizacio elsé 5 napjaban. A
PACAP mennyiségében enyhe emelkedést talaltak az id6 elérehaladdsaval, amely enyhe
korrelaciot mutatott a C-reaktiv protein €s a leukocitak antiszedimentacios ratajaval. Ebbol
arra kovetkeztettek, hogy a PACAP szerepet jatszhat a politraumatizalt betegekben kialakulo
gyulladasos folyamatok szabalyozdsaban, mivel irodalmi adatok azt mutatjak, hogy szamos
immunszervben talalhatok PACAP immunpozitiv sejtek. Kovetkezik ebbdl az is, hogy a
vérben mérheté PACAP szint emelkedik mas gyulladasos betegségekben is?

Cardiovascularis koérképek. A fejezet bevezetdje jol mutatja, hogy a PACAP-nak az
erek simaizomsejtjeire €s a szivizomsejtekre gyakorolt hatdsaival meglepden gazdag irodalom
foglalkozik. A kiilonb6z6 hatdsok molekularis hattere meglehetdsen jol ismert.



Mindezeknek az ismereteknek a birtokdban palyazo vizsgalta sertésekben az a.
coronaria sinistra ramus intervenricularis anterior ballon katéterrel valo tranziens elzarasaval
Azt talaltdk, hogy a bal kamra ischemias teriiletén 3 €s 72 6ras reperfuziot kovetéen a PACAP
koncentracidja nem kiilonbozott a kontroll értékektdl, ugyanakkor a bal kamra nem ischemias
terliletein a PACAP szint csokkent. Hogyan magyardzza palyazo ezt az eredményt?

Vizsgaltak tovabba acut myocardialis infarctuson atesett betegekben a vér PACAP
talaltak, hogy az infarctust kovetden a PACAP koncentracié emelkedett a betegek vérében,
majd a sikeres coronaria intervenciot kovetden a PACAP szint fokozatosan csokkent gy,
hogy a 2. nap végére alacsonyabba valt a kontroll értékeknél. Hogyan magyarazza ezt a
jelenséget a palyaz6? Hogyan indukalhatja az acut myocardialis infarctus a PACAP gyors
felszabadulasat az agybol vagy az endokrin mirigyekbdl, ahogyan azt palyazo irja a
diszkusszidban? Az agy milyen teriiletei és milyen endokrin mirigyek vehetnek részt ebben a
reakcidban? A reperfuzio milyen mechanizmus segitségével allithatja le ezt a fokozott PACAP
felszabadulast?
szivelégtelenségben szenvedo betegekben és vizsgaltak, hogy a PACAP koncentracioé milyen
korrelaciot mutat mas klinikailag fontos markerek vérben mérhetd szintjével. Az eredmények
nagyon valtozatosak, egyes markerek pozitiv, masok negativ, és voltak olyanok is, amelyek
nem mutattak korrelaciot a PACAP-pal. Mi az a legfontosabb kdvetkeztetés, amit ezekbdl a
vizsgalatokbol levonhatunk?

Transzplantacié soran végstadiumu ischemias és nem-ischemias cardiomyopathia
miatt eltavolitott s valamilyen ok miatt fel nem hasznalt egészséges donor szivekbol vett
PACAP szintjét mindkét, a PAC1 mennyiségét csak a nem-ischemias beteg csoportban
alacsonyabbnak talaltak a kontroll értékekhez képest. Mi a klinikai jelentésége ezeknek az
eredményeknek?

Malignus tumorok és myeloma multiplex. Mitétileg eltavolitott szovetmintakon
vizsgaltak radioimmunoassay modszer alkalmazaséaval vese, hugyhdlyag, prostata és here
tumoros, €s a szomszédos €p szovetek PACAP 27 és PACAP 38 immunreaktivitasat. Volt ahol
talaltak, volt ahol nem talaltak kiilonbséget a tumoros és ép szovetek PACAP
immunreaktivitasa kozott.

Vizsgaltak a myeloma multiplex-szel diagnosztizalt betegek vérében a PACAP
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PACAP koncentracio alacsonyabb a kontroll csoporthoz képest, de ez az alacsony érték
valamelyest emelkedik a betegség remisszios fazisaiban. A PACAP szint és a kiilonb6z6
laboratoriumi paraméterek kozotti korrelacio nagyan vegyes képet mutatott. Egyes
paraméterek esetében talaltak, masoknal nem talaltak korrelaciot a klinikai paraméter és a
PACAP szint valtozasa kozott. Ebben a fejezetben a palyazo talan emlitésre legméltobb lelete
az volt, hogy habar alacsony mintaszdmmal dolgozva, erds pozitiv korrelaciot taldltak az
Ujonnan diagnosztizalt és kezelésben még nem részesiilt betegek vérében mérheté PACAP
koncentraci6 és a betegek talélési ideje kozott. Ezzel kapcsolatban kérdezem, mit gondol a
palyazo, melyek azok a sejtrendszerek, amelyek fokozott aktivitasa és PACAP termelése
javitja a myeloma multiplex-ben szenvedd betegek tulélési kilatasait?



Osszefoglalasként, palyazo a PACAP-pal kapcsolatos ,,mi” és ,,mennyi” kérdésekre
valaszt keresd extenziv kutatasaival 1étrehozott egy adatbazist, amelybdl kiindulva a jovében
a ,,miért” és ,,hogyan” tipust kérdéseket is fel lehet majd tenni. Ennek az adatbazisnak a
létrehozasaval palyazo kiérdemelte az MTA doktora cimet.
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