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Mindenekel6tt szeretném megkoszonni dolgozatom birdlatara forditott munkajat! Koszonom €pitd
kritikai megjegyzéseit és kérdéseit, melyek szamos uj kutatasi hipotézis és cél megfogalmazasaban
is nagy segitségiinkre lesznek a jovoben.

Professzor Ur kérdéseire adott részletes valaszaim az alabbiakban olvashatok:
Bevezeto
17. oldal: kéttucat irodalmi hivatkozast illeszteni egyetlen mondat utdn nem informativ.

Egyetértek a Birdldo megjegyzésével, a jovOben torekedni fogok a hivatkozasok szdmanak
redukalasara egy mondaton beliil.

24. oldal: a kalcium-kots fehérjék, kiilonosen is a kalcium-puffer fehérjék emelkedett kalcium
szinttel valo osszefiiggése, védelmi szerepe rendkiviil kérdéses; tobb ipari tamogatdssal késziilt (pl.
Bayer) kutatdas feneklett meg, melyek nagy reményt fiiztek ezen pufferfehérjék szerepéhez,
célfehérjeként valo alkalmazdsahoz (egyes tanulmanyok egyenesen a pufferfehérjét tartalmazo
idegsejtek nagyobb sériilékenységét irtak le). Mire gondol, amikor Hackney 2005-ben szerzett
munkdjat idézi, milyen bizonyitékokat ismertet?

Hackney és munkacsoportja (2005) patkany cochlearis szorsejtekben vizsgélta a Ca*-kotd
azon fehérjék szerepét a Ca®" jelatviteli folyamatok szabalyozasiban, melyek fontos szerepet
toltenek be a szOrsejtek transzdukcios €s szinaptikus folyamatainak szabalyozasdban. Kutatasaik
soran azt talaltik, hogy a cochlearis érési folyamatok soran a Ca®'-koté fehérjék mennyisége
csokken a belsé szorsejtekben, ezzel szemben a kiilsé szoérsejtekben magasabb koncentraciokat
detektaltak. Ebbol azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a Ca?" jelatviteli folyamatoknak eltérd
szerepe lehet a két szdrsejtben, ami tiikkr6zi az ingerfeldolgozasban betoltott eltérd funkcidjukat.
Mig a kiils6é szOrsejtek az ingerek erdsitésében, addig a belsd szdrsejtek az erdsitett ingerek gyors
transzmissziojaban jatszanak szerepet. Feltételezésiik szerint a kiils szdrsejtekben detektalhato, a
vézizomzathoz hasonléan magas Ca?*-koté fehérje koncentracié védelmet nyujthat a kiiszobértéket
meghaladd zajterhelés miatt kialakuld, fokozott Ca?*-terhelés karos hatdsaival szemben. Ezt a
megallapitast Fridberger ¢és munkatarsainak (1998) korabbi vizsgalatara alapoztak, akik
tengerimalacbol 1zolalt halantékcsont prepardtum segitségével jellemezték a cochlearis elektromos
valaszokat akusztikus stimuldcidé soran. Azokban az estekben, ahol a zajterhelés a cochlearis
valaszok csokkenését eredményezte, a kiilsé szorsejtek citoplazmajaban detektalhato Ca?
mennyisége szignifikdns emelkedést mutatott, ami erdteljes kontrakcidval jart. Ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a zajartalom soran jelentkez6 fokozott Ca?* bearamlasnak fontos szerepe lehet
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a funkciovesztés kialakuldsaban. Eredményeik arra utalnak, hogy a kiils6 szOrsejtekben nagy
mennyiségben detektalhatd Ca®-koté fehérjék szerepet jatszhatnak a karosodas elleni
védekezésben.

Hackney CM, Mahendrasingam S, Penn A, Fettiplace R. The concentrations of calcium buffering
proteins in mammalian cochlear hair cells. J Neurosci. 2005 Aug 24;25(34): 7867-75. doi: 10.1523/
JNEUROSCI.1196-05.2005. PMID: 16120789; PMCID: PMC6725244.

Fridberger A, Flock A, Ulfendahl M, Flock B. Acoustic overstimulation increases outer hair cell
Ca2+ concentrations and causes dynamic contractions of the hearing organ. Proc Natl Acad Sci U S A.
1998 Jun 9;95(12):7127-32. doi: 10.1073/pnas.95.12.7127. PMID: 9618550; PMCID: PMC22763.

27. oldal: ,,PACAP pozitiv idegrostok szima és a PACI receptor expresszidja is emelkedik a
ligamentum parodontaléban luxdciot kovetoen patkdanyban, igy feltételezhetoen fontos szerepe
lehet a luxdciot koveto regenerdcios folyamatok szabdlyozdsiban.” Ennek mechanizmusat
bizonyitottak, vagy csak feltételezés?

Nonaka és munkatdrsai (2013) kimutattdk, hogy patkdny elsé moléris foganak luxacios
sériilését kovetden a ligamentum parodontaléban szignifikansan emelkedik a PACAP immunpozitiv
idegrostok mennyisége az intakt fogakhoz képest. Emellett vizsgéltdk a regeneracids folyamatokban
fontos szerepet betoltd sejtek koziil az osteoclastokat és osteoblastokat is. Az osteoclastok
jeloléséhez TRAP (tartrate-resitant acid phosphatase) ellenes antitestet, az osteoblastok jelolésére
ALP (alkaline phosphatase) festést alkalmaztak. Mindkét sejttipus fokozott PACI1 receptor
expressziot mutatott a luxacidt kovetden. Kettés immunhisztokémiai jeldléssel bizonyitottdk a
PACAP immunpozitiv rostok és a PACI1 receptor pozitiv sejtek kozotti kapcsolatot. Ezek alapjan
feltételezték a szerzOk, hogy az immunmoduldld, neurotrofikus és neuroprotektiv hatéssal
rendelekezd PACAP szerepet jatszhat a luxacids soran kialakuld immunologiai €s regeneracios
folyamatok szabalyozéasaban, de a pontos hatdsmechanizmusra még nem taléltak bizonyitékot.

Nonaka S, Kitaura H, Kimura K, Ishida M, Takano-Yamamoto T. Expression of pituitary adenylate
cyclase-activating peptide (PACAP) and PACL1 in the periodontal ligament after tooth luxation. Cell Mol
Neurobiol. 2013 Oct;33(7):885-92. doi: 10.1007/s10571-013-9953-4. Epub 2013 Jun 26. PMID: 23801193.

29. oldal: ,A PACAP mindhdrom receptorat, igy a VPACI, VPAC2 és a PACI receptort is
kimutattak emberben normadl és tumoros emlomirigy mintikban (Garcia-Ferndandez et al. 2004;
Moody és Gozes 2007), amely azt feltételezi, hogy a PACAP-nak az emlomirigy fiziologias
miikodésének szabalyozdasa mellett fontos szerepe lehet a tumorgenesisben is.” Nem latok ok-
okozati viszonyt. Milyen bizonyitékot, mechanizmust mutattak arra nézve, hogy a PACAP
daganatképzo hatasu lehet?

A PACAP antiapoptotokus hatasanak hatterében allo kiilonb6z6 molekularis biologiai
utvonalakat a dolgozat bevezetdjében roviden ismertettem. A PACAP a proapoptotikus utvonalak
gatlasaval és az antiapoptotokus Utvonalak serkentésével képes az egészséges sejtek tulélését
segiteni kiilonbozdé karositd tényezokkel szemben. Eddigi ismereteink szerint az egészséges
sejteken a PACAP-nak nincs daganatképzd hatasa, de kiilonbozé tumorsejtekbdl késziilt
sejttenyészetekben is hasonld jelatviteli utvonalakat aktival, ami a sejtek tipusatol fiiggden
sejtproliferaciot serkentd vagy gétld hatéssal is birhat.

Szamos korabbi vizsgélat €s in vitro sejtkultura-modell bizonyitotta a PACAP mindharom
receptoranak jelenlétét és biologiai szerepét emlétumoros mintdkban, melyek aldtdmasztjak a
PAC1/VPAC ttvonalak aktivacidjanak kiemelkedd szerepét az emldrak ndvekedésében. Kiilonbozo
emldtumoros sejtvonalakban kimutattdk, hogy a VIP és a PACAP aktivalja az adenilat-ciklazt,

crer
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serkenti a tumor ndvekedést. Emellett a kiilonboz6 sejtekre kifejtett hatasuk gatolhaté PACI és
VPACI receptor antagonistak segitségével (Leyton et al. 1999; Moody et al. 2001; 2003; 2013;
2016; Garcia-Fernandez et al. 2005). Tovabba, a VPAC-inhibitor (SN)VIPhyb hozzdadasa
kiilonb6zé emlérak sejtvonalakhoz, erdsitette a taxol proliferaciogatld képességét (Moody et al.
2001). Az emlétumor fokozott VPAC receptor expresszidjat diagnosztikus képalkotd modszerek
fejlesztéséhez €s célzott terapias modszerek kidolgozasara is alkalmazzak. Zhang és munkatarsai
emlétumor PET vizsgalat soran ®*Cu-val jelol VIP és a PACAP 4 szintetikus analogjait
alkalmaztak, amelyek nagy affinitassal rendelkeznek a VPAC és a PACI receptorokhoz (Zhang et
al. 2007).

A PACAP eml6étumor sejtekre kifejtett hatdsanak molekuléris bioldgiai hatterét MCF-7
emlétumor sejtvonalon vizsgaltak Zibara és munkatarsai (2018). Kimutattak, hogy a sejtvonalon a
harom PACAP receptor koziil csak a VPAC1 és VPAC2 receptorok expresszalddnak. Eredményeik
azt mutattak, hogy a PACAP kezelés novelte a p-STAT-1 (foszforilalt STAT), p-Src (foszforilalt
Src), p-Raf (foszforilalt Raf), p-AKT (foszforilalt protein kinaz B), p-ERK (foszforilalt
extracellularis szignalreguldlt kinaz) és p-p38 (foszforilalt p38) szintjét a G-proteinhez kotott
utvonalakon keresztiil. A VPAC receptorok stimulalasa tobb mésodlagos jelatviteli utvonalat is
aktivalt, mint példaul a PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz), a cAMP (ciklikus adenozin-
monofoszfat) vagy a PLC (foszfolipaz C). Kimutattak, hogy a p-ERK és a p-AKT aktivélasa a PI3K
utvonalon at a VPACI receptoron keresztiil valosul meg, valamint bebizonyitottak, hogy MCF-7
emldcarcionoma sejtekben a PACAP altal indukalt PI3K/AKT foszforilaci6 FPR2 (formil pepid
receptor 2) receptorokon keresztiil is megvalosulhat. Ezek a masodlagos jelatviteli utvonalak
(cAMP ¢s a PLC), a VPAC2 receptorokon keresztiil a p-p38 ndvekedését is serkentik a MAPK
(mitogén aktivalt protein kinaz)-ttvonalon keresztiil, melyet az intracellularis Ca?* felszabadulas
szabalyoz. A munkacsoport azt is leirta, hogy az MCF-7 sejtek PACAP-pal torténd stimulalasa a
NOX2-n (NADPH-oxidaz) keresztiil a ROS (reaktiv oxigén gyokok) szint gyors és erételjes
novekedését okozta, ami a p-AKT és a p-ERK expresszidjaval egyidejiileg torténik (1. abra). Végiil
azt is kimutattdk, hogy a PACAP receptorok aktivitdsa proapoptotikus utvonalakat is stimulal a Bax
(Bcl-2 asszoszialt apoptosis regulator) serkentésével és a Bcl-2 (B-sejtes lymphoma protein 2)
gatlasaval. Mindezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a PACAP receptorok stimulalasa szamos
olyan jeléatviteli utvonalat aktival, melyek pro- és antiapoptotikus utvonalakat is befolyasolhatnak,
igy a jelatviteli Utvonalak PACAP-fliggd szabalyozasadnak pontosabb megértése nagy jelentdséggel
bir az emlétumor kezelése sordn alkalmazhato, 0j terapias lehetdségek kidolgozésa soran.
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PACAP

1. abra A PACAP hatasanak molekularis biologiai feltérképezése MCF-7 sejteken (Zibara
et al. 2018). AKT (foszforilalt protein kinaz B), ERK (foszforilalt exctracellularis
szignalregulalt kinaz), PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz), cAMP (ciklikus adenozin-
monofoszfat), PLC (foszfolipaz C), ROS (reaktiv oxigén gyokdok).

Garcia-Fernandez MO, Collado B, Bodega G, Cortés J, Ruiz-Villaespesa A, Carmena MJ, Prieto
JC. Pituitary adenylate cyclase-activating peptide/vasoactive intestinal peptide receptors in human normal
mammary gland and breast cancer tissue. Gynecol Endocrinol. 2005 Jun;20(6):327-33. doi:
10.1080/09513590500098240. PMID: 16019382.

Leyton J, Gozes Y, Pisegna J, Coy D, Purdom S, Casibang M, Zia F, Moody TW. PACAP(6-38) is a
PACAP receptor antagonist for breast cancer cells. Breast Cancer Res Treat. 1999 Jul;56(2):177-86. doi:
10.1023/a:1006262611290. PMID: 10573110.

Moody TW, Chan D, Fahrenkrug J, Jensen RT. Neuropeptides as autocrine growth factors in cancer
cells. Curr Pharm Des. 2003;9(6):495-509. doi: 10.2174/1381612033391621. PMID: 12570813.

Moody TW, Gozes |. Vasoactive intestinal peptide receptors: a molecular target in breast and lung
cancer. Curr Pharm Des. 2007;13(11):1099-104. doi: 10.2174/138161207780619000. PMID: 17430173.

Moody TW, Leyton J, Chan D, Brenneman DC, Fridkin M, Gelber E, Levy A, Gozes I. VIP receptor
antagonists and chemotherapeutic drugs inhibit the growth of breast cancer cells. Breast Cancer Res Treat.
2001 Jul;68(1):55-64. doi: 10.1023/a:1017994722130. PMID: 11678309.

Moody TW, Nuche-Berenguer B, Jensen RT. Vasoactive intestinal peptide/pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide, and their receptors and cancer. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2016
Feb;23(1):38-47. doi: 10.1097/MED.0000000000000218. PMID: 26702849; PMCID: PMC4844466.

Zhang K, Aruva MR, Shanthly N, Cardi CA, Patel CA, Rattan S, Cesarone G, Wickstrom E, Thakur
ML. Vasoactive intestinal peptide (VIP) and pituitary adenylate cyclase activating peptide (PACAP) receptor
specific peptide analogues for PET imaging of breast cancer: In vitro/in vivo evaluation. Regul Pept. 2007
Dec 4;144(1-3):91-100. doi: 10.1016/j.regpep.2007.06.008. Epub 2007 Jul 6. PMID: 17727979; PMCID:
PMC2587158.

Zibara K, Zeidan A, Mallah K, Kassem N, Awad A, Mazurier F, Badran B, El-Zein N. Signaling
pathways activated by PACAP in MCF-7 breast cancer cells. Cell Signal. 2018 Oct;50:37-47. doi:
10.1016/j.cellsig.2018.06.009. Epub 2018 Jun 20. PMID: 29935235.
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37. oldal: Mi az oka annak, hogy a PACAP a kiilonbozd tipusu rosszindulati betegségekre
eltéré modon hat (serkent vagy gatol)?

A PACI receptor stimulalasdval szamos daganat novekedése serkenthetd, beleértve a
neuroendokrin, agyi, emld, prosztata, hasnyalmirigy, vastagbél és tid6 daganatokat, mig ezzel
szemben novekedésgatld hatdssal van olyan kozponti idegrendszeri daganatokra, mint a
medulloblastoma ¢s a gliomak (Moody et al. 2016). Ezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a
PACAP-nak eltéré hatasai lehetnek a kiilonb6z6 szdvettani tipusu tumorok novekedésére, ahol a
kiilonboz6 jelatviteli utvonalak az egészséges sejtekhez képest eltérd hatast fejthetnek ki. Vannak
olyan tumorok, ahol a PACAP serkenti a tumorsejtek novekedését, mas sejtvonalakon pedig gatolja
a migraciot vagy proapoptotikus hatasti (Germano et al. 2009; D’ Amico et al. 2021; Lee et al. 2014)
Az ellenkezO hatasok hatterében tobb feltételezett patomechnizmus is allhat. Szdmos korabbi
tanulmany is bebizonyitotta, hogy az egyes sejtvonalak kiilonbdz6 receptor expresszids mintat
mutatnak, amely kovetkeztében a kiilonb6zd sejtvonalak aktivacidja mdas-mas bioldgiai hatdst
fejthet ki (Zibara et al. 2018). Emellett a PACAP receptorok aktivalasa soran mas receptorok is
aktivalodhatnak a kozos jelatviteli ttvonalakon keresztiil. Monocytakon kimutattdk, hogy a PACAP
receptorok stimulalasaval a TrkA (tropomyosin receptor kindz A) receptor is transzaktivalhat6 (Shi
et al. 2010). A G-proteinhez kapcsolt jelatviteli Gtvonalak, amelyek a PACAP receptorokhoz
kapcsolodnak, a sejttipustdl, a helytdl és a kiilsd tényezoktdl fiiggden ellentétes mechanizmusokat
befolyasolhatnak, igy serkenthetik a sejtek tulélését, differencidlodasat, apoptdzisat vagy
migracidjat is (Cameron et al. 2007; Fila et al. 2009).

D'Amico AG, Maugeri G, Vanella L, Pittala V, Reglodi D, D'Agata V. Multimodal Role of PACAP in
Glioblastoma. Brain Sci. 2021 Jul 28;11(8):994. doi: 10.3390/brainsci1l1080994. PMID: 34439613;
PMCID: PMC8391398.

Cameron DB, Galas L, Jiang Y, Raoult E, Vaudry D, Komuro H. Cerebellar cortical-layer-specific
control of neuronal migration by pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide. Neuroscience. 2007
May 11;146(2):697-712. doi: 10.1016/j.neuroscience.2007.02.025. Epub 2007 Mar 23. PMID: 17383102;
PMCID: PMC1951536.

Fila T, Trazzi S, Crochemore C, Bartesaghi R, Ciani E. Lotl is a key element of the pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)/cyclic AMP pathway that negatively regulates neuronal
precursor proliferation. J Biol Chem. 2009 May 29;284(22):15325-38. doi: 10.1074/jbc.M109.002329. Epub
2009 Apr 3. Erratum in: J Biol Chem. 2020 Mar 13;295(11):3746. doi: 10.1074/jbc.AAC120.013005.
PMID: 19346254; PMCID: PMC2685713.

Germano PM, Lieu SN, Xue J, Cooke HJ, Christofi FL, Lu Y, Pisegna JR. PACAP induces signaling
and stimulation of 5-hydroxytryptamine release and growth in neuroendocrine tumor cells. J Mol Neurosci.
2009 Nov;39(3):391-401. doi: 10.1007/s12031-009-9283-7. Epub 2009 Aug 23. PMID: 19701709; PMCID:
PMC6736522.

Lee JH, Lee JY, Rho SB, Choi JS, Lee DG, An S, Oh T, Choi DC, Lee SH. PACAP inhibits tumor
growth and interferes with clusterin in cervical carcinomas. FEBS Lett. 2014 Dec 20;588(24):4730-9. doi:
10.1016/j.febslet.2014.11.004. Epub 2014 Nov 15. PMID: 25451228.

Moody TW, Nuche-Berenguer B, Jensen RT. Vasoactive intestinal peptide/pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide, and their receptors and cancer. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2016
Feb;23(1):38-47. doi: 10.1097/MED.0000000000000218. PMID: 26702849; PMCID: PMC4844466.

Shi GX, Jin L, Andres DA. Src-dependent TrkA transactivation is required for pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide 38-mediated Rit activation and neuronal differentiation. Mol Biol Cell. 2010
May 1;21(9):1597-608. doi: 10.1091/mbc.e09-12-1033. Epub 2010 Mar 10. PMID: 20219970; PMCID:
PMC2861617.

Zibara K, Zeidan A, Mallah K, Kassem N, Awad A, Mazurier F, Badran B, El-Zein N. Signaling
pathways activated by PACAP in MCF-7 breast cancer cells. Cell Signal. 2018 Oct;50:37-47. doi:
10.1016/j.cellsig.2018.06.009. Epub 2018 Jun 20. PMID: 29935235.
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Célkitiizések Altaldban: azokndl a témakiroknél, ahol a PACAP mennyiségét méri,
milyen lehetéségeket lat a terdpias beavatkozdsokkal kapcsolatban; mennyiben segiti a
molekularis mechanizmusok azonositdsdat?

A diszkusszié végén emlitést tettem arrol, hogy a preklinikai vizsgéalatok eredményei alapjan
tobb korkép esetén is felmeriilt a PACAP kezelés klinikai alkalmazhatdsaganak lehetdsége, igy
sclerosis multiplexben (Tan et al. 2011), vagy intranasalis terapia segitségével kiilonbozd
neurodegenerativ korképek, kognitiv zavarok vagy stroke esetén (Solés-Tarrés et al. 2020; Cherait
et al. 2021; Guo et al. 2021), valamint szemcsepp formajaban retinadegeneracié kapcsan (Szabo et
al. 2021). A fazis II. klinikai vizsgalatokig csak a migrénes paciensekkel kapcsolatos kutatasok
jutottak (Rustichelli et al. 2020; Togha et al. 2021; Dominguez-Moreno et al. 2022; Tanaka et al.
2023).

Ezen vizsgélatok alapjat az képezte, hogy a PACAP tartds értagitd hatasan keresztiil képes
fejfajast kivaltani, és ezért feltételezhetd, hogy a PACAP tutvonal célzott gatlasa igéretes terapias
lehetdséget jelenthet migrénben (Rubio-Beltran et al. 2018). Tobb klinikai vizsgalat is indult ezzel
kapcsolatban az elmult években. Az elsd vizsgalatban az AMG 301-et, egy PACI1 receptort gatld
monoklonalis antitestet alkalmaztak epizodikus vagy kronikus migrénben szenvedd betegeknél, de
nem talaltak szignifikdns kiilonbséget a placeboval kezelt csoporthoz képest (Ashina et al. 2021;
Clinical Trial NCT03238781). Egy masik vizsgélatban egy PACAP-hoz ko6tddé monoklonalis
antitestet vizsgaltak (Lu AG09222), amely megakadalyozza a PACAP receptorhoz valo kotddését,
¢s kimutattak, hogy a kezelés szignifikdnsan csokkentette a havi migrénes napok szamat a
placeboval kezelt csoporthoz képest (Lundbeck 2021; Clinical Trial NCT05133323). Végiil a
legujabb klinikai vizsgalatban a PACI receptort célz6 monoklonalis antitestet, a LY3451838-at
vizsgaltak terdpiarezisztens migrénes csoportban, azonban a végleges kisérleti eredmény még nem
keriilt publikalasra (Clinical Trial NCT04498910).

A szisztémas PACAP kezelés klinikai alkalmazhatosaganak sajnos korlatja lehet az, hogy a
molekula olyan széleskorii hatassal rendelkezik, mint a korabban emlitett migrén aktivalo hatas
vagy az altaldnos antiapoptotikus hatds, amely a rosszindulati sejtek novekedését is eldsegitheti.
Kiilonb6zd neuropeptid-analdogok vagy kémiai modifikacié segitségével azonban lehetdség nyilhat
specifikus, célzott terapidk kidolgozasara. A PACAP glikozilalasaval példaul ndvelhetd a vér-agy
gaton valo atjutds, ami protektiv hatdsi a Parkinson-kor modelljében €s traumas agysériilésben
(Apostol et al. 2022). Emellett az analdgok alkalmazéasa a terdpias felhasznalas alternativ modja
lehet olyan molekuldk esetében, amelyek a PACAP-hoz hasonlo protektiv hatassal rendelkeznek, de
kisebb mértékii cardiovascularis mellékhatasokat mutatnak (Lee és Seo 2014; Lamine et al. 2016).

A PACAP kezelés korabban felsorolt korlatjai miatt klinikai vizsgalataink legfontosabb
célja a PACAP potencialis biomarker szerepének vizsgalata kiilonb6z6 akut és kronikus korképben.
Munkank soran arra toreksziink, hogy részletesen feltérképezzik a PACAP-38 valtozasat
kiilonbozd fizioldgias és patoldgias allapotokban és azonositsuk a szignifikdns korrelacidkat a
klinikai gyakorlatban széles kortien alkalmazott betegség-specifikus biomarkerekkel. Fontos
megjegyezni, hogy a keringd PACAP-38 szintje nem biztos, hogy 6nallé6 biomarkere lehet az egyes
betegségeknek, de tobb, a klinikai gyakorlatban is alkalmazott markerrel egy diagnosztikai
panelben kombinalva felhasznalhato lehet egyes betegségek korai diagnozisara és a progresszid
vagy a terapias valasz megbizhato elérejelzésére. Ezek a multiplex diagnosztikai panelek nemcsak
fokozhatjdk a laboratoriumi vizsgalatok specificitasat, érzékenységét és megbizhatosagat, de
javithatjdk a diagnosztikai értékiiket egyetlen markerhez képest. Az, hogy a PACAP j6
prognosztikai, prediktiv vagy hatékonysagi biomarker lesz-e a kiilonb6z6 betegségekben, és hogy
beépithetd lesz-e a rutin klinikai gyakorlatba, a jovoben megvalaszolando6 kérdés.

A dolgozatban szerepld klinikai vizsgalatokat legtobb esetben szdmos in vitro €s in vivo
kisérlet elézte meg, ahol a molekularis hatadsmechanizmusokra kordbban mar probaltunk valaszt
talalni az adott korfolyamatok kapcsan. Ezen eredményeket a diszkusszioban kertiltek részletezésre.
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41. oldal: ... de a protektiv hatds hatterében dllo pontos molekularis biologia utvonalak
még nem ismertek. Emellett a Parkinson-koros betegek széleskorii klinikai vizsgdlatdaval sem
foglalkozott még egy kutatocsoport sem” Elobbivel kapcsolatban sikeriilt eredményt felmutatni,
vagy mds munkacsoport jelentetett meg eredményeket sejtszintii mechanizmussal kapcsolatban?

A PACAP Parkinson-kérban bizonyitott neuroprotektiv hatasanak hatterében allo
mechanizmusok feltérképezésével munkacsoportunk is foglalkozott a klinikai vizsgalatokat
megeldzéen. Ennek soran szamos in vitro és in vivo Parkinson-koér modellben vizsgaltuk a PACAP
hatasat immunhisztologia és molekuldris biologiai vizsgalatok segitségével.

A PACAP protektiv hatasanak hatterében all6 molekularis bioldgiai Gtvonalakat salsolinol
¢és inflammatorikus medidtorok altal indukalt toxicitassal szemben dopaminerg neuroblastoma (SH-
SY5Y) sejtvonalon vizsgéltuk. Ebben az in vitro Parkinson-kér modellben a PACAP kezelés
koncentraciofiiggd modon csokkentette a sejtpusztulds mértékét és az apoptotikus Utvonalak
aktivalodasat a caspase-3 gatlasaval, amely hatas a PACAP receptor antagonista PACAP6-38
kezelést kdvetden nem érvényesiilt (Brown et al. 2013, 2014). Az in vitro kisérletek mellett a
PACAP jelatviteli uatvonal protektiv  hatasanak  bizonyitasara  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridinnel (MPTP) kezelt Parkinson-koros makakokban vizsgaltuk a PAC1 receptor
expressziojat a basalis ganglionok teriiletén. Vizsgélataink sordn szignifikdnsan kisebb
immunpozitivast talaltunk a nucleus caudatus, a putamen és globus pallidus teriiletén a parkinsonos
allatokban, de nem talaltunk valtozast a cortexb6l szarmazo mintakban. L-DOPA (levodopa)
kezelés hatdsara egyes agyteriileteken kisebb mértékii expresszid csokkenést talaltunk, ami szintén
alatdmasztja a PACAP szerepét ezen korfolyamatban (Fehér et al. 2018). A Parkinson-kor
patomechanizmusaban szdmos fehérje jatszik szerepet. Ezen fehérjék valtozasat nano-HPLC-MS
modszer segitségével vizsgaltuk 6-OHDA kezelést kovetden a substantia nigraban (Maasz et al.
2014). A mérés soran 95 kiilonbozd fehérjét analizéltunk, de ezek koziil csak a PARK7 chaperon
fehérje esetében talaltunk szignifikans eltérést a kezelést kovetden, ezért munkank soran a PARK?7
(DJ-1) chaperon fehérjevaltozasat is jellemeztiik patkany Parkinson-kér modellben. A 6-OHDA
kezelés hatasara csokkent a PARK7/DJ-1 fehérje mennyisége, amit PACAP kezelést kovetden mar
nem tudtunk kimutatni (Jiingling et al. 2021).

Munkacsoportunkon kiviil szamos mas kutatocsoport is vizsgalta a PACAP dopaminerg
sejtekre kifejtett protektiv hatdsdnak hatterében all6 mechanizmusokat. Bizonyitast nyert, hogy a
PACAP stimulédlja a dopamin szintézisében fontos szerepet jatszo tirozin-hidroxilaz (TH) enzim
aktivitasat kiilonb6zo sejtvonalakon (Moser et al. 1999; Corbitt et al. 2002). A PACAP azonban
nem csak az enzim aktivitast képes befolydsolni, hanem a dopaminerg sejtek szamat is noveli
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mesencephalicus dopaminerg sejtkultiraban 6-OHDA kezelést kovetden (Takei et al. 1998). Egy
masik modellben a PACAP kezelés megvédte a PC12 pheochromocytoma sejteket az 1-metil-4-
fenilpiridinium (MPP™) toxicitassal szemben (Chung et al. 2005). Ez a véddhatas igazolddott
neuroblastoma sejtekben (Deguil et al. 2007) és mesencephalicus neuron-glia kultirakban is a
lipopoliszacharid (LPS) (Yang et al. 2006), valamint PC12 sejtekben a rotenon altal kivaltott
toxicitassal szemben (Wang et al. 2005).

A leglijabb vizsgalatok kimutattak, hogy 6-OHDA-nal kezelt SH-SY5Y neuroblastoma
sejtvonal esetében a CREB, AKT ¢és ERK foszforilacié fokozhato lipid nanopartikulumokhoz
asszocialt PACAP kezelés soran (Wu et al. 2023). Egy masik tanulmany azt is megerdsitette, hogy
a liposzomak Altal szallitott PACAP az MPP" toxicitassal szemben is képes megvédeni az SH-
SYS5Y neuroblastoma sejteket (Barra et al. 2022). Ugyanezen sejtek felhasznalasaval Fan és
munkatarsai (2022) kimutattdk, hogy a PACI receptor alloszterikus modulatora neuroprotektiv
hatast fejt ki az MPTP toxicitassal szemben. Yu és munkatarsai kimutattak (2020), hogy a PACAP
novelte a sejtek ¢életképességét és a dopaminszintet, mikdozben csdkkentette a caspase-3 aktivaciot
az MPP* toxicitasnak kitett Neuro2a sejtekben. Az MPP*-toxicitassal szembeni in vitro védd
potencialt egy rovidebb PACAP fragmentum, a PACAP1-23, kapcsan is kimutattdk (Lamine et al.
2019), valamint bebizonyitottak, hogy a PACAP38 és analogjai hatékonyabb védelmet fejtenek ki
neuroblastoma sejteken, mint a PACAP27 (Poujol et al. 2018). Szamos tanulmany irta le azt is,
hogy a PACAP gyulladascsokkentd hatasa szerepet jatszik neuroprotektiv hatasanak kifejtésében.
Broome és munkatarsai (2022) kimutattak, hogy BV-2 microglia sejtkultaraban mind a PACAP,
mind a VIP képes ellenstlyozni a rotenon altal kivaltott microglia-aktivaciot azaltal, hogy
megakadalyozza a gyulladasos markerek, példaul a nitrogén-oxid, CD11lb, MMP-9 ¢és IL-6
emelkedését.

A sejtszinti  mechanizmusok feltérképezéséhez szamos allatkisérletes modellt is
alkalmaztak. Wang és munkatérsai kimutattdk, hogy a PACAP védi a dopaminerg neuronokat az
MPTP-indukalta egér Parkinson-kér modellben, ahol bebizonyitottak, hogy neuroprotekcid
hatterében nemcsak dopaminerg Gtvonalak, hanem a cholinerg neurotranszmisszi6d valtozasanak is
szerepe lehet, amely a striatalis D2-receptorokhoz kapcsolodik (Wang et al. 2008). Egy masik
kisérletben a PACAP és analdgja az MPTP altal kivaltott gyulladasos (TNF-a, IL-6) és apoptotikus
(caspase-3) markerek expresszidjat is csokkentette (Lamine et al. 2016). Prosztaglandin J2-vel
indukalt neuroinflammacios Parkinson-kér modellben Shivers és munkatarsai (2014) azt is
megallapitottak, hogy a PACAP infuzi6 képes csdkkenteni a dopaminerg sejtvesztést €s a motoros
deficitet, de nem tudta ellensulyozni a microglia aktivaciét. A PACAP antiapoptotikus ¢és
antiinflammatorikus hatasa mellett egy (j mechanizmust is leirtak Lamine-Ajili €és munkatarsai
(2016), akik kimutattak, hogy a PACAP az autophagia gatlasaval is képes csokkenteni a sejthalalt
MPTP-indukalt sejtkdrosodas esetén.
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46. oldal: Az in vitro kisérletekben mi alapjan hataroztik meg a PACAP koncentrdaciojat?
(Miért 100nM?)

A vizsgalataink soran alkalmazott 100 nM-os koncentracid kivalasztdsahoz korabbi in vitro
vizsgélatok eredményét vettiink alapul, ahol a sajat kisérleti protokollunkhoz hasonléan maés
kutatdcsoportok is a 10-100 nM-os PACAP koncentraciot talaltak effektivnek a kiillonbozd toxikus
karosito hatasokkal szemben.

A sz0rsejtek in vitro vizsgélatait megel6zden munkacsoportunk tobb mas sejttenyészeten is
tanulmanyozta a PACAP citoprotektiv hatasat H2O2-indukalta oxidativ stresszel szemben, ahol
szintén nM-os koncetracioban alkalmaztuk a PACAP-ot. Myocardialis ¢és endothel
sejttenyészetekben igazoltuk a PACAP antiapoptotikus hatdsat oxidativ stressz-indukalta karosodas
esetén (Gasz et al. 2006 a,b; Réacz et al. 2007). E kisérletekhez hasonldan a belsd fiil sejttenyészeten
1s eldteszteléseket végeztiink az optimalis dozis meghatarozasa céljabol.

Az egyik legelsé publikdcioban Vaudry ¢és munkacsoportja vizsgalta a PACAP
koncentracio-fliggd védo hatdsat H2O2-indukalta oxidativ stressz karosodéassal szemben cerebellaris
szemcsesejt kulturaban. Ebben a vizsgilatban a leghatékonyabb doézisnak a 107 M-os PACAP
kezelés bizonyult, ezért alkalmaztunk mi is a 100 nM-0s koncentraciot (Vaudry et al. 2002) a
vizsgalataink soran.

Gasz B, Racz B, Roth E, Borsiczky B, Ferencz A, Tamds A, Cserpes B, Lubics A, Gallyas Jr F, Toth
G, Lengvari I, Reglddi D. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide protects cardiomyocytes against
oxidative stress-induced apoptosis. Peptides. 2006; 27(1): 87-94. doi: 10.1016/j.peptides.2005.06.022.
PMID: 16095757. (a)
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Gasz B, Rdacz B, Roth E, Borsiczky B, Tamas A, Boronkai A, Gallyas Jr F, Toth G, Reglodi D.
PACAP-38 inhibits oxidative stress-induced activation of MAP kinase-dependent apoptotic pathway in
cultured cardiomyocytes. Ann N Y Acad Sci. 2006; 1070(1): 293-7. doi: 10.1196/annals.1317.029. PMID:
16891268. (b)

Racz B, Gasz B, Borsiczky B, Gallyas F Jr, Tamas A, Jozsa R, Lubics A, Kiss P, Roth E, Ferencz A,
Toth G, Hegyi O, Wittmann I, Lengvari I, Somogyvari-Vigh A, Reglodi D. Protective effects of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide in endothelial cells against oxidative stress-induced apoptosis. Gen
Comp Endocrinol. 2007 Aug-Sep;153(1-3): 115-23. doi: 10.1016/j.ygcen.2006.12.006. Epub 2006 Dec 27.
PMID: 17270184.

Vaudry D, Pamantung TF, Basille M, Rousselle C, Fournier A, Vaudry H, Beauvillain JC, Gonzalez
BJ. PACAP protects cerebellar granule neurons against oxidative stress-induced apoptosis. Eur J Neurosci.
2002 May;15(9):1451-60. doi: 10.1046/j.1460-9568.2002.01981.x. PMID:12028355.

49. oldal: ,,A képeket a Spot Basic Programmal készitettiik és Adobe Photoshop 7.0
segitségével analizaltuk.” A Photoshop programmal milyen analizis tortént? (Ez a program nem
analizis program).

Elnézést kérek a pontatlan fogalmazasért! Természetesen az Adobe Photoshop 7.0
programot nem analizishez hasznaltuk, hanem a publikacidhoz sziikséges abrak elkészités¢hez.

52. oldal: , Nissl-festés analizise sordn azon sejteket vettiitk szamitiasba, amelyeket
nucleolusok alapjan egyértelmiien idegsejtként lehetett definidalni.” A kariometriai analizisek —
melyek jelenleg alkalmazottakndl osszetettebbek (értsd: egymdst koveté metszeteken torténo
kiilonbségek oOsszehasonlitasa, stereologia, Abercrombie-maodszer, sth.) - csak az idegsejtekre
korlatozodnak? Gliasejtek az analizisbol a magvacska megléte/nem megléte esetén valoban
kizarhato? ldegsejt nem lehet olyan sejt, melynek éppen az adott metszeten éppen nem ldtszik a
magvacskaja?

Természetesen egyetértek a Birdld felvetésével, miszerint valoszinilileg voltak a képeinken
olyan sejtek, amik idegsejtek voltak, de nem latszott a nucleolus és ezért nem szamoltuk Oket.
Jelenleg nem ismeriink olyan irodalmi adatot, amiben a vad és a PACAP KO egerek idegsejtjeinek
morfologiaja €s mérete kozott szignifikans kiillonbség mutatkozott volna, igy azt feltételezziik, hogy
az idegsejt morfologia azonos, és statisztikai alapon a két metszetben ugyanolyan aranyban
fordulhat el6, hogy egy idegsejt nucleolusa beleesik vagy nem esik bele a képbe. Mivel nem
talaltunk a két csoport kozott eltérést, ilyen irdnyban nem vizsgalddtunk tovabb. Amennyiben lett
volna eltérés, a pontosabb analizis céljabol neuron-specifikus markerrel végeztink volna
immunfestést (pl. NeuN).

60. oldal: a Saint Maire fixdlo oldat a leirds szerint 99%-0s etilalkoholt tartalmaz. Hogyan
kell ezutan értelmezni/miért kell ezutdn felszallo alkoholsort alkalmazni?

A Saint Marie fixal6 oldat 100 ml-re szdmolva 99 ml 96%-o0s ethanolbdl és 1 ml tomény
ecetsavbol all. Mivel az immunhisztokémiai eljarasok soran a tomény ecetsav zavarhatja az antitest
bekotddesét vagy akar ki is csaphatja azt, ezért a fixalast kovetden alkoholos mosast végziink, mely
igy maximalisan eltavolitja az ecetsav nyomait anélkiil, hogy a korabbi fixalast és az epitopok
szerkezetét befolyasolna.
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73. oldal: Mit tud a PARK7/DJ-1 fehérje filogenetikai megorzottségérol? A
puhatestiiekben azonos az emberben talalttal? Vizsgalhato az emlésokben/emberben alkalmazott
reagensekkel?

A Parkinson-koérral kapcsolatos vizsgalataink soran elséként mutattuk ki a PARK7/DJ-1
fehérje jelenlétét gerinctelen modellszervezetben. A Balatoni Limnologiai Kutatointézetben
dolgozé kollaboratoraink, Pirger Zsolt ¢és munkacsoportja, holland kollégékkal kozosen,
szekvenaltdak a nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) kozponti idegrendszerének teljes
transzkriptomjat részben abbdl a célbol, hogy feltarjdk az oOregedésben és a neurodegenerativ
betegségekben szerepet jatszo, evolucidsan konzervalt homoldg szekvencidkat (Fodor et al. 2020).
Az elvégzett elemzéssel az volt a céljuk, hogy megerdsitsék a gerincteleneken végzett vizsgéalatok
relevanciajat az  Oregedésben ¢és a neurodegenerativ  elvaltozasok hatterében  allo
patomechnaizmusok kutatdsaban. Szdmos evoluciésan magasan konzervalt molekula jelenlétét
igazoltak az L. stagnalis kozponti idegrendszerében, koztiik példaul a gelsolin, a presenilin, a
huntingtin, és az amiloid prekurzor fehérjét, melyek az oregedés, amyloidosis és az Alzheimer-kor
kapcsan ismertek, tovabba, ezek mellett a Parkinson-kor fehérje 7/Protein deglycase DIJ-1
szekvenciajat is azonositani tudtak. Noha a PARK7/DJ1 fehérje valos fiziologiai funkcidjat ezidaig
nem tartdk fel a gerinctelen modellben, azt azonban igazoltak, hogy magas homoldgiaval jelen van
a kozponti idegrendszerben, mennyisége szignifikdnsan megvaltozik a rotenonnal indukélt dopamin
deplécié soran, igy jelen tudasunk szerint feltételezziik, hogy a PARK7/DJ-1 fehérje az emlds
szovetek analizise sordn hasznalt reagensekkel gerinctelen szervezetekben, igy csigdkban is
vizsgalhato.

Fodor I, Urban P, Kemenes G, Koene JM, Pirger Z. Aging and disease-relevant gene products in the
neuronal transcriptome of the great pond snail (Lymnaea stagnalis): a potential model of aging, age-related
memory loss, and neurodegenerative diseases. Invert Neurosci. 2020 May 24;20(3):9. doi: 10.1007/s10158-
020-00242-6. PMID: 32449011; PMCID: PMC7246240.

100. oldal: ,Vad tipusu és homozgigota PACAP-génkiiitott egerek cochledjanak
morfologiai dsszehasonlitisa sordn a hematoxilin-eozinnal festett metszeteken nem taldltunk
szignifikans eltérést” Ez mindségi megdllapitdst jelent? Ha igen, a szignifikans jelzd nem
értelmezheto.

Elnézést a pontatlan fogalmazasért, a HE festést kovetd morfologiai dsszehasonlitds soran
kvantitativ 0sszehasonlitd vizsgalatokat nem végeztiink, ezért egyetértek azzal, hogy a szignifikans
jelzé nem értelmezhetd.

108. oldal: Mi lehet a magyarazata annak, hogy hang hatdsdra a sejtaktivdacio szamossdga
csak a hallopalya elso szakaszan marad el PACAP KO dllatokban? Milyen eredményt varna a
hallokéregben?

A cochlearis magok teriiletén (VCN, DCN) mindkét csoportnal zajmentes kornyezetben
csak néhany sejtben tudtunk kimutatni c-Fos aktivitast, amely jelolddés a hanginger hatiséara
szignifikans neuronalis aktivaciot mutatott mindkét csoportban, de a PACAP-génkilitott egerek
esetében ez szignifikdnsan kisebb volt, mint a vad egerekben. Ezzel szemben a hallopalya
centrdlisabb részében, a SOC (oliva superior complex), NLL (nuclei lemnisci lateralis), IC
(colliculus inferior) magokban, a csendben tartott allatok esetében is emelkedett sejtaktivaciot
irtunk le, ami zaj hatdsara tovabbi szignifikans novekedést mutatott minden allatban, azonban nem
talaltunk eltérést a vad és PACAP-génkiiitott egerek kozott. Végiil a hallokéreg (AU1) vizsgalata
soran mar zajmentes kornyezetben is olyan magas sejtaktivacio volt mérhetd, ami zaj hatdsara sem
mutatott tovabbi emelkedést. A centralis magokban zajmentes kornyezetben detektalhatd fokozott
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neuronalis aktivacié arra utal, hogy ezen magok komplex szerepet toltenek be a hangingerhez
kapcsolodo informéciok feldolgozasaban, és a hallopalyan kiviil mas idegrendszeri 0sszekottetéssel
is rendelkeznek. A SOC afferentacidja érkezhet az IC-on kiviil a thalamusbol és az elsddleges
hallokéregbdl is, de emellett kiillonbozd szerotoninerg és noradrenerg kdzpontokbol is. Az NLL az
IC-bol, €s azon keresztiil az els6dleges szomatoszenzoros kéregbdl, az agytorzsi szomatoszenzoros
magokbol is kap informdcidt, és természetesen, az elsddleges hallokéregbdl, ahol emellett a
multimodalis informaciéfeldolgozas is zajlik (Thompson €s Thompson 1993; Thompson ¢és
Schofield 2000; Bajo és King 2013). A komplex neuronalis 0Osszekottetésekkel rendelkezd
halozatokban szamos kiilonb6z6 neurotranszmitter vesz részt, amelyek szerepet jatszhatnak az
endogén PACAP hianyabol adodo aktivacios kiilonbségek kiegyenlitésében, ami magyarazatul
szolgalhat a két egércsoport hasonld eredményeire a hallopalya centralisabb teriiletein. Ezen
kompenzaciés folyamatok pontos feltérképezése a jelenleg is folyamatosan zajlo kutatasaink célja.

Bajo VM, King AJ. Cortical modulation of auditory processing in the midbrain. Front Neural
Circuits. 2013 Jan 3;6: 114. doi: 10.3389/fncir.2012.00114. PMID: 23316140; PMCID: PMC3539853.

Thompson AM, Schofield BR. Afferent projections of the superior olivary complex. Microsc Res
Tech. 2000 Nov 15;51(4): 330-54. doi: 10.1002/1097-0029(20001115)51: 43.0.CO;2-X. PMID: 11071718.

Thompson AM, Thompson GC. Relationship of descending inferior colliculus projections to
olivocochlear neurons. J Comp Neurol. 1993 Sep 15;335(3): 402-12. doi: 10.1002/cne.903350309. PMID:
82275217.

110. oldal: A jelolt két KIT-et hasznal, hogy egér ductus cochlearisbol késziilt
homogenizitumok  fehérjedsszetételét megvizsgalja; nem  talal  kiilonbséget.  Milyen
fehérjéket/tipusu fehérjéket tekintve vart valtozast PACAP KO egerekben? Lefedte az alkalmazott
vizsgalat 93 fehérjéje ezeket a varakozasokat; nem kapott fals negativ eredményt a kovetkeztetést
tekintve (nincs kiilonbség)?

Ductus cochlearis homogenizatum fehérjedsszetételének vizsgalataval az volt a célunk, hogy
feltérképezzikk a gyulladasos markerként definidlt kiilonbozo citokinek ¢€s az érrendszeri
elvaltozasokhoz kapcsolddd angiogenetikus fehérjék szintjét vad egerek és PACAP KO egerek
Osszehasonlitasaval. Ezen kiteket azért valasztottuk, mert az jol ismert, hogy a gyulladéssal és
érrendszeri elvaltozasokkal kapcsolatos eltérések kulcsszerepet jatszanak az idegi hallaskarosodas
kiilonbozd tipusainak kialakuldsaban (London és Gurgel, 2014; Kalinec et al., 2017; Koles et al.,
2019). A fehérjeprofil analizis soran a 93 vizsgalt faktorbol csak 13 fehérje esetében tudtunk
detektalhatd mennyiséget kimutatni. Ezek koziil tobb olyan molekulat azonositottunk, amelyek
részt vesznek az angiogenetikus folyamatokban (pl. savas-fibroblaszt ndvekedési faktor [FGF], C-
X-C motif chemokine 12 [CXCL12]), az antiangiogenetikus folyamatokban (pl. endostatin, Serpin
F1), kemotaktikus hatdssal birnak (pl. B-lymphocyta kemoattraktans [BLC], thrombocyta faktor 4
[PF4], CXCL12), vagy a koagulacioban jatszanak szerepet (pl. PF4, szoveti faktor [TF]). Emellett
az ubikviter sejtfelszini dipeptidyl-peptiddz-4-et (DPPIV), az antiapoptotikus osteopontint és a
sejtkozottt adhézidos molekula CD54 jelenlétét is kimutattuk. Szignifikdns kiillonbséget nem
talaltunk ezen fehérjék esetében a vad és PACAP KO egerek kozott, amely alapjan azt a
kovetkeztetés vontuk le, hogy a PACAP KO egerek hallascsokkenése valdszintileg nem a belso fiil
gyulladasos vagy angiogenetikus eredetli elvaltozdsaibdl szarmazik, de természetesen ezt nem
tudjuk teljes bizonysaggal kizarni. Szamos olyan kit is létezik, amely az altalunk vizsgalt
faktorokon kiviil mas faktorok vizsgalatara is alkalmas. A negativ eredményt az is okozhatta, hogy
természetesen a vizsgalati protokoll finomitasaval és tovabbi kitek alkalmazasaval lehetséges, hogy
pozitiv eltéréseket is ki tudunk mutatni a jévében.
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Kalinec GM, Lomberk G, Urrutia RA, Kalinec F. Resolution of Cochlear Inflammation: Novel
Target for Preventing or Ameliorating Drug-, Noise- and Age-related Hearing Loss. Front Cell Neurosci.
2017 Jul 7;11: 192. doi: 10.3389/fncel.2017.00192. PMID: 28736517; PMCID: PMC5500902.

Koles L, Szepesy J, Berekméri E, Zelles T. Purinergic Signaling and Cochlear Injury-Targeting the
Immune System? Int J Mol Sci. 2019 Jun 18;20(12): 2979. doi: 10.3390/ijms20122979. PMID: 31216722;
PMCID: PMC6627352.

London NR, Gurgel RK. The role of vascular endothelial growth factor and vascular stability in
diseases of the ear. Laryngoscope. 2014 Aug;124(8): E340-6. doi: 10.1002/lary.24564. Epub 2014 Jan 28.
PMID: 24347479.

113. oldal: Hogyan értelmezi azt az eredményét, hogy az alaphelyzetben is magas
kalciumkoto fehérje expresszio a homozigota PACAP-génkiiitott egerekben kanamicin kezelés
hatdasara nem emelkedett tovabb?

Vizsgalataink sordn a PACAP-génkiiitott egerekben jelentdsen magasabb Ca®*-koté fehérje
expressziot talaltunk, mint a vad tipusu egerekben. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
endogén PACAP hidnydban a szdrsejtek Ca?" homeosztazisa zavart szenvedhet, és a megndvekedett
intracellularis Ca®* koncentracié miatt a Ca?*-kétd fehérje expresszidja megndvekedett. Igy
feltételezhetjiik, hogy az endogén PACAP fontos szerepet jatszhat a szOrsejtek fiziologias
miikddésének fenntartdsaban, és annak hidnyaban a szérsejtek érzékenyebbek lehetnek a Ca?
homeosztazist is érintd ototoxikus karosoddsokkal szemben. Az aminoglikozid antibiotikumok
ototoxikus hatdsa is a szabadgyokok fokozott termelésére és az intrinsic apoptotikus utvonalak
aktivalasara vezethetd vissza, ami intracellularis Ca®* koncentracié emelkedést eredményez jelezve,
hogy a Ca?*-kétd fehérjék fontos szerepet jatszanak ezen folyamatokban (Orrenius et al., 1992;
Trump ¢és Berezesky, 1996). A vad tipusu és heterozigota PACAP-génkiiitott egerekben a kezelés
utan szignifikAnsan magasabb Ca?'-kotd fehérje expresszidt mértiink a szorsejtekben, mig a
homozigota PACAP-génkilitott egerekben az alaphelyzetben is emelkedett expresszid nem nott
tovabb. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy endogén PACAP hianydban a PACAP génkilitott
egerekben a Ca?*-kotd fehérjék expresszidja mar elérte azt a szintet, amely nem képes tovabbi
upregulaciora, ezért nem tudja kivédeni az ototoxikus hatdsokat, és a szdrsejtek korai apoptozisa
mar normal koriilmények kozott is elindul (Tombal et al., 2002). Az immunhisztoldgiai vizsgalat
szemben vannak finomabb elektromikroszkopos modszerek, amit a kordbbi valaszomban emlitett
Hackney és munkacsoportja (2005) is hasznalt a Ca?*-kotd fehérjék véltozasanak detektaldsara, ahol
szoveti immunogold jeldléssel pontos Osszehasonlitd vizsgalatok végezhetdk és kis eltérések is
szamszerlsithetok. Lehetséges, hogy ezzel a pontosabb moddszerrel tudtunk volna tovabbi
emelkedést detektalni a KO egerekben is.

Hackney CM, Mahendrasingam S, Penn A, Fettiplace R. The concentrations of calcium buffering
proteins in mammalian cochlear hair cells. J Neurosci. 2005 Aug 24;25(34): 7867-75. doi: 10.1523/
JNEUROSCI.1196-05.2005. PMID: 16120789; PMCID: PMC6725244.

Orrenius S, McCabe MJ Jr, Nicotera P. Ca(2+)-dependent mechanisms of cytotoxicity and
programmed cell death. Toxicol Lett. 1992 Dec;64-65 Spec No: 357-64. doi: 10.1016/0378-4274(92)90208-
2. PMID: 1335178.

Tombal B, Denmeade SR, Gillis JM, Isaacs JT. A supramicromolar elevation of intracellular free
calcium ([Ca(2+)](i)) is consistently required to induce the execution phase of apoptosis. Cell Death Differ.
2002 May;9(5):561-73. doi: 10.1038/sj.cdd.4400999. PMID: 11973614.

Trump BF, Berezesky IK. The role of altered [Ca2+]i regulation in apoptosis, oncosis, and necrosis.
Biochim Biophys Acta. 1996 Oct 11;1313(3): 173-8. doi: 10.1016/0167-4889(96)00086-9. PMID: 8898851.
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116. oldal: Mi lehet az oka annak, hogy PACAP KO egerekben a zomdnc és a dentin
szervetlen és szerves anyag valtozdsai ellentétesen alakulnak?

A zomanc és a dentin szervetlen és szerves anyag Osszetételének vizsgalatdt Raman
spektroszkopiaval végeztiik. Ot napos PACAP KO és vad egerek fejlddd molaris fogait és 1 éves
egerek metszofogait hasonitottuk dssze.

A Raman mérések a dentin és a zomanc organikus allomanyaban is kiilonbséget mutattak 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 mésodlagos konformacigjat illetéen. A dentin
f6 organikus alkotoéeleme az I-es tipusu kollagén, de emellett mas, nem kollagén tipusu fehérjék is
megtalalhatok benne, mint a kis integrin koté N-glikolizalt fehérjék (SIBLINGs) vagy a dentin
matrix protein-1 (DMP1) fehérje, amelyek fontos szerepet toltenek be a kristalynovekedés ¢és a
mineralizaci6 szabalyozasaban (Butler és Ritchie 1995; Qin et al. 2004; Orsini et al. 2008),
valamint a hidroxiapatithoz valé kotddésben (Gericke et al. 2010). A PACAP-génkiiitott egereknél
kimutatott kisebb ,random coil” diverzitds befolyasolhatja a fehérjék asvanyi anyagokhoz,
kollagénhez ¢és a sejtfelszinekhez valo kotddését, és igy szerkezeti eltérésekhez vezethet. A zomanc
organikus Osszetevéiben detektalt kiilonbségek a zomancfehérjék izoformai kozotti eltérésre
utalhatnak. A fehérjék masodlagos konformacidvaltozdsaban detektalhato eltérések kimutathatok a
zomanc fejlodését is érintd betegségekben, mint példaul az amelogenesis imperfectaban, aminek az
amelogenin konformaciés zavara 4ll a hatterében (Lakshminarayanan et al. 2010).

A dentin szervetlen komponenseinek vizsgalata soran a PACAP KO egereknél mint a
fejlédé molaris fogakban, mind a metszéfogakban a hidroxiapatit kristdlyok magasabb foku
rendezetlenségét mutattuk ki. Eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP-génkiiitott allatok
dentinje kevésbé kristalyosodott, rendezetlenebb, kisebb krisztallit méretli bioapatit jellemzi, és
fejlodésében is elmarad a vad egerekhez képest. A zomanc szervetlen anyag Osszetételében nem
tudtunk kimutatni szignifikans eltéréseket, ami a két szovet mineralizacios kiilonbségeibdl adddhat.
A zomanc és a dentin mineralizadciojdnak szabalyozasdban is fontos szerepet toltenek be a
kiilonb6z6 matrix fehérjék (Moradian-Oldak és George 2021). A dentin mineralizacidja soran
meghatarozo6 szerepe van a kollagén rostoknak, melyek egy elére meghatarozott vazként segitik a
nem kollagén tipust fehérjék és a kritdlyok szabalyos elrendezddését a rostok kozott. Ezzel
szemben a zomancban az amelogeninben gazdag extracellularis matrix folyamatosan szekretalodik
¢s a nem-amelogenin fehérjékkel és az dsvanyi anyaggal egy folyamatosan formalédé matrixot
eredményez, amely magyardzhatja a zomanc és a dentin szervetlen alloméanyanak vizsgalata soran
detektalt eltéréseket.

Butler WT, Ritchie H. The nature and functional significance of dentin extracellular matrix proteins.
Int J Dev Biol. 1995 Feb;39(1): 169-79. PMID: 7626404.

Gericke A, Qin C, Sun Y, Redfern R, Redfern D, Fujimoto Y, Taleb H, Butler WT, Boskey AL.
Different forms of DMP1 play distinct roles in mineralization. J Dent Res. 2010 Apr;89(4): 355-9. doi:
10.1177/0022034510363250. Epub 2010 Mar 3. PMID: 20200415; PMCID: PMC2873044.

Lakshminarayanan R, Bromley KM, Lei YP, Snead ml, Moradian-Oldak J. Perturbed amelogenin
secondary structure leads to uncontrolled aggregation in amelogenesis imperfecta mutant proteins. J Biol
Chem. 2010 Dec 24;285(52): 40593-603. doi: 10.1074/jbc.M110.131136. Epub 2010 Oct 7. PMID:
20929860; PMCID: PMC3003358.

Moradian-Oldak J, George A. Biomineralization of Enamel and Dentin Mediated by Matrix
Proteins. J Dent Res. 2021 Sep;100(10):1020-1029. doi: 10.1177/00220345211018405. Epub 2021 Jun 21.
PMID: 34151644; PMCID: PMC8381691.

Orsini G, Ruggeri A, Mazzoni A, Nato F, Falconi M, Putignano A, Di Lenarda R, Nanci A, Breschi
L. Immunohistochemical localization of dentin matrix protein 1 in human dentin. Eur J Histochem. 2008
Oct-Dec;52(4): 215-20. doi: 10.4081/1219. PMID: 19109095.
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Qin C, Baba O, Butler WT. Post-translational modifications of sibling proteins and their roles in
osteogenesis and dentinogenesis. Crit Rev Oral Biol Med. 2004 Jun 4;15(3): 126-36. doi:
10.1177/154411130401500302. PMID: 15187031.

118. oldal: A Notch receptorokat vizsgdlva a 2-es tipus esetében taldl kiilonbséget PACAP
KO dllatokban a fogfejlodés folyaman. Kiilonbozik valamiben/mi jellemzi a Notch2 receptor
medialta jelatviteli utvonalat a masik harom tipussal szemben? Le lehet vonni kiovetkeztetést?

A Notch jelatviteli utvonalnak fontos szerepe van a fogfejlédés szabalyozasaban, ugyanis
funkcidji leanysejtek, igy a kiillonboz6 rétegek kialakuldsat (Cai et al. 2011). A Notch jelatviteli
utvonalban négy receptor molekula (Notchl, 2, 3, 4), valamint 6t ligand (DLL1, 3, 4 és Jaggedl, 2)
vesz részt, amelyek l-es tipust transzmembran fehérjék (Lindsell et al. 1995; Luo et al. 1997). A
ligandok receptorhoz vald kotésének hatasara a TNF-a (tumor nekrdzis faktor o) konvertaldé enzim
(TACE) levagja a Notch intracellularis egységet (Notch intracellularis domén, NICD) a receptorrol,
ami a sejtmagba keriil. Ott kotést hoz 1étre a CSL transzkripcids faktorral (CBF1 humans/Su(H)
Drosophila/LAG1 Caenorhabditis elegans) (Katoh és Katoh 2006).

Vizsgalataink sordn mind a négy Notch receptor expressziojat vizsgaltuk 5 napos vad,
heterozigdta és homozigota PACAP-génkiiitott (KO) egerek fejlodd molaris fogain, és a korabbi
vizsgalatokhoz hasonléan mi is detektalni tudtuk a Notch receptorok jelenlétét a fejlodé fogakban
(Mirsiadis et al. 1995). A kiilonb6z6 gentotipusu egerek Osszehasonlitdsa sordn szignifikans
kiilonbséget csak a Notch 2 receptor expresszio kapcsan taldltunk az adamantoblastok rétegében.
Korabban Mitsiadis ¢és munkatarsai (1999) is bizonyitottdk a kiilonb6zd receptorok eltérd
expressziojat patkanyokban, ugyanis a sériilt fogakban fokozott Notch 2 expresszidt irtak le. Ezt
kovetden a Notch 2 expressziot emberi fogakban is feltérképezték normal koriilmények kozott és
sériilést kovetéen (Mitsiadis et al. 2003). A fogfejlédés utolsd6 harang stddiumaban, a mi
vizsgalatainkhoz hasonloan, Notch 2 expressziot irtak le az adamantoblastok rétegében, a reticulum
stellatumban, a stratum intermedium teriiletén és a sudodontoblasticus rétegben is. Bar a Notch 2
immunreaktivitas teljesen hianyzott az ¢ép felndtt fogakban, carries sordn fokozott expressziot
figyeltek meg a carries kozelében elhelyezkedd odontoblastokban és az erek falaban, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a Notch 2-nek fontos szerepe lehet a regenerdcidos folyamatok
szabalyozasaban. Emelett a Notch 2 aktivalodasat leirtdk a sériiléstol tavol elhelyezkedd
pulpasejtekben is, amibdl az feltételezték, hogy a Notch képes a sejtproliferacié mellett a sejtek
magasabb Notch 2 aktivitast taldltunk, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezen utvonalnak
kiemelt szerepe lehet a fogfejlddés sordn a sejtproliferaciod, sejtdifferenciacid és apoptotikus
folyamatok kozotti egyenstly fenntartdsdban, amely konnyen sériilhet patologids elvaltozasok
soran.

Cai X, Gong P, Huang Y, Lin Y. Notch signalling pathway in tooth development and adult dental
cells. Cell Prolif. 2011 Dec;44(6):495-507. doi: 10.1111/j.1365-2184.2011.00780.x. Epub 2011 Oct 4.
PMID: 21973022; PMCID: PMC6495681.

Katoh M, Katoh M. Notch ligand, JAG1, is evolutionarily conserved target of canonical WNT
signaling pathway in progenitor cells. Int J Mol Med. 2006 Apr;17(4): 681-5. PMID: 16525728.

Lindsell CE, Shawber CJ, Boulter J, Weinmaster G. Jagged: a mammalian ligand that activates
Notchl. Cell. 1995 Mar 24;80(6): 909-17. doi: 10.1016/0092-8674(95)90294-5. PMID: 7697721.

Luo B, Aster JC, Hasserjian RP, Kuo F, Sklar J. Isolation and functional analysis of a cDNA for
human Jagged2, a gene encoding a ligand for the Notch1 receptor. Mol Cell Biol. 1997 Oct;17(10): 6057-
67. doi: 10.1128/MCB.17.10.6057. PMID: 9315665; PMCID: PMC232455.

Mitsiadis TA, Lardelli M, Lendahl U, Thesleff I. Expression of Notch 1, 2 and 3 is regulated by
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epithelial-mesenchymal interactions and retinoic acid in the developing mouse tooth and associated with
determination of ameloblast cell fate. J Cell Biol. 1995 Jul;130(2):407-18. doi: 10.1083/jcb.130.2.407.
PMID: 7615640; PMCID: PMC2199945.

Mitsiadis TA, Fried K, Goridis C. Reactivation of Delta-Notch signaling after injury: complementary
expression patterns of ligand and receptor in dental pulp. Exp Cell Res. 1999 Feb 1;246(2):312-8. doi:
10.1006/excr.1998.4285. PMID: 9925746.

Mitsiadis TA, Roméas A, Lendahl U, Sharpe PT, Farges JC. Notch2 protein distribution in human
teeth under normal and pathological conditions. Exp Cell Res. 2003 Jan 15;282(2):101-9. doi:
10.1016/s0014-4827(02)00012-5. PMID: 12531696.

128. oldal: Mi a jelentosége a méhlepényben és a magzati vérben talalhato PACAP szint
valtozdasoknak?

A varandossag €s sziilés soran detektalhaté PACAP szint valtozasok azt bizonyitjak, hogy az
endogén PACAP szintek érzékenyen reagalnak ezen élettani folyamatokat kdvetd hormonalis
valtozasokra. Szamos kutatasi eredmény 4all rendelkezésiinkre a PACAP varandosaggal,
termékenységgel, valamint a méh simaizomzatinak Osszehuzodéasaval és az uteroplacentaris
nyert, hogy a PACAP szabdlyozza a f6 gonadalis hormonok, a hypothalamusbol felszabaduld
gonadotrop-releasing hormon (GnRH), valamint a hypophysisben termel6dé folliculus stimulalo
hormon (FSH) és luteinizdld hormon (LH) termelését. PACAP kezelés hatdsira fokozodik a
neurohypophysis oxitocin €s vazopresszin termelése, valamint az adenohypophysisben az FSH-n és
LH-n kiviil a novekedési hormon (GH), adrenocorticotrop homon (ACTH) és a prolaktin (PRL)
szekrécioja (Koppan et al. 2022). Ezen adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a varandossag
neuroendokrin szabalyozéasaban részt vevo kdzponti idegrendszeri struktirdk és endokrin mirigyek
sejtjei szerepet jatszhatnak a PACAP szint emelkedésében, mely rendszerek érzékenyen kovetik a
fiziologias folyamat alatt zajlé hormondlis valtozasokat a kiilonbozé stimulaldé hormonok
termelésének szabalyozéasaval.

A késOi terhességben talalt magasabb plazma PACAP szint azt mutatja, hogy a kozponti
idegrendszeren és az endokrin mirigyeken kiviil, a placenta is részt vehet a PACAP termelésben. Ez
0sszhangban van azzal a vizsgélatunkkal, amely szerint a placenta PACAP tartalma n6 a terhesség
soran. Vizsgalataink sordn az emberi placentamintdkat abortuszbol szarmazé (9 hetes, n = 7) és
terminusra sziiletett placentdkbdl (n = 6) gyljtottiik. Mintat vettiink a placenta foetalis felszinén
elhelyezkedd chorionbolyhokbdl (trophoblast sejtekbdl) €és az anyai oldalon taldlhaté decidua
sejtekbdl. RIA modszer segitségével mindegyik placentamintaban igazolni tudtuk a PACAP-27 és
PACAP-38 jelenlétét. A placentamintakban szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a
PACAP-27 szintekhez viszonyitva. A PACAP-38 szintje szignifikins emelkedést mutatott a
placenta érése soran mind az anyai, mind a magzati részbdl szarmazo mintdkban, ezzel szemben a
PACAP-27 elemzése soran csak az anyai oldalon mutattunk ki szignifikans emelkedést (Brubel et
al. 2010).

Tobb kutatasi eredmény is azt mutatja, hogy a PACAP valoban fontos szabdlyozd
tényezOként miikodik a terhesség alatt. Példaul a PACAP-génkiiitott egerek csokkent
termékenységet mutatnak, foként a nem megfeleld decidualizacié miatt (Lajko et al. 2018). Egy
masik tanulmany szintén kimutatta a PACAP potencidlis jelentdségét az anyai fetoplacentaris
keringés szabalyozasaban. Kimutattak, hogy a peptid mindkét forméja (PACAP-38 és 27) relaxaciot
okoz a villusartéridkon és a myometridlis artériakon (Streenstrup et al. 1996). igy a PACAP-nak az
uteroplacentaris egységben betolttt vazoregulacios szerepe feltételezhetd, ami magyarazatot adhat
a sziilés soran megfigyelt hirtelen PACAP csokkenésre. Emellett a PACAP neurotrofikus faktor,
amely nagyon fontos szerepet jatszik az idegrendszer fejlddésében. Az immunrendszer érésében
valo részvételérdl is beszamoltak, valamint fontos szerepe lehet a stresszfolyamtok szabalyozasdban
is, ez is magyarazhatja a varandossag alatt detektalhat6 emelkedett PACAP szintet (Waschek et al.
2002; Delgado et al. 2003; Gaszner et al. 2012).
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A koldokerekben mérheté PACAP forrdsa pontosan nem ismert. Az arteria umbilicalisban,
amely a magzat vénas vérét szallitja a placentdba, szignifikdnsan magasabb PACAP szintet
mértiink, mint a vena umbilicalisban, ami a placentabol szallitja az oxigéndus és tapanyagban
gazdag vért a magzathoz, ami arra utal, hogy a placentdn és az anyai szdveteken kiviil a magzatnak
is fontos szerepe van a PACAP termelésében, amely elengedhetetlen az egészséges magzati fejlodés
soran (Reglddi et al. 2010). Az umbilicalis erekben detektalhato alacsonyabb PACAP koncentréacio
hatterében tobb mechanizmus is feltételezhetd. Szerepet jatszhat benne a placentalis barrier, amely
megakadalyozza a PACAP transzportjat az anyai vérbdl a magzati vérbe, emellett a kldokzsinor €s
a placenta keringése specialis hormonalis €s vascularis szabalyozas alatt all, amely kiilonbozik a
periférids vérkeringés szabdlyozédsatol, ezért is lehetséges, hogy a PACAP koncentracidja
kiilonbozhet a koldokzsindr ereiben €s a periférias mintakban.

Brubel R, Boronkai A, Reglodi D, Racz B, Nemeth J, Kiss P, Lubics A, Toth G, Horvath G, Varga T,
Szogyi D, Fonagy E, Farkas J, Barakonyi A, Bellyei S, Szereday L, Koppan M, Tamas A. Changes in the
expression of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in the human placenta during pregnancy
and its effects on the survival of JAR choriocarcinoma cells. J Mol Neurosci. 2010 Nov;42(3): 450-8. doi:
10.1007/s12031-010-9374-5. Epub 2010 May 7. PMID: 20449689.

Delgado M, Abad C, Martinez C, Juarranz MG, Leceta J, Ganea D, Gomariz RP. PACAP in
immunity and inflammation. Ann N Y Acad Sci. 2003 May;992:141-57. doi: 10.1111/j.1749-
6632.2003.tb03145.x. PMID: 12794054,

Gaszner B, Kormos V, Kozicz T, Hashimoto H, Reglodi D, Helyes Z. The behavioral phenotype of
pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide-deficient mice in anxiety and depression tests is
accompanied by blunted c-Fos expression in the bed nucleus of the stria terminalis, central projecting
Edinger-Westphal nucleus, ventral lateral septum, and dorsal raphe nucleus. Neuroscience. 2012 Jan
27;202:283-99. doi: 10.1016/j.neuroscience.2011.11.046. Epub 2011 Dec 9. PMID: 22178610.

Lajko A, Meggyes M, Fulop BD, Gede N, Reglodi D, Szereday L. Comparative analysis of decidual
and peripheral immune cells and immune-checkpoint molecules during pregnancy in wild-type and PACAP-
deficient mice. Am J Reprod Immunol. 2018 Oct;80(4):e13035. doi: 10.1111/aji.13035. Epub 2018 Aug 9.
PMID: 30091267.

Koppan M, Nagy Z, Bosnyak I, Reglodi D. Female reproductive functions of the neuropeptide
PACAP. Front Endocrinol (Lausanne). 2022 Sep 20;13:982551. doi: 10.3389/fend0.2022.982551. PMID:
36204113; PMCID: PMC9531758.

Reglodi D, Gyarmati J, Ertl T, Borzsei R, Bodis J, Tamas A, Kiss P, Csanaky K, Banki E, Bay C,
Nemeth J, Helyes Z. Alterations of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide-like immunoreactivity
in the human plasma during pregnancy and after birth. J Endocrinol Invest. 2010 Jul-Aug;33(7): 443-5. doi:
10.1007/BF03346621. PMID: 20671407.

Steenstrup BR, Jorgensen JC, Alm P, Hannibal J, Junge J, Fahrenkrug J, Ottesen B. Pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP): occurrence and vasodilatory effect in the human
uteroplacental unit. Regul Pept. 1996 Mar 22;61(3):197-204. doi: 10.1016/0167-0115(95)00156-5. PMID:
8701036.

Waschek JA. Multiple actions of pituitary adenylyl cyclase activating peptide in nervous system
development and regeneration. Dev Neurosci. 2002;24(1): 14-23. doi: 10.1159/000064942. Erratum in: Dev
Neurosci. 2003 Nov-Dec;25(6): 393. PMID: 12145407.
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130. oldal: Mitél pusztultak el a rotenonnal kezelt csigak? Hogyan akaddalyozta ezt meg a
PACAP kezelés?

A vizsgalataink soran alkalmazott rotenon csiga modellt Vehovszky és munkatarsai (2007)
altal elvégzett kisérletek alapjan valasztottuk, akik kiilonbozé dozisu rotenon kezelés hatasat
vizsgaltak Lymnea stagnalis-okban. A csigakat kiilonb6z6 koncentracioju (0,1-5 uM) akut és
kronikus rotenon kezelésnek vetették ala, amely progressziv és irreverzibilis viselkedési zavarokat
okozott az allatoknal. Az altalunk is alkalmazott subletalis dozisu 0,5 uM rotenonnal valo krénikus
expozicié a spontdn mozgdas ¢€s a taplalkozasi magatartas fokozatos csokkenéséhez vezetett, ami a
rotenon kezelés 7. napjara komplettalodott. A kezelés 7. napjan készitett kozponti idegrendszeri
preparatumban az azonositott dopaminerg neuron (Right Pedal Dorsal 1; RPeD1) altal kivaltott
posztszinaptikus potencialok eltiintek, mig az RPeD1 altal egy peptiderg neuronbol (Visceral
Dorsal 4; VD4) kapott szinaptikus bemenetek még mitkdddképesek voltak bizonyitva a dopamin
(DA) sejtek szelektiv karosoddsat. Immunhisztokémiaval igazoltdk, hogy a tirozin-hidroxilaz
immunreaktivitds a kimutathatd szint ala csokkent mind az RPeD1 neuronok sejttestében, mind
azok axonjaban. Végiil a HPLC vizsgalat a rotenon kezelés 7. napjara a DA szint jelentds (25%-0S)
csOkkenését igazolta a neuronokban. Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a Lymnaea stagnalis megfeleld gerinctelen modell a Parkinson-kor tanulmanyozéisara, mivel
lehetévé teszi a dopaminerg rendszerek rotenonra adott valaszanak kozvetlen elemzését az
idegrendszerben viselkedési €s sejt szinten egyarant.. Ezen modell alkalmazhat6sagat tamasztja ala
az, hogy a rotenon kezelés konnyen kivitelezhetd, ugyanis vizben oldva felszivodik a testfelszinen,
vagy lenyeli az allat a tadplalkozas soran. Emellett a kezelés hatasara gyorsan kialakuld és konnyen
nyomon kovetheté motoros deficitek alakulnak ki, ami mozgasi, taplalkozasi, keringési és 1égzési
zavarokkal is tarsul, végiil az allat haldlahoz vezet. Ennek hatterében elsdsorban a nagyméretii
dopaminerg RPeD1 neuron karosodasa all, amely alapvetéen a mozgas koordinalasaért felelés jobb
oldali labdicban (ganglion pedale) helyezkedik, de befolyasolja a taplalkozéds szabalyozasaban
szerepet jatszo neuronok miikodeését a pofadicban (ganglion buccale), valamint ezen feliil alapvetd
szerepe van a keringési €s 1égzési rendszereket miikodtetd kdzponti mintazatgeneratorok (central
pattern generator; CPG) szabalyozédsaban is (Syed ¢és Winlow 1991; Fodor et al. 2020). A L.
stagnalis kozponti idegrendszerének sémas rajza a 2. abran tekinthetd meg. Az RPeD1 neuron
konnyen azonosithatd elhelyezkedése €s nagy meérete (80-120 um) okén a jobb oldali pedalis
ganglionban a statociszta mellett, igy segiti az elektrofiziologiai vizsgalatokat, a szovettani
elemzéseket és megkdnnyitik a dopaminerg mechanizmusok kozvetlen vizsgalatat is. A rotenon
kezelés soran igazolt DA szint csokkenés, a tirozin-hidroxildz (TH) immunreaktivitds hidnya és a
dopaminerg sejtek szelektiv karosodasa szintén a modell alkalmazhatdsagat igazolja a Parkinson-
kor preklinikai vizsgélata soran.

20



PECSI TUDOMANYEGYETEM
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatémiai Intézet

B4 and B3

RPeD1

2. abra: A L. stagnalis kozponti idegrendszere és neuronjai.
(A) Az izolalt teljes kozponti idegrendszer sematikus abraja (dorsalis nézet), amely a paros
(bal és jobb) buccalis (LB, RB), agyi (LC, RC), pedalis (LPe, RPe), pleuralis (LPl, RPI), parietalis
(LPa, RPa) és nem parositott zsigeri (V) ganglionokbdl all. (B) Izolalt kozponti idegrendszer, amely
a 11 egymadssal 6sszekapcsolt ganglion elrendezddését mutatja. A ganglionok felszinén élénk
narancssarga szinl, pigmentalt idegsejtek talalhatok. (C) Azonositott egyes neuronok: B4 (balra),
B3 (jobbra; a taplalkozés végrehajtasaért felelds motoros neuronok), CGC (a taplalkozast és a
tanulast modulalé interneuron az agyi ganglionokban) és RPeD1 (a 1égzést €s a szivverést
szabalyozd interneuron a pedalis ganglionban).

A PACAP Parkinson-kor modellekben bizonyitott neuroprotektiv hatasanak hatterében allo
lehetséges mechanizmusokat korabban mar részleteztem. Szamos in vitro €s in vivo Parkinson-kor
modellben bizonyitottdk védd hatasat a dopaminerg sejteket érdé karosodassal szemben. A korabban
részletezett vizsgalatokon kiviil halakban és gerinctelenekben is bizonyitottdk a PACAP védo
hatasat. MPTP-vel kezelés hatasara zebradanid embriokban csokken a TH-pozitiv neuronok szama
a diencephalonban és a DA szint a telencephalon teriiletén, amely karosodassal szemben a PACAP
kezelés neuroprotektivnek bizonyult (Poujol de Molliens et al. 2019). Ecetmuslicakon (Drosophila
melanogaster) végzett vizsgalatok soran a paraquat altal kivaltott toxicitast a PACAP-kezelés
javitotta, mig a PACAP antagonista PACAP6-38 csokkentette a legyek paraquattal szembeni
ellendlld képességét, amely védd hatast a caspase aktivacid és a reaktiv oxigén gyokok
felszabadulasanak gatlasan keresztiil ért el (Hajji et al. 2019). Ezek az eredmények megerdsitik a
PACAP evoluciosan konzervalt védd hatasat ezen neurodegenerativ korképben.

Fodor I, Hussein AA, Benjamin PR, Koene JM, Pirger Z. The unlimited potential of the great pond
snail, Lymnaea stagnalis. Elife. 2020 Jun 16;9:e56962. doi: 10.7554/eLife.56962. PMID: 32539932;
PMCID: PMC7297532.

Hajji K, Mteyrek A, Sun J, Cassar M, Mezghani S, Leprince J, Vaudry D, Masmoudi-Kouki O,
Birman S. Neuroprotective effects of PACAP against paraquat-induced oxidative stress in the Drosophila
central nervous system. Hum Mol Genet. 2019 Jun 1;28(11):1905-1918. doi: 10.1093/hmg/ddz031. PMID:
30715303.

Poujol de Molliens M, Jamadagni P, Létourneau M, Devost D, Hébert TE, Patten SA, Fournier A,
Chatenet D. Design and biological assessment of membrane-tethering neuroprotective peptides derived from
the pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type 1 receptor. Biochim Biophys Acta Gen Subj. 2019
Nov;1863(11):129398. doi: 10.1016/j.bbagen.2019.07.007. Epub 2019 Jul 12. PMID: 31306709.

Syed NI, Winlow W. Coordination of locomotor and cardiorespiratory networks of Lymnaea
stagnalis by a pair of identified interneurones. J Exp Biol. 1991 Jul;158:37-62. doi: 10.1242/jeb.158.1.37.
PMID: 1919413.
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Vehovszky A, Szabo H, Hiripi L, Elliott CJ, Hernadi L. Behavioural and neural deficits induced by
rotenone in the pond snail Lymnaea stagnalis. A possible model for Parkinson's disease in an invertebrate.
Eur J Neurosci. 2007 Apr;25(7):2123-30. doi: 10.1111/j.1460-9568.2007.05467.x. PMID: 17439496.

134. oldal: Mit jelent, mi a kovetkezménye annak, hogy a rotenon kezelés okozta dopamin
és szerotonin szint valtozasokat a PACAP eltéré modon befolydasolja? Miért torténik ez a
kettosség?

A L. stagnalis kozponti idegrendszerében a DA mellett nagy mennyiségben detektalhatok
szerotoninerg neuronok is (Tuchina et al. 2012). Szerotonin immunpozitiv neuronok talalhatok az
agyi ganglionban és a buccalis ganglionokban, melyek fontos szerepet toltenek be a taplalkozas
szabalyozasaban. A DA tartalmt sejtek mellett szerotoninerg neuronok talalhatok a mozgas
szabalyozasaért felelds pedalis ganglionban is. Vizsgélatunk soran rotenon kezelés hatdsara a DA
szint mellett a szerotonin szint is csokkent, ami feltételezhetéen annak a kovetkezménye, hogy a
toxin hatdsara ezen sejtek is karosodast szenvedtek, melyek hozzéjarulhatnak a motoros és
taplalkozasi deficitek kialakuldsdhoz és az allatok korai haldlozdsahoz. A PACAP kezelést kovetden
a szerotonin szint kapcsdn nem taldltunk hasonlé emelkedést, mint a DA szint vizsgalata soran,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP kezelés protektiv hatdsa szelektiven csak az Orias
RPeD1 dopaminerg sejteken érvényesiil. Ezen feltételezés bizonyitasara tovabbi vizsgélatok
sziikségesek.

Tuchina OP, Zhukov VV, Meyer-Rochow VB. Distribution of serotonin and FMRF-amide in the
brain of Lymnaea stagnalis with respect to the visual system. Dongwuxue Yanjiu. 2012 Jun;33(E1-2):e1-12.
doi: 10.3724/SP.J.1141.2012.01-02el. PMID: 22653864.

136. oldal: A 1V.4.2.2. dbra iizenete, hogy a 6-OHDA kezelt oldali sejtszamcsokkenést az
ingergazdag kornyezet megmenteni képes. A meglévo statisgtikai kiilbnbség mogott csekély
abszolutérték kiilonbség van; mennyire lehet jelentos ez biologiailag? Akdar a kevesebb sejt is
lehet hatdsosabb, ha a szinaptikus miikodése fokozodik a célteriileten. Vannak (akdr mdstol
korabbi) eredmények ezzel kapcsolatban?

Ebben a kisérletben a korai ingergazdag kornyezet protektiv hatdsat Parkinson-kor
allatkisérletes modelljében vizsgaltuk. Az immunhisztologiai vizsgalat soran szignifikdnsan
nagyobb sejtpusztulast talaltunk a substantia nigra pars compactajaban a 6-OHDA-nal kezelt
standard ketrecben tartott allatokban a kontroll, fiziologids sooldattal kezelt allatokhoz képest. Ezzel
ellentétben az ingergazdag kornyezetben tartott allatok esetében a 6-OHDA kezelés nem okozott
szignifikans sejtkarosodast a kontroll csoporthoz viszonyitva. A standard ketrecben tartott
allatoknal a dopaminerg sejtek kozel 24%-a karosodott, mig az ingergazdag kornyezetben tartott
allatoknal a sejtpusztulas mértéke csaknem a fele (kb. 15%-o0s) volt az el6z6 értéknek. Sajnos ez az
arany a IV.4.2.2. abrarol nem olvashato le pontosan, mivel az y tengely jeldlése soran a 100%-0S
étéket 1,0-nak jeloltik, igy a 15%-os kiilonbség, csak 0,15%-os eltérésként értelmezhetd. A
szOvettani vizsgalattal kimutatott szignifikans eltérést a motoros tiinetek vizsgélata soran is igazolni
tudtuk, ugyanis az ingergazdag kornyezetben tartott allatok itt is jobban teljesitettek az dgaskodasok
szamaban és a mozgassal toltott id6 tekintetében, ami az abszolutértékben kis mértékii sejtszdm
csokkenés jelentds biologiai szerepére utal.

Az ingergazdag kornyezet neuroprotektiv hatdsat szamos neuroldgiai korkép allatkisérletes
modelljében bebizonyitottdk mar, ennek kedvezd hatdsait eldszor Donald O. Hebb irta le (1947),
amikor megfigyelte, hogy a haziallatként tartott patkdnyok jobban teljesitettek problémamegoldo,
memoria- ¢és tanuldsi feladatokban, mint az ingerszegény kornyezetben tartott allatok. Ezen els6
megallapitdsok Ota szdmos tanulmany irta le a kdrnyezeti tényezok fontossagat és protektiv hatdsat,
amit a subsatntia nigra dopaminerg sejtjeinek védelme mellet mas Gtvonalakon keresztiil is képes
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kifejteni.

Az ingergazdag kornyezet képes befolyasolni az idegrendszer fejlodését, ndvelni a
gliogenezist az agykérgi régiokban és fokozni az oligodendrocytdk szamat; emellett elOsegiti a
szinapszisok kialakuldsat, valamint noveli az angiogenezist és a kéreg vastagsagat (Kleim et al.
1996). Az ingergazdag kornyezet védd hatdsat kutatocsoportunk is kimutatta tobbféle karositd
hatdssal szemben, mint példdul a postnatalis monosodium-glutamat toxicitas, ¢és kiilonbozd
ujsziilottkori és felndttkori retinakarosodasok kapesan (Kiss et al. 2011, 2013; Szabadfi et al. 2009).
Szamos vizsgalat bizonyitja, hogy az ingergazdag kornyezet az ischaemias és traumds sériilések
altal okozott idegi sériilésekkel szemben is védd hatdssal bir. Emellett kiemelkedd eredményeket
értek el ingergazdag kornyezet alkalmazasaval mas neurodegenerativ betegségekben is, mint
példaul a Huntington-kér, az Alzheimer-kor és az amyotrophias lateralsclerosis. A védéhatasok
hatterében all6 mechanizmusok ko6zé sorolhatd tobbféle neurotrofikus és neuroprotektiv faktor,
példaul az agybol szarmazéd neurotrofikus faktor (BDNF), az idegndvekedési faktor (NGF) és a
gliasejtekbdl szarmazd neurotrofikus faktor (GDNF) szintjének ndvekedése (Nithianantharajah et
al. 2006). Ingergazdag kornyezetben nevelkedett allatok kevésbé érzékenyek az MPTP karositd
hataséra is, amely hatterében a striatumban detektalhatdo emelkedett GDNF és BDNF expresszio,
valamint a dopamin transzporter (DAT) csokkent szintje feltételezhetd, melyek eldsegitik a
dopaminerg sejtek tulélését a karositd hatassal szemben (Bezard et al. 2003). Tovabba leirtak, hogy
az ingergazdag koriilmények kozott tartott patkanyok jelentésen jobb motoros teljesitményt
mutatnak 6-OHDA-indukalta karositassal szemben, ami a dopaminerg neuronok, a dopamin és
metabolitjainak csokkent veszteségével tarsult a striatumban (Anastasia et al. 2009). Emellett
GFAP-pozitiv (glialis fibrillaris savas fehérje) sejtek megndvekedett szamat is leirtdk ingergazdag
kornyezetben nevelkedett allatokban. Ezen hatdsok mind hozzédjarulhatnak az ingergazdag
kornyezet neuroprotektiv hatdsdhoz.

Anastasia A, Torre L, de Erausquin GA, Masco DH. Enriched environment protects the nigrostriatal
dopaminergic system and induces astroglial reaction in the 6-OHDA rat model of Parkinson’s disease. J
Neurochem. 2009 May;109(3): 755-65. doi: 10.1111/j.1471-4159.2009.06001.x. Epub 2009 Feb 20. PMID:
19245661; PMCID: PMC3575174.

Bezard E, Dovero S, Belin D, Duconger S, Jackson-Lewis V, Przedborski S, Piazza PV, Gross CE,
Jaber M. Enriched environment confers resistance to 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine and
cocaine: involvement of dopamine transporter and trophic factors. J Neurosci. 2003 Dec 3;23(35): 10999-
1007. doi: 10.1523/INEUROSCI.23-35-10999.2003. PMID: 14657156; PMCID: PMC6741042.

Hebb D. The effects of early experience on problem solving at maturity. Am. Psychol. 1947;2:306—
307.

Kleim JA, Lussnhig E, Schwarz ER, Comery TA, Greenough WT. Synaptogenesis and Fos expression
in the motor cortex of the adult rat after motor skill learning. J Neurosci. 1996 Jul 15;16(14):4529-35. doi:
10.1523/JINEUROSCI.16-14-04529.1996. PMID: 8699262; PMCID: PMC6578852.

Kiss P, Atlasz T, Szabadfi K, Horvath G, Griecs M, Farkas J, Matkovits A, Toth G, Lubics A, Tamas
A, Gabriel R, Reglodi D. Comparison between PACAP- and enriched environment-induced retinal
protection in MSG-treated newborn rats. Neurosci Lett. 2011 Jan 10;487(3): 400- 5. doi:
10.1016/j.neulet.2010.10.065. Epub 2010 Nov 2. PMID: 21050880

Kiss P, Szabadfi K, Horvath G, Tamas A, Farkas J, Gabriel R, Reglodi D. Gender-dependent effects
of enriched environment and social isolation in ischemic retinal lesion in adult rats. Int J Mol Sci. 2013 Aug
5;14(8): 16111-23. doi: 10.3390/ijms140816111. PMID: 23921682; PMCID: PMC3759902.

Nithianantharajah J, Hannan AJ. Enriched environments, experience-dependent plasticity and
disorders of the nervous system. Nat Rev Neurosci. 2006 Sep;7(9): 697-709. doi: 10.1038/nrn1970. PMID:
16924259.

Szabadfi K, Atlasz T, Horvath G, Kiss P, Hamza L, Farkas J, Tamas A, Lubics A, Gabriel R, Reglodi
D. Early postnatal enriched environment decreases retinal degeneration induced by monosodium glutamate
treatment in rats. Brain Res. 2009 Mar 9;1259: 107-12. doi: 10.1016/j. brainres.2009.01.004. Epub 2009
Jan 10. PMID: 19171125.
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141-144. oldal: Mit okoz vagy tiikroz a PACAP szintjének csokkenése? Milyen sejtekben,
milyen jelatviteli folyamatokban milyen miikodéseket befolydsolhat? Allnak eredmények vagy
mds adatok rendelkezésre (sajdat vagy mas munkacsoport)?

Egyre tobb tanulmany utal a PACAP mint diagnosztikai és prognosztikai biomarker
lehetséges klinikai alkalmazasara kiilonboz6 koros allapotokban. Az Alzheimer-kor, a migrén, a
traumas agysériilés, a sclerosis multiplex és az agyvérzés mellett tobb mas korkép is a PACAP-
szintek megvaltozasaval jar, azonban tovabbra is nyitott a kérdés, hogy a PACAP-valtozasok a
betegség kovetkezményei vagy hozzajaruld tényezdi lehetnek? Parkinson-koros (PD) betegeknél
szignifikansan csokkent PACAP-38-szintekrdl szamoltunk be. A PD-hez hasonléan csokkent
PACAP-38-szinteket talalunk Alzheimer-korban és sclerosis multiplexben is, ami kizarja a
PACAP-38 betegség-specifikus diagnosztikai markerként valo hasznalatat, de jelezheti a kronikus
neuropatoldgiai allapotok kialakulasat, kiilondsen az id6s populécioban. Mivel a plazma PACAP-38
szintje jelent6sen csokkent a Hoehn-Yahr-skala 3. és 4. stadiumaban, valamint az akinetikus-rigid
altipusban, eredményeink felvetették annak lehetdségét, hogy a PACAP-38 igéretes jeldlt lehet a
dopaminvesztés eldrejelzésére. A plazma PACAP szintjének véltozasa kiilonbozé betegség-
alcsoportokat tiikrozhet, és eldsegitheti a betegség progresszidjanak nyomon kovetését. Bar a
Parkinson-kor patogenezise nem egyértelmii, a plazma PACAP-38 szintjének mély agyi stimulaciot
(DBS) kovetd emelkedése ravilagit a PACAP-38 gyulladascsokkentd szerepére a Parkinson-kérhoz
kapcsolodd neuroinflammacidoban és glia-aktivacioban, amelyet a betegség progresszidjanak
kulcsfontossagli tényezdjeként azonositottak. Ez az emelkedés pozitiv terapias valaszt jelezhet,
amely egy egyszerli, nem-invaziv laboratériumi modszerrel szdmszeriisithetd és nyomon kovetheto.
Reméljiik, hogy a PD betegeknél a plazma PACAP-38 valtozdsainak kovetése javithatja a
személyre szabott terdpids beavatkozdsok stratégiai tervezését, és segithet a betegség jovobeli
kilatasait illetéen vilagosabb prognozist adni.

149. oldal: Mi a funkcionalis és diagnosztikai jelentésége annak, hogy politraumatizalt
betegekben a PACAP/CRP és PACAP/LAR szintjei szimultan valtoznak?

Klinikai kutatasaink soran elsdként vizsgaltuk a PACAP-38 plazmaszintjének valtozasat a
politraumatizalt betegekben a traumat kovetd 5 napon keresztiil, és korrelaltattuk a megfigyelt
valtozasokat a CRP (C-reaktiv protein), PCT (procalcitonin) és LAR (antiszedimentacios rata)
értekekkel. Mivel a betegek PACAP-38 szintjének analizise 6nmagaban nem mutatott szignifikans
eltéréseket, ezért azt feltételeztiik, hogy a mért PACAP szintek klinikai gyakorlatban is alkalmazott
laboratoriumi  markerekkel valdé 0Osszevetése hozzajarulhat a betegség hatterében zajlo
patomechanizmusok pontos feltérképezéséhez, a betegek immunologiai statuszanak és
prognosztikal mutatoinak megitéléséhez, €s a megfeleld terapia kivalasztasahoz.

A klinikai gyakorlatban gyulladdsos markerként alkalmazott CRP estén sem talaltunk
Onmagaban szignifikans eltérést a vizsgalt mintakban, azonban a PACAP-38 és CRP szintek kozott
szignifikans pozitiv korrelaciét taldltunk. Igy a PACAP-38 és a CRP szintek egyiittes elemzése
alapjan megerdsitettiik azt a feltételezést, hogy az antiinflammatorikus hatassal rendelkezé6 PACAP-
nak (Delgado et al. 2003) és a CRP-nek is fontos szerepe lehet a trauma kdvetkeztében aktivalodott
endogén szisztémds gyulladasos valaszreakcid (SIRS) kialakulasdban, igy a két marker egyiittes
vizsgalata segitséget nyljthat a kiilonb6z6 inflammatorikus valaszreakciok klinikai monitorozasara.

A CRP-hez hasonléan a LAR esetében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kiilonb6z6
idépontokban gylijtott mintdk elemzése sordn, annak ellenére, hogy kordbban kimutattak, hogy a
magas LAR értékekkel rendelkezd intenziv terdpias osztalyon kezelt paciensek jobb progndzissal
rendelkeznek (Bogar et al. 2006). A teljes vizsgalati periddus analizise soran szignifikans
Osszefiiggést talaltunk a PACAP-38 ¢és a LAR értékek kozott, ugyanis mindkét faktor szintje
emelkedd tendenciat mutatott a vizsgalat sordn, igy a PACAP-38 szintek analizisével
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megerdsitettilk a LAR prognosztikai markerként valo alkalmazhatosagat politraumatizalt betegek
esetében.

Delgado M, Abad C, Martinez C, Juarranz mg, Leceta J, Ganea D, Gomariz RP. PACAP in
immunity and inflammation. Ann N Y Acad Sci. 2003 May;992: 141-57. doi: 10.1111/j.1749-
6632.2003.tb03145.x. PMID: 12794054,

Bogar L, Molnar Z, Kenyeres P, Tarsoly P. Sedimentation characteristics of leucocytes can predict
bacteraemia in critical care patients. J Clin Pathol. 2006 May;59(5): 523-5. doi: 10.1136/jcp.2005.033035.
Epub 2006 Mar 13. PMID: 16533954; PMCID: PMC1860278.

151. oldal: Miért csokken a PACAP szint a nem ischaemias infarktus szovetében
(mikdozben az ischaemias teriileten nem valtozik), mit jelent ez az elvaltozds?

A szivizomszovetben taldlhaté endogén PACAP forrasat elsésorban a myocytak kozott
elhelyezkedd idegrostok jelenthetik. Alston és kutatdécsoportja (2011) megfigyelte, hogy a
szimpatikus rostok denzitdsa csokkent az infarctus teriiletén, 0sszehasonlitva az infarctus koriili és
az egészséges szovetekkel, ugyanakkor PACAP-38 pozitiv idegrostokat nem talaltak az infarctus
koriili szovetekben. Ezen megfigyelések Osszhangban allnak a mi eredményeinkkel, mivel a nem
ischaemias mintdkban mi is szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szintet mértiink. Ezzel
szemben, az ischaemias mintdkban - bar az idegrostok karosodasa észlelhetd volt - nem figyeltiink
meg eltérést a PACAP-38 szintben a sham-operalt allatokhoz képest. Eredményeinket megerdsitik
Alston és munkatarsainak (2011) megfigyelései, akik a szovetekben - kiillondsen az extracellularis
matrixban, myocytdkban és makrofiagokban - fokozott PACAP immunreaktivitast észleltek a
myocardialis infarctus (MI) egérmodelljében (még az idegrostok karosoddsa mellett is), ami azt
segithetik el6 ezek a sejtek. Az akut myocardialis infarctus altal kivaltott gyulladdsos folyamatok
gatlasa elengedhetetlen a szovetek regenerdlodasdhoz (Ong et al. 2018), ami hozzédjarulhat az
antiinflammatorikus hatasu endogén PACAP szoveti szintjének valtozdsaihoz az infarCtus tertiletén
(Delgado et al. 2016). Vizsgalataink alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az ischaemias
teriiletek €s a sham-operalt allatok szivizommintdiban mérhetd0 PACAP szintek kozott, ami
valdsziniileg annak volt koszonhetd, hogy a szoveti homogenizatumok nemcsak a cardiomyocytakat
¢s idegelemeket, hanem egyéb sejteket (pl. makrofagok, immunsejtek) is tartalmazhattak, amelyek
képesek voltak kompenzalni az idegrostok karosodasa miatt bekovetkezd PACAP szint csokkenést.

Alston EN, Parrish DC, Hasan W, Tharp K, Pahlmeyer L, Habecker BA. Cardiac ischemia-
reperfusion regulates sympathetic neuropeptide expression through gpl30-dependent and independent
mechanisms. Neuropeptides. 2011 Feb;45(1): 33-42. doi: 10.1016/j.npep.2010.10.002. Epub 2010 Oct 28.
PMID: 21035185; PMCID: PMC3053070.

Delgado M. Immunobiology of the Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Peptide In: Reglodi D,
Tamas A. (eds) Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-PACAP. Springer, Cham; 2016; pp. 691-
708. doi: 10.1007/978-3-319-35135-3 40

Ong SB, Hernandez-Resendiz S, Crespo-Avilan GE, Mukhametshina RT, Kwek XY, Cabrera-Fuentes
HA, Hausenloy DJ. Inflammation following acute myocardial infarction: Multiple players, dynamic roles,
and novel therapeutic opportunities. Pharmacol Ther. 2018; 186(1): 73-87. doi: 10.1016/j.
pharmthera.2018.01.001. PMID: 29330085.

25



PECSI TUDOMANYEGYETEM
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatémiai Intézet

150-151. oldal: Sertésben sziviiregi, emberben vénds vérben mér eltéré PACAP szint
valtozasokat. Mennyire osszevethetok ezek az eredmények?

Vizsgalataink soran PACAP méréseket a sertések plazma mintdjabol is elvégeztik, de a
mérések sordn - kordbbi neuropeptid vizsgalatokhoz hasonléan - nagyfoku individudlis
kiilonbségeket detektaltunk. A nagy szoérds €és az alacsony elemszam miatt sajnos nem tudtunk
statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket kimutatni a vizsgalt mintacsoportok kozott. A mérési
eredményeink a csatolt abran lathatok (3. abra). Emiatt sajnalatos modon a plazma szintek
Osszehasonlitasat nem tudtuk elvégezni, igy a sertés modell kapcsan csak a szivizom mintakbol
késziilt szoveti homogenizatomokbol tudtunk PACAP szinteket elemezni.
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myocardialis infactus modellben.

120-150. oldal: A szamtalan kiilonbozé kisérletben, ahol plazma PACAP szintet mér, mi
lehet a PACAP forrasa? A megbetegedett szerv, vagy valamilyen kozponti aktivalodott
(idegrendszeri vagy immunrendszeri) mechanizmus felelds a kiilonbozo eldjelii valtozdsokért?

A klinikai mintdkban mérhet6 PACAP forrdsanak azonositdsa jelenleg is az egyik
legfontosabb célunk. Mivel a PACAP szinte minden szervben és szovetben megtalalhatd, igy nagy
mennyiségben detektalhato a kozponti és periférias idegrendszerben és az endokrin szovetekben. A
kiilonbdzé immunhisztoldgiai €s molekularis bioldgiai vizsgéalatok mellett, amit az anyatej esetében
az emldmirigy mintdkon ¢€s sejttenyészeteken végeztiink el, jelenleg olyan vérmintdk gylijtését
kezdtiik el, ahol kiillonb6z6 cardiovascularis beavatkozasok soran lehetdségilink nyilik a szisztémas
keringés specifikusabb teriileteirdl mintat gytijteni. Igy mintat gyiijtiink a pitvarokbél, a kamrakbol,
az aortabol €s avena jugularis internabol is. Az a célunk, hogy pontosan feltérképezziik a szisztémas
PACAP szint emelkedésének valodi forrasat. A legljabb vizsgalataink soran szignifikdnsan
magasabb PACAP szintet tudtunk kimutatni a pitvarokban ¢és a kamrakban a periférids
vérmintakhoz képest, ami a PACAP lokalis felszabaduldsara utal. Emellett emelkedett szintet
mértiink transzkatéteres aorta billentyli beiiltetést kovetden a centralis vénas kaniilbol vett
vérmintakban, ami bizonyithatja a PACAP kodzponti idegrendszeri eredetét.
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183. oldal: ,, Ismert, hogy a PACAP képes indukdlni sajdt receptoranak expresszidjdt, és
feltételezheto, hogy az endogén PACAP hianyabol adodoan a PACI receptor-medialta utvonalak
is hattérbe szorulhatnak.” Ismert a PACI receptornak mds endogén ligandja? Ez befolydsolhatja
az expressziot és jelatvitelt PACAP hidnya esetén is.

A PACAP receptorai a G-proteinhez kapcsolt receptorok csaladjaba sorolhatok. A PACI
receptor (PACAP 1-es tipust receptora, PACIR) specifikus endogén ligandjai a PACAP-27 és a
PACAP38, melyekhez nagy affinitdssal kotodik, de ezek mellett a VIP is kapcsolédhat a
receptorhoz. A PACI1 receptor specificitdsa disszocidcios konstanssal (Kd) igazolhatd, mely
PACAP esetén Kd = 0,5 nM, mig VIP esetén Kd > 500 nM (Vaudry et al. 2009). A PACI1
receptorok nagyfoku heterogenitast mutatnak a kiilonboz6 szovetekben, ahol kétféle PACI1 receptor
tipust azonositottak: az I.A tipusu receptorokat, amelyek mind a PACAP-27, mind a PACAP-38
irant nagy affinitassal rendelkeznek; és 1.B tipust receptorokat, amelyek a PACAP-38 irant nagy,
de a PACAP-27 irant alacsony affinitassal rendelkeznek (Hamar et al. 2012). A sokrétii biologia
hatas hatterében a kiilonb6z6 jelatvuteli titvonalka és az alternativ splicing sordn kialakul6d szdmos
PACI1 receptor varians is allhat (Blechman és Levkowitz 2013).

A PACI1 receptorok legszelektivebb agonistija a maxadilan, a homoki 1égy (Lutzomyia
longipalpis) nyalmirigyébdl izolalt peptid, amelynek nem mutat szekvencia homoldgiat sem a
PACAP-pal sem a VIP-vel (Moro és Lerner, 1997). A Max.d.4 (maxadilan A24-42) és az M65
(maxadilan A25-41; Uchida et al. 1998) a maxadilan szintetikus valtozatai pedig PACI1 receptoron
antagonista hatast fejtenek ki.

Girard és munkatarsai PACAP KO ¢és VIP KO egerekben vizsgaltadk a PACAP receptorok
expressziojanak valtozasat a fejlodés soran abbol a célbol, hogy feltérképezzEk azt, hogy ezen nagy
homoldgiat mutatd peptidek és nagy atfedést mutatd receptoraik expresszioja kompenzacidos modon
valtozik-e az idegrendszer fejlodése soran (Girard et al. 2006).

A harom PACAP/VIP-receptor (PAC1, VPACI és 2) altipus expresszidjanak szabalyozésa a
kozponti €s a periférias idegrendszerben még nem pontosan ismert. Szadmos fiziologiai helyzetben a
peptidek és receptoraik expresszioja ellentétes modon valtozik (Moller et al. 1997; Zhang et al.
1998; Zhou et al. 1999). Erre egy példa lehet, hogy idegi sériiléssel indukalt PACAP és/vagy a
PACAP mRNS expresszi6 a nervus facialis motoros neuronjaiban a PACI receptor mRNS csokkent
expressziojaval jart, ami arra utal, hogy a fokozott PACAP jelatvitel downregulacids hatassal van a
PACI receptor expressziojara (Moller et al. 1997; Zhou et al. 1999). Ennek megfeleléen nem
teljesen egyértelmii, hogy a peptid hidanyaban hogyan valtozik az adott receptor expresszioja KO
egerekben. El6fordulhat, hogy a kiilonb6z6 PACAP ¢és VIP receptorok expresszidja a
peptidszintektdl fiiggetleniil szabalyozodik, igy a KO allatokban nem véaltozik az expresszidja a vad
egerekhez képest az azonos fejlddési kort vad tipust kontrollokhoz viszonyitva. Emellett az is
lehetséges, hogy a specifikus PACAP/VIP receptor altipusok expresszidja a peptid-delécio
kovetkezményeként fokozodik, vagy ahogy Girard és munkatérsai is kimutattak hozzank hasonldan,
a receptorok expresszidja csokken a PACAP és VIP KO allatokban a vad tipusu tarsaikhoz képest
(Girard et al. 2006). A PACI receptor mRNS szintje a KO egerekben koriilbeliil 50%-kal csokkent
a postnatalis 14. és 28. nap kozotti idészakban a vad egerekhez képest.

Ebben az esetben az feltételezhetd, hogy a PACI receptor jelenléte és expresszioja fliggetlen
a PACAP jelenlététol. A PACI receptort kodold gén transzkripcidjdhoz nem feltétleniil sziikséges a
PACAP jelenléte, ettdl fiiggetleniil mas folyamatok is rész vehetnek az expresszio szabalyozasaban.
Tovéabba, az endogén PACAP hianyabol adédd kompenzacids folyamatok soran lehetséges, hogy
mas ligandok, mint a VIP is indukalhatjak a receptor tovabbi expressziojat.
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198. oldal: ,,Az emberi tejmintak mellett széles korben vizsgdljak a kiilonbozé novekedési
faktorok és hormonok jelenlétét hazidallatok (sertés, szarvasmarha, kecske, birka) tejmintdiban is,
ugyanis ezen eredmények mind taplalkozastudomanyi, mind agrartudomadnyi szempontbol nagy
jelentdséggel birnak.” Mi torténik a PACAP-bal a bélben, miutin a tejet elfogyasztjuk? Mint
egész peptid felvételre keriil? Emésztési folyamatokat iranyit a chymusban? Tuléli a gyomor
pepsin emésztését?

Az jol ismert, hogy a PACAP vérben mérhet6 féléletideje csak par perc a DPP-IV enzim
aktivitdsanak koszonhetden (Zhu et al. 2003). Ezzel szemben sajat vizsgélataink sordn azt figyeltiik
meg, hogy a tejmintdk esetében nem volt sziikkség olyan proteindz inhibitor eldkezelése, mint a
vérmintak kapcsan, ahol a vérvétel soran a mintdkhoz minden esetben aprotinint adtunk (200 pul 1,4
felolvasztott tejmintdkban tobb héttel a mintagytijtést kovetden is hasonldo mennyiségii PACAP-ot
tudtunk detektalni, mint a friss mintdkban. Feltételezhetd, hogy a PACAP az anyatejben valamilyen
hordoz6 molekuldhoz (pl. ceruloplazminhoz), vagy membran vezikulumokhoz (exosomakhoz)
kototten talalhato. Ezt igazoljak azok az eredményeink, ahol a hipoallergén tapszerekben magasabb
PACAP koncentraciét mértiink, mint a nem hidrolizalt mintdkban. A hipoallergén tapszerek
extenzivebb hidrolitikus folyamatai valosziniileg hozzajarulhatnak ahhoz, hogy tobb kotott PACAP
valhat szabaddé a kezelések hatasara (Csanaky et al. 2013).
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Jelenleg is folyamatosan zajlanak azon kisérleteink, ahol az anyatejmintdkban mérhetd
PACAP exosoma frakciokban vald jelenlétét vizsgaljuk. Elsddleges eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy a tej vizes fazisaban detektalhato PACAP nagy része valoszintileg exosomakhoz
kapcsoltan fordul el6. A PACAP amfipatikus fehérjeként az exosoma membranjaba is
integraloddhat, és egy kisebb része az exosoma belsejébe zarva szallitodhat. Mivel az exosoma
membran - a sejtmembranhoz hasonléan — egy lipid bilayer, igy képes megvédeni a becsomagolt és
a membranba integralddott fehérjéket a cirkulald, vagy szekretalt peptidazokkal szemben. Mivel a
PACAP az exosomdk felszinén és azok belsejében is jelen lehet, igy protektiv hatdsat
feltételezhetden receptorialis uton (membranhoz kotott PACAP) és az exosoma-sejtmembran
fuzidja utan intracellularisan is képes lehet kifejteni.

Mivel a szolubilis PACAP-ot az emésztéenzimek viszonylag gyorsan lebontjak, igy a vizes
fazisban levé szolubilis PACAP biologiai hatasat leginkabb az emldszOveten és a mucosalis
felszineken felszivodva az jsziilott szajliregében és a tapcsatorna felsé részén fejti ki. Ezzel
szemben a zsiros fazisban és az exosomakban levé PACAP védve van az enzimek (pl.: pepsin)
karos hatdsdval szemben, igy a peptid a tapcsatorna alsdé részébe eljutva direkt modon
befolyasolhatja az enterocytak, az immunrendszer és a bél-mikrobiota érését, valamint a bél-agy
tengely révén indirekten szabalyozhatja az idegrendszer fejlodését.

Az jol ismert, hogy az emlémirigy termel kiilonboz6 protedz inhibitorokat a tejben talalhato
bioaktiv fehérjék védelmében, az Ujsziilottek DDP-IV aktivitdsa alacsonyabb, valamint az
intestinalis epithelialis sejtek permedabilitdsa is nagyobb a makromolekuldkkal szemben, mint a
felndtteké. Ezen hatasok alapjan feltételezhetd a tejben detektalhato PACAP hasznosulasa a
szoptatas soran. Ennek pontos szdzalékardl nincs adatunk, de baranyok plazmamintdjanak
vizsgélataval is bizonyitottuk effektiv hasznosuldsat, ahol a baranyok plazma PACAP szintje
kétszeresére emelkedett 1 Oraval a szoptatdst kdvetden és visszatért a kiinduld plazmaszintre 2
oréaval a szoptatas utan (Pohdczky et al. 2020).
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