PECSI TUDOMANYEGYETEM
Altalanos Orvostudomanyi Katr
Anatémiai Intézet

Prof. Dr. Antal Miklos Pécs, 2025. marcius 4.
egyetemi tanar

Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar

Vilaszok Professzor Antal Miklés MTA Doktori Ertekezés birdlatdban megfogalmazott
kérdésekre

Tisztelt Professzor Ur!

Mindenekelott szeretném megkdszonni dolgozatom birdlatara forditott munkajat! Koszoném
épitdé kritikai megjegyzéseit és kérdéseit, melyek szdmos 1j kutatasi hipotézis ¢és cél
megfogalmazasaban is nagy segitségiinkre lesznek a jovoben. Természetesen egyetértek Professzor
Urral azzal kapcsolatban, hogy egyes klinikai korképek esetében vizsgalataink elsé fazisaban
tartunk csak, igy a klinikai minték leir6 elemzése mellett tovabbi vizsgalatokra lesz még sziikség a
»miért” kérdések megvalaszolasdhoz. Mas klinikai témak kapcsan, mint a Parkinson-kor, a
cardiovascularis korképek, a varandossdg vagy a lakticid, azonban tobb 4llatkisérletes és
molekularis biologiai vizsgalatot is végeztiink abbol a célbol, hogy részletekbe menden tarjuk fel a
tapasztalt eltérések hatterében all6 mechanizmusokat. Sajnos tobb fejezet kapcsan ezen eredmények
részletezésére nem volt lehetdségem, igy annak ellenére, hogy a témahoz szorosan kapcsolodnak, a
feltételezett hattérmechanizmusokat csak a diszkusszio fejezetben részleteztem, és dolgozatomban
csak a legujabb klinikai vizsgalatokra fokuszaltam. A tovabbiakban a feltett kérdésekre adott
részletes valaszaim soran szeretném bemutatni azokat a legijabb eredményeinket, melyek a talalt
klinikai eltérések hatterében all6 lehetséges patomechnizmusokra vilagitanak ra.

Professzor Ur kérdéseire adott részletes valaszaim az aldbbiakban olvashatok:

|. Altaldnos bevezetd

1., Palyizo a PACAP eldfordulasdval kapcsolatban megemliti, hogy az ,legnagyobb
mennyiségben az idegrendszerben és az endokrin mirigyekben detektilhato. Az azonban nem
deriil ki, hogy az idegrendszer milyen részeirol és milyen endokrin mirigyekrol van szo.

A PACAP legnagyobb mennyiségben a kozponti és periférids idegrendszerben és az
endokrin mirigyekben detektalhatd. A PACAP Arimura €s munkacsoportja altal publikalt 1989-es
felfedezését kovetden, ami izolalt birka hypothalamusbdl tortént a molekula hypophysisben kifejtett
adenilat-ciklaz aktivalo hatdsa alapjan (Miyata et al. 1989), széles korben vizsgaltak a neuropeptid
és receptorainak el6forduldsat, valamint mRNS-ének expresszidjat immunhisztokémia,
radioimmuno-assay (RIA) és ELISA vizsgalatok, in situ hibridizaci6 és PCR modszerek
segitségével (Miyata et al. 1989). Szdmos Osszefoglald kozlemény is sziiletett ezzel kapcsolatban
Professzor Koves Katalin munkacsoportjatol, akik kezdetek o6ta aktiv szerepet vallaltak a PACAP
pontos idegrendszeri lokalizacidjanak feltérképezésében és endokrin mirigyekben betoltott
szerepének részletes leirasaban (Koves et al. 2020).

Arimura és munkacsoportja az elsé vizsgalatokat patkany szoveteken végezte el, ahol RIA
modszert alkalmaztak a kozponti és periférias szovetek PACAP tartalmanak meghatarozasara. A
legnagyobb PACAP-38 koncentraciot a hypothalamusban mérték, de mas agyi régiok is jelentds
mennyiségli PACAP-38-at tartalmaztak. Ezen vizsgalatban a szervek koziil a here nagy
mennyiségben tartalmazott PACAP-38-at, és a PACAP teljes mennyisége mindkét herében
meghaladta az egész agyban mért mennyiséget. Az endokrin szervek koziil a mellékvese tartalmazta
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a masodik legmagasabb PACAP koncentraciét. Kisebb mennyiségii PACAP detektalhato volt az
emésztOrendszerben és mas periférids szovetekben is. A PACAP-27 minden szdvetben csak kisebb
részét képviselte a teljes PACAP immunreaktivitasnak (Arimura et al. 1991).

Késobbiekben szamos kozponti idegrendszeri struktira €s periférids szovet analizise is
megtortént, ahol az extrahypothalamikus struktirdk koziil foképp a limbikus rendszerben és a
retinohypothalamikus traktusban talaltak jelentds PACAP expressziot. Palkovits és munkatarsai
(1995) az emberi agy 79 kiilonb6z6 régidjaban (corticalis teriiletek, hypothalamus, diencephalon
mas magjai, telencephalon, agytorzs, cerebellum és gerincveld) mérte RIA segitségével a PACAP
mennyiséget. A kiillonbozo agyteriiletek részletes felsorolasa az 1. tablazatban olvashato.

PACAP immunpozitiv sejtek talalhatok az agyidegekhez és a gerincveldi idegekhez tartozo
szenzoros ganglionok pseudounipolaris sejtjeiben, a motoneuronokban ¢és a vegetativ
idegrendszerben, ahol PACAP pozitivitast talaltak a preganglionalis neuronokban és avegetativ
ganglionok sejtjeiben is. Az autondém PACAP immunreaktiv rostok az erek, a sziv és a kiilonb6zé
zsigerek mirigyeit és simaizomrétegeit innervaljak.

Az endokrin funkcioval rendelkezé sejtek koziil a PACAP-ot az agyalapi mirigy gonadotrop
sejtjei, a mellékvese kromaffin sejtjei, a Langerhans-szigetek a- és B-sejtjei, valamint a gyomor
mirigyekben taldlhaté parietalis sejtek is expresszaljak és szekretaljdk. A PACAP néhany
hypophysiotrop neuronbol is felszabadul a portalis keringésbe, amely segitségével regulalni képes
az agyalapi mirigy miikdodését. Emellett az endokrin szervek innervacidjaban is fontos szerepet
toltenek be a PACAP immunreaktiv szenzoros és a paraszimpatikus rostok, amit a neuropeptid
specialis receptorain keresztiil fejt ki (Koves et al. 2020).

Table 1 Table 1 (continued)
Co ations of active PACAP38 in human brain nuclei Regions PACAP levels Number of
Regions PACAP levels Number of (pg/mg protein) samples
(pg/mg protcin) _samples Pontine nuclei
Cerebral cortical areas Pontine nuclei 110+ 148 7
Prefrontal cortex 277+ 50.2 6 Pontine tegmentum 1271 +£132.0 5
Frontal cortex 284+ 27.0 7 Locus coeruleus 1172+ 152.6 4
Somatomotor cortex 238+ 28.1 7 Reticular formation 1294 + 86.8 6
Somatosensory cortex 361+ 479 7 Cerebellum
Temporal cortex 407+ 574 7 Vermis 1414 17.1 6
Occipital cortex 2114 29.1 7 Hemispheres 106+ 20.3 7
Insular cortex 632+ 398 7 Flocculo-nodular lobe 121+ 118 7
Pyriform cortex 4914+ 56.3 4 Nuclei 924+ 9.0 7
Rostral cingulate cortex 660+ 89.5 7 ‘White matter 113+ 19.6 7
Caudal cingulate cortex 542+ 29.7 6 Medulla oblongata
Entorhinal cortex 541+ 70.6 6 Spinal trigeminal nucleus 3297 +474.8 S
Hippocampus 360+ 54.1 7 Vestibular nuclei 1516 +244.8 6
Parahippocampal cortex 392+ 283 7 Cochlear nuclei 647+ 853 6
Cerebral white matter 51+ 98 6 Motor facial nucleus 2650+ 267.8 S
Telencephalic nuclei Reticular formation 2115+204.2 7
Caudate nucleus 399+ 256 y 4 Inferior olive 67+ 12.7 7
Putamen 473+ 49.2 7 Gracile nucleus 1359 +247.1 s
Nucleus accumbens 683+ 638 7 Cuncate nucleus 1116 +130.4 7
Globus pallidus (internal) 103+ 15.9 7 Dorsal vagal complex 8193 +804.4 5
Globus pallidus (external) 2+ 39 7 Ventrolateral medulla 1915 £144.1 6
Substantia innominata 500+ 54.6 4 Spinal cord
Nucleus basalis 379+ 828 7 Dorsal horn 1328+172.3 6
Nucleus of the diagonal band 2411 +165.0 7 Ventral horn 684+ 90.2 5
Septum 2931+304.1 S Central gray matter 2179 +£299.9 7
Bed nucleus of the stria terminalis 4769+ 89.3 4 White matter (funiculi) 226+ 394 7
Claustrum 52441015 7
Amygdala 1008 + 104.1 6 The values are the mean +S.E.M. for the number of samples indicated.
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Table 1

Concentrations of immunoreactive PACAP38 in human brain nuclei

Regions PACAP levels Number of
(pg/mg protein) samples

Diencephalic nuclei

Preoptic area 2524 +431.1 5
Supraoptic nucleus 2820+ 219.4 5
Paraventricular nucleus 4008 +961.9 4
Median eminence-pituitary stalk 3857 +306.3 7
Periventricular nucleus 5834 +693.3 5
Arcuate nucleus 1649 +438.7 7
Ventromedial nucleus 3136+ 268.9 4
Dorsomedial nucleus 1199 +304.4 6
Lateral hypothalamic arca 1867 +288.3 6
Mamillary body 577+ 598 6
Anterior thalamic nucleus 205+ 404 5
Ventral anterior thalamic nucleus 161+ 24.0 6
Ventral posterolateral thalamic nucleus 242+ 46.3 6
Dorsal medial thalamic nucleus 161+ 203 7
Pulvinar thalami 1114+ 208 7
Lateral geniculate body 69+ 55 7
Medial geniculate body 693+ 55.7 7
Habenula 1339+ 169.1 5
Zona incerta 1485 +167.9 6
Subthalamic nucleus 212+ 198 6
Midbrain nuclei

Superior colliculus 1265+ 344 6
Inferior colliculus 1217 £ 118.5 6
Central gray matter (dorsal) 2350+ 302.4 6
Central gray matter (ventral) 3017 +389.7 4
Substantia nigra 297+ 30.7 6
Ventral tegmental arca 528+ 77.6 6
Red nucleus 175+ 36.0 7
Interpeduncular nucleus 1634 +265.7 7
Reticular formation 1216 + 154.3 7
Median raphe nucleus 1616 +191.3 3

1. tablazat: PACAP-38 immunorekativitas vizsgalata kiilonb6z6 idegrendszeri struktirakban
(Palkovits et al. 1995.)

Arimura A. et al. Tissue distribution of PACAP as determined by RIA: highly abundant in the rat brain and
testes. Endocrinology. 1991 Nov;129(5): 2787-9.

Koves K. et al. Current State of Understanding of the Role of PACAP in the Hypothalamo-Hypophyseal
Gonadotropin Functions of Mammals. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Mar 6;11:88.

Miyata A. et al. (1989) Isolation of a novel 38 residue-hypothalamic polypeptide which stimulates adenylate
cyclase in pituitary cells. Biochem Biophys Res Commun 164:567-574.

Palkovits M. et al. Concentrations of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) in human
brain nuclei. Brain Res. 1995 Nov 13;699(1):116-20.

2., Nem deriil ki a szovegbdl, hogy mi a viszony a PACAP két izoformdjinak (PACAP38 és
PACAP27) a szintézise kozott. Két kiilon génrdl irédnak at, vagy csak eqy PACAP gén létezik,
amelyrél a PACAP38 irodik dat, és a PACAP 27 a PACAP38 poszttranszlicios modositasaval
keletkezik? Ezt azért lett volna jo az értekezésben tisztazni, hogy tudjuk, a PACAP génkiiititt
dllatokban a PACAP mindkét izoformdja, vagy csak az egyik hianyzik.

Miyata és munkacsoportja az altaluk azonositott, 38 aminosavbol allé peptidet PACAP-38-
nak nevezte el, és mivel az N-terminalis aminosav-szekvenciaja (1-28 aminosavak) 68%-0s
homologiat mutatott a VIP-vel (vasoactive intestinalis polipeptid), ezért a molekulat a
VIP/gliikkagon/szekretin csaladba soroltak. Egy évvel késobb izolaltak a PACAP-27-et, a PACAP-
38 N-terminalis 27 aminosavbol allé peptid-fragmensét. A révidebb PACAP fragmensrdl is
kimutattdk, hogy a PACAP-38-hoz hasonlé biologiai aktivitdst mutat az adenilat-ciklaz
stimuldlasaban, a VIP-hez képest mintegy 1000-szer nagyobb mértékben (Miyata et al. 1990). A
PACAP aminosav-szekvenciaja minden emldsben csaknem azonos, és csak néhany aminosav
eltérés igazolodott az alsobbrendd allatokban. A PACAP evolucionalisan konzervalodott szerkezete
az ¢lettani funkcidkban betoltott fontos szerepére utal.

Egy masik munkacsoport ezt kovetéen a humadn PACAP-38 prekurzordanak és a humaén
PACAP-génnek a kldnozasarol szamolt be (Hirabayashi et al. 2018). Az elobbi cDNS-klon egy 176
aminosavbol allo fehérjét kodol, amelyet ,,prepro-PACAP” néven ismeriink. A prepro-PACAP (1-
176 aminosav) metabolizacidja soran egy szignalpeptid (1-25 aminosavak) és a pro-PACAP (26-
176 aminosavak) jon létre. A proPACAP metabolizacidja soran egy kis fragmentum (26-79
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aminosavak), egy nagy PACAP-hoz kapcsolodo peptid (PRP) (82-129 aminosavak) és C-terminalis
peptidek (132-170 aminosavak) keletkeznek. A C-terminalis peptideket (132-170 és 132-159
aminosavak) a enzimek metabolizaljdk PACAP-38-c4, illetve PACAP-27-té, amelyeknek C-
terminalisa amidalt (1. abra). A PACAP-27 esetében a human PACAP genomialis szerkezetének
elemzése kimutatta, hogy nem alternativ splicing mechanizmusok révén keletkezik, ¢s a PACAP
prekurzor splice-variansairdl sem szamoltak be.

Az endogén PACAP teljes vagy részleges hianyabol adodé elvaltozasok tanulmanyozasat
homo- és heterozigbta PACAP-génkiiitott (KO) egereken végeztik el. Hashimoto és
munkacsoportja a génmodositott egértorzs eldallitasdhoz génkiiitési technikat alkalmazott, amely
sordan az 5. exonon olyan modositas tortént, ami megakadalyozza a PACAP gén atirodasat, ami a
PACAP-38 és PACAP-27 kodolaséaért is felelds, igy mindkét fehérje hidnyzik a KO egerekben
(Hashimoto et al. 2001). A PACAP-38 expresszidjanak hianyat a PACAP-/- egerek agyaban
(kdzépagy és diencephalon) RIA-val igazoltak; emellett a PACAP-38 expressziojanak jelent6sen
csOkkenését irtak le a heterozigdta (PACAP+/-) egerekben a vad tipusu egerekhez képest.

prepro-PACAP
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1. abra. Az emberi prepro-PACAP szerkezete. A PACAP-38 és a PACAP-27 keletkezése a
prepro-PACAP-nak nevezett PACAP prekurzorbol (Hirabayashi et al. 2018).

Miyata A. et al. Isolation of a neuropeptide corresponding to the N-terminal 27 residues of the pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide with 38 residues (PACAP38). Biochem Biophys Res Commun. 1990 Jul
31;170(2): 643-8. doi: 10.1016/0006-291x(90)92140-u. PMID: 2383262.

Hashimoto H. et al. Altered psychomotor behaviors in mice lacking pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP). Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Nov 6;98(23): 13355-60.

Hirabayashi T. et al. Discovery of PACAP and its receptors in the brain. J Headache Pain. 2018 Apr
4;19(1):28.

3., Ahogyan az értekezésben olvashato a PACAP izoformdk nagyfokii homolégidat mutatnak a
vasoactiv intestinalis polipeptid (VIP) aminésav szekvencidjdaval. Raaddsul a PACAP 38 hdarom
receptora koziil (PAC1l, VPAC1 és VPAC2) ketté (VPACL és VPAC2) a VIP-et is kéti....
Mindezeknek az ismeretében nem lett volna ajanlatos a PACAP-pal egyidejiileg a VIP
koncentrdaciokat, és a VPACLl és VPAC2 receptor expresszios mintdzatokat is vizsgdalni a
kiilonbozd kisérletes modellekben, és kiilonos tekintettel a PACAP génkiiitott allatokban?

Természetesen egyetértek a Biraloval, hogy a PACAP pontos hatdsmechanizmusanak
teljeskorti feltérképezéséhez sziikséges lett volna a PACAP VIP-vel k6z0s receptorainak vizsgalata
is. Mivel korabbi vizsgélatokban a PACAP neuroprotektiv hatdsdnak kozvetitésében elsdsorban a
PAC1 receptor medialta ttvonalak szerepét igazoltak, ezért mi is elsésorban erre
Osszpontositottunk. Bar az MTA Doktori értekezés alapjaul szolgald allatkisérletes vizsgalatokban
nem keriilt sor a VPAC receptorok mintazatanak elemzésére, munkacsoportunk szamos kutatasban

4
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vizsgalta a PACAP-génkiiitott egerek PACAP receptorainak (PACI, VPACI1 és 2 receptorok)
expressziojat. Ezek koziil kiemelendéek az érrendszerrel kapcsolatos kutatasok, ahol azt thztiik ki
célul, hogy vad tipusu és PACAP KO egerekbdl izolalt arteria carotis communis €s arteria femoralis
ercken megvizsgaljuk a PACAP-38, PACAP-27 és VIP vazorelaxacios hatdsait, valamint
feltérképezziik a PACAP receptorok eloszlasat (Ivic et al. 2017; 2019).

Ezen vizsgalati modellekben, a belsé fiilben detektalhato eltérésekhez hasonléan igazoltuk,
hogy a PACAP KO egerekben szignifikansan alacsonyabb a PACI receptor expresszidja a vad
egerekhez képest, de szignifikans eltéréseket detektaltunk a VPAC receptorok tekintetében, ami a
PACAP KO egerek PACAP-27 és VIP kezelésre adott eltéré vazorelaxacios hatasa mogott allhat
(lvic et al. 2017). Eredményeink azt is mutattak, hogy néstény egerekben a PACAP altal kivaltott
vazorelaxacios valaszokat els6sorban a VPACI receptor kozvetiti (Ivic et al. 2019). A PACI1 ¢és
VPAC receptorok expresszidjanak valtozasat a csontfejlédés soran is vizsgaltuk PACAP KO
egerekben (Jozsa et al. 2018), amely kutatasok is igazoljak a receptorok egyiittes vizsgalatanak
relevancidjat.

A jovobeli allatkisérletes vizsgalataink tervezése soran ezt szem el6tt fogjuk tartani.

Ivic | et al. Backup Mechanisms Maintain PACAP/VIP-Induced Arterial Relaxations in Pituitary Adenylate
Cyclase-Activating Polypeptide-Deficient Mice. J Vasc Res. 2017;54(3):180-192.

lvic I. et al. VPACL1 receptors play a dominant role in PACAP-induced vasorelaxation in female mice. PLoS
One. 2019 Jan 25;14(1):e0211433.

Jozsa G. et al. Signalling Alterations in Bones of Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP)
Gene Deficient Mice. Int J Mol Sci. 2018 Aug 27;19(9):2538.

1. Hallorendszer

1., A hallorendszerre vonatkozo vizsgdlatokat csirkéken és egereken végezték. VValami oknal fogva
azonban a kiilonbozd vizsgalatokat kiilonbozo koru dllatokon végezték el. ...

Mi indokolta az egyes vizsgdlatok kiilonbiozé koru dllatokon valo elvégzését? Madsrészt, a
kiilonbozd koru dllatokon elvégzett kisérletekbdl kapott eredményeket hogyan lehetett egymdssal
osszevetni, és azokbol valamilyen egységes kivetkeztetést levonni a PACAP-nak a hallorendszer
miikodésében betoltott szerepét illetben?

A hallorendszerrel kapcsolatos kutatasaink esetén a vizsgalni kivant allatok korat az in vitro
¢s in vivo kisérletek soran alkalmazott metodika hatarozta meg.

Az in vitro vizsgéalataink soran 1 napos csirkék belsd fiilébdl késziilt sejttenyészetet
alkalmaztunk. A csirkék ductus cochlearisa egy enyhén hajlott csdvet képez, és joval rovidebb, mint
az emldsokeé, emellett az érzéksejtek slirlisége is magasabb az emldsokéhez képest. Ebbdl fakadoan
sokkal konnyebben preparalhato, mint az emldsok ductus cochlearisa, ezért is valasztottuk ezt a
modellt in vitro vizsgalataink kivitelezéséhez. Mivel egy sejttenyészet elkészitéséhez 40 csirkére
volt sziikségiink €s az egy napos csirkékbdl mar érett sejteket prepardlhattunk, ezért 1 napos csirkék
felhasznalasa mellett dontottiink.  Fontos kérdés, hogy a csirke cochlearis sejtjeiben talalt
eredmények hogyan kapcsolodhatnak az emlésok szorsejtjeihez. A madarak belsé fiilének
szorsejtjei képesek regenerdlodni a szdrsejtek karosodésa vagy elhaldsa utan, foként a sejtciklus
yjrainduldsa vagy a tamogatd sejtek transzdifferencidlodasa révén. Ezzel szemben az emldsok
kevesebb képességet mutatnak a belso fiil sériilése utan az érzékeld hamsejtek megujulasara. A
vizsgalatunk soran alkalmazott oxidativ stresszel szemben elsdsorban a szdrsejtek mutatnak
szelektiv érzékenységet, emiatt feltételeztik, hogy a modell jol alkalmazhato a PACAP
antiapoptotikus hatdsanak vizsgalatara. Emellett nem zarhato ki, hogy a PACAP tamasztosejtekre
gyakorolt esetleges véddhatasanak funkciondlis jelentdsége is lehet, ugyanis szerepet jatszhat a
tamasztosejtek 1) szorsejtekké valod differencidlodasaban (Racz et al. 2010).

A PAC1 receptor expressziot és a kanamicin ototoxikus hatasat 5 napos egereken vizsgaltuk.
Bar a legtobb ototoxikus modellben felndtt allatokat haszndlnak, az 0jsziilott allatok éretlen fiile
érzékenyebb az aminoglikozidok altal kivaltott ototoxicitasra. Patkanyokban és egerekben a hallas
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érése a sziiletés utani idészakban fejezddik be, ezért ezek az allatok j6 modellek a fejlodo fiilre hatod
ototoxikus inzultusok patomechanizmusanak vizsgalatara. Ezen megfontolasbol a kanamicin okozta
ototoxikus hatas vizsgalatahoz 5 napos allatokat kezeltiink egyszeri nagy dézisi kanamicinnel (1
mg/g testtomeg), amely a PACAP gén mRNS és/vagy fehérjeexpresszidjaban mar valtozasokat
okozhat. Emellett szintén fontos kiemelni, hogy az 5 napos allatok koponyaja még kevésbé
csontosodott, igy decalcindlds nélkiil nyilt lehetdségiink szdvettani metszetek készitésére, ami
nagymértékben segitette a belso fiil struktirdjanak megdrzeését €s a jo6 mindségli immunhisztologiai
metszetek készitését (Tamas et al. 2012; Németh et al. 2014).

A funkcionalis hallasvizsgéalatokhoz, valamint a hallopalya kiilonb6zé magjainak
morfologiai vizsgélataihoz kiilonbozé koru felndtt egereket hasznaltunk. A kollaboraciés munka
keretében végzett funkcionalis hallasvizsgalatok eredményei alapjan terveztilk meg a morfologiai
vizsgélatokat. Mivel a hallasvizsgalat sordn a kor eldrehaladtdval a CD1 egerekre jellemz6
hallascsokkenés miatt csokkent a vad és KO egerek kozotti kiilonbség, ezért a morfologiai
vizsgélatok sordn olyan fiatal felndtt (1,5-6 honapos) egereket hasznaltunk, ahol a funkcionalis
vizsgalatok soran a legnagyobb kiilonbségeket detektaltuk a két csoport kozott. A funkcionalis
vizsgalatokat alapul véve ezen a csoporton beliil nem tettiink tovabbi kiilonbséget. A rendelkezésre
allo egérallomanybdl a korcsoporton beliili egerekkel dolgoztunk, ligyelve arra, hogy minden egyes
vizsgalat soran egymassal azonos kort egereket hasznaljunk az eredmények Osszehasonlithatosaga
érdekében (Fiilop et al. 2019).

Vizsgalataink a hallorendszer tekintetében lefedték az élettartam nagy részét, az éretlen
belsd fiilben végzett vizsgalatoktdl az dregedd egerekig, aminek sordn Osszességében bizonyitani
tudtuk a PACAP hallérendszerben betoltott védo szerepét exogén (H202, kanamicin) és endogén
(6regedés) agensekkel szemben. A vizsgalatok limitacidja, hogy a hdrom kiilonboz6 allatmodellbdl
szamraz6 eredmények elsésorban dnmagukban kiilon-kiilon értelmezhetok.

Racz B. et al. PACAP ameliorates oxidative stress in the chicken inner ear: an in vitro study. Regul Pept. 2010
Feb 25;160(1-3): 91-8. doi: 10.1016/j.regpep.2009.12.003. Epub 2009 Dec 4. PMID: 19969027.

Tamas A. et al. Comparative examination of inner ear in wild type and pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide (PACAP)-deficient mice. Neurotox Res. 2012 May;21(4): 435-44.

Nemeth A. et al. Examination of calcium-binding protein expression in the inner ear of wild-type, heterozygous
and homozygous pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) knockout mice in kanamycin-induced
ototoxicity. Neurotox Res. 2014 Jan;25(1): 57-67.

Fulop DB. et al.. Hearing impairment and associated morphological changes in pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP)-deficient mice. Sci Rep. 2019 Oct 10;9(1): 14598.

2., A 49. oldalon taldlhaté immunhisztokémiai protokollal valami nincs rendben. Az értekezésben
az olvashato, hogy ,az alkalmazott primer antitestek: PAC1 receptor antitest (anti-nyil),
calretinin (anti-egér), calbindin (anti-egér), parvalbumin (anti-egér)”. Majd késobb: ,,mdsnap a
metszeteket Alexa Fluor 568 és 488 mdsodlagos antitestekkel inkubdltuk”. Hogyan kell mindezt
érteni?

Itt és mdshol is szamos primer antitestet haszndlt a pdlydzo. Hogyan ellendrizték az egyes
primer antitestek specificitdsadt a kiilonbozd kisérletes modellekben?

Elnézést kérek az immunhisztokémiai metodikai leirds pontatlansagéaért! Az emlitett festés
soran nyulban termelt PACI receptor ellenes primer antitestet hasznaltunk, melyet minden esetben
Alexa Flour 568-cal konjugalt nytl ellenes masodlagos antitesttel jeldltiink, a Ca?*-koté fehérjék
esetében pedig primer antitestnek egérben termelt anti-calretinin, anti-calbindin és anti-parvalbumin
antitesteket hasznaltunk (kiilon metszeteken), melyeket minden esetben Alexa Flour 488-cal jeldlt
egér ellenes méasodlagos antitestekkel vizualizaltunk.

Az immunhisztologiai vizsgalatok kontroll festése soran egyik alkalommal kihagytuk a
primer, masik alkalommal a szekunder antitesteket, amely esetben specifikus festést nem
detektaltunk. A szekunder egér antitest hasznalata esetén sem detektaltunk vizsgalatunkat
befolyasolhato hattérfestodét.
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Emellett a fehérjekimeritéseket is elvégeztiik a vizsgalatokat megeléz6en. Ezeket a kontroll
vizsgélatokat Saper és Sawchenko kozleménye szerint (2003) tartottuk megfelelonek a specificitds
vizsgalatara, ugyanis a szerzok leirjak, hogy ha Western-blot vagy a KO vizsgéalatokra nincs
lehetség, akkor a fehérjekimerités is alkalmazhatdé modszer. A Western-blot vizsgalatot azért
vetettiik el, mert az jol ismert, hogy értékelhetdségét befolyasolhatja, ha egy fehérjének tobb splice
variansa is létezik, ami jelen esteben a Ca?*-kotd fehérjék kapesan is ismert (Schwaller et al. 1995).
Bar az irodalomban ismertek Ca?*-kotd fehérje KO egértorzsek, sajnos nekiink nem volt
lehetdséglink ilyen egértorzsek beszerzésére. Emellett a KO egerek alkalmazéasanak is limitacidjat
jelenti, hogy mivel nagy fehérjékrdl van sz6, ezért nem {itik ki a fehérjét kodolo teljes génszakaszt,
fehérje egy fragmense, gyakran annak nagyobb része, bar az funcidképtelen, a KO allatban is
kifejezddik, és az antitest szdmara is felismerheté marad. Amennyiben az antitest nem kizardlag a
deletalt szakaszrol transzlalodo epitopokat ismer fel, a KO szovet nem alkalmas az antitest
tesztelésére.

Saper CB. et al. Magic peptides, magic antibodies: guidelines for appropriate controls for
immunohistochemistry. J Comp Neurol. 2003 Oct 13;465(2):161-3.

Schwaller B. et al. Alternative splicing of calretinin mRNA leads to different forms of calretinin. Eur J
Biochem. 1995 Jun 1;230(2):424-30.

3., Nincs leiras az értekezésben arra vonatkozolag, hogy az immunfestett metszeteken az
immunfestés intenzitisianak mérését hogyan standardizadltak, és tették az egyes mérési adatokat
osszehasonlithatova.... Biztos a padlyazo abban, hogy az immunhisztokémiai reakciok
intenzitasanak mérési adatai objektivek, standardizadltak és osszehasonlithatoak egymadssal?

Az immunfluoreszcencia mértékét az ImageJ 1.440 programmal hataroztuk meg. A mérések
minden esetben az eredeti (nyers) képeken torténtek. A dolgozatban emlitett kontrasztositast, az
egyenetlen megvilagitas korrigalasat kizarolag a cikkekben és az értekezésben megjelend
reprezentativ képeken végeztik el, azonban ezen képek esetében is az immunfluoreszcencia
intenzitasanak mérése a nyers képeken tortént. A mérések standardizélasa érdekében a képek
digitalizaldsa soran a mikroszkdp és a képolvaso szofter egyazon bedllitdsat hasznaltuk az Gsszes
kép felvételekor. A digitalizalt képek feldolgozasakor a vizsgalt teriileteken kiviil mindig mérésre
keriilt egy indifferens, specifikus immunjelolédést nem mutatdo teriilet is, amelynek
hattérintenzitasara a vizsgalt sejtekben mért jelintenzitast korrigaltuk. Azon metszetek kapcsan, ahol
az immunhisztologiai jelolések Gsszehasonlitasat végeztiik vad és KO egerekben, minden esteben
torekedtliink arra, hogy a metszetek ugyanolyan vastagok legyenek és a festéseket egyszerre és
ugyanolyan hosszi ideig alkalmazzuk, igy ezen faktorokbol adodod esetleges eltéréseket
minimalizaljuk. Ezek alapjan Gigy gondoljuk, hogy mérési adataink standardizaltak voltak, azokat
objektivnek és egymassal 6sszehasonlithatoknak vélelmezziik.

4., Szerencsésebb lett volna, ha a pdlydzé a mért adatok dabrazolasdra konzekvensen a box-plot
diagramm dbrdzoldasi modot vilasztia, amiben feltiinteti az eredeti mérési pontokat is. Sajnos a
box-plot dbrdzolasi mod csak eqy-két esetben jelenik meg az értekezésben.

Egyetértek Professzor Urral abban, hogy a box-plot diagrammok sokkal informativabbak a
kutatdsi eredmények demonstraldsa szempontjabol. Ezért a klinikai vizsgéalati eredményeink
publikécidja soran mar ezen abrazolasi mod hasznalatara torekedtiink.
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5., A Kkalcium-koté fehérjék immunhisztokémiai kimutatasdat jobb lett volna Kihagyni az
értekezésbol. Ezek az adatok nem adnak semmi #jat a PACAP és PACL expresszios
vizsgdlatokhoz, raaddsul az immunfestések meglehetdsen aspecifikusaknak tiinnek. A sejtmentes
membrana tectoria példaul sokkal erdsebb festédést mutat, mint a Corti szerv sejtjei. Hogyan
magyarazza ezt a palyazo?

A Ca?*-kotd fehérjékkel kapesolatos vizsgalatainkat azért végeztiik el, mert ismert, hogy a
belsé fiil és azon beliil is a szdrsejtek fiziologids milkddéséhez elengedhetetlen az endolympha Ca?*
Korabban tobb kutatasban is vizsgaltdk a Ca?*-kotd fehérjék expressziojanak valtozasat a
cochledban (pl. zajkarosodas kapcsan), ami alapjan feltételezhetd, hogy fontos szerepiik lehet a
kiilonb6z6é ototoxikus agensek szoOrsejtkarositd hatasanak kivédésében (Hackney et al. 2005),
melyek hallaskarosodashoz vezethetnek (Huang et al. 2000). Munkank soran kimutattuk a Ca?*-
kotd fehérjék fokozott expressziojat endogén PACAP hidnyaban PACAP-génkiiitott egerekben és
kanamicin-indukalta karosodasok esetén és ez alapjan feltételeztiik, hogy az antiapoptotikus és
antioxidans hatdsokkal rendelkez0 PACAP is szerepet jatszhat a szdrsejtek védelmében tobbek
kozott a Ca?*-kotd fehérjék expresszidjanak szabdlyozasaval. Vizsgalataink soran igy elséként
mutattuk ki az endogén PACAP hidnyabol adodd fokozott vulnerabilitast kanamicin-indukalta
karosodassal szemben, mellyel tovabbi bizonyitékul szolgaltunk a PACAP potencialis protektiv
hatasara vonatkozéan. A  hatdsmechanizmus hatterében 4ll6 mechanizmusok pontos
feltérképezéséhez tovabbi vizsgélatok sziikségesek.

A membrana tectoria aspecifikus immunfluoreszcens festddésének legvaldsziniibb oka
annak magas kollagéntartalmaban keresendd (Thalmann et al. 1986). Szamos nem-kollagén tipusu
glycoprotein mellett az emlds membrana tectoria felépitésében II-es, V-0s és [X-es tipusu kollagén
is részt vesz (Goodyear és Richardson 2002). A kollagén autofluoreszcens festédése az altalunk
hasznalt hullamhosszokon irodalmi adatokbol is jol ismert (Zhao et al. 2017), emellett mas
kutatdcsoportok altal készitett immunhisztologiai felvételeken is a miénkhez hasonld pozitivitast
mutat a membrana tectoria (Ju et al. 2017). Ezen autofluoreszcencia nativ metszeteken és a legtobb
immunhisztokémiai felvételen detektalhatd, igy mas antitestek esetén is jelen van. A metszetek
értékelésénél az egyes sejtek analizisére fokuszaltunk a jol definialt sejthatarok korberajzolasaval, a
membrana tectoria jelolddésének intenzitasat nem vettiik szamitasba.

Goodyear RJ. et al. Extracellular matrices associated with the apical surfaces of sensory epithelia in the inner
ear: molecular and structural diversity. J Neurobiol. 2002 Nov 5;53(2):212-27.

Hackney CM. et al. The concentrations of calcium buffering proteins in mammalian cochlear hair cells. J
Neurosci. 2005 Aug 24;25(34): 7867-75.

Huang T. et al. Okxidative stress-induced apoptosis of cochlear sensory cells: otoprotective strategies. Int J
Dev Neurosci. 2000 Apr-Jun;18(2-3): 259-70.

Ju HM. et al. Usefulness of Intravital Multiphoton Microscopy in Visualizing Study of Mouse Cochlea and
Volume Changes in the Scala Media. Front Neurol. 2017 Jul 31;8:332.

Thalmann I. et al. Collagen--the predominant protein of the tectorial membrane. ORL J Otorhinolaryngol
Relat Spec. 1986;48(2):107-15.

Zhao HL. et al. Autofluorescence of collagen fibres in scar. Skin Res Technol. 2017 Nov;23(4):588-592.

6., A PACL receptor expressziojdat vizsgalva a hallopdlya kiilonbézé magvaiban, azt talaltik, hogy
a PACAP KO egerekben a PACL receptor expresszidja csékkent a nucleus cochleris dorsalisban
és ventralisban, a tébbi magban az expresszios szint megegyezett a vad tipusu dllatok expresszios
szintjével. Hogyan magyardzza ezt a pdalydazo? Miért nem tiinik el a PACAP specifikus receptora
azokban az dllatokban, amelyek nem termelnek PACAP-ot?

Girard és munkatarsai PACAP KO ¢és VIP KO egerekben vizsgaltak a PACAP receptorok
expresszidjanak valtozasat a fejlodés soran abbol a célbdl, hogy feltérképezzék azt, hogy ezen nagy
homologiat mutatd peptidek €s nagy atfedést mutatd receptoraik expresszidja kompenzacios modon
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valtozik-e az idegrendszer fejlodése soran (Girard et al. 2006).

Az egyes receptor altipusok vizsgalata soran, csokkent receptor mRNS szintet taldltak
mindkét KO egértdrzsben, amelyek eltérd expresszids mintazatot mutattak a kiilonbozé egértorzsek
kozott. A PAC1 receptor mRNS szintje a KO egerekben koriilbeliil 50%-kal csokkent a vad
egerekhez képest. A vad allatokban a VPAC2 receptor mRNS szintek emelkedését figyelték meg a
14. napot kovetéen, ami a KO egerekben nem volt kimutathat6. Ehhez hasonldan az agyi VPACI
receptor mRNS expresszidjanak ndvekedése is késobb jelentkezett a KO allatokban a vad egerekhez
képest. A KO egerekben detektalhato kiillonbdzd receptoridlis expressziés mintazatok feltételezett
okai az endogén neuropeptid hianyabol adodo elvaltozasok lehetnek. Bar a PACL receptor
specifikus endogén ligandjai a PACAP-27 és a PACAP38, melyekhez nagy affinitassal kotodik, de
ezek mellett a VIP is kapcsolodhat a receptorhoz. A PACI receptor specificitdsa disszociacios
konstanssal (Kd) igazolhat6, mely PACAP esetén Kd = 0,5 nM, mig VIP esetén Kd > 500 nM
(Vaudry et al. 2009). Feltételezhetéen a PACAP KO egerekben a PACL receptorokhoz endogén
ligandként a VIP is kotddhet, ezért is expresszalodhat a KO egerekben.

A harom PACAP/VIP-receptor altipus expresszidjdnak szabalyozdsa a kozponti és a
periférias idegrendszerben még nem pontosan ismert, ezért kimeritd valaszokat csak olyan
kisérletek segitségével adhatunk a jovOben, ahol a PACAP és VIP hatdsat, valamint receptoraik
valtozasat egyszerre vizsgaljuk.

Girard BA. et al. Noncompensation in peptide/receptor gene expression and distinct behavioral phenotypes in
VIP- and PACAP-deficient mice. J Neurochem. 2006 Oct;99(2):499-513.

Vaudry D. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide and its receptors: 20 years after the
discovery. Pharmacol Rev. 2009 Sep;61(3): 283-357.

111. Fogfejlodés
1., Mit gondol a pdlydzé, hogyan hathat a PACAP a dentin és a zomdnc képzodésére, ha PACL
receptorokat csak a pulpa subodontoblastikus sejtjein sikeriilt kimutatni?

Annak ellenére, hogy a fejlodo fogak morfologiai vizsgalatai soran PACI1 receptort csak a
subodontoblastikus rétegben és a dentalis papillaban tudtunk kimutatni, a fogfejlédésben fontos
szerepet jatszo jelatviteli tvonalak (SHH, PTCHI, Glil, Notch) immunhisztokémiai vizsgalataval
szignifikans eltéréseket talaltunk az ameloblastokban is a vad egerek és a PACAP KO egerek
kozott. A PACAP KO egerekben fokozott SHH, PTCHL1 és intracellularis Glil expressziot talaltunk
az ameloblastokban a vad egerekhez képest. Emellett a Notch jelatviteli utvonal receptorai koziil a
Notch2 expressziojaban talaltunk szignifikans emelkedést a zomanc termeléséért felelés ameloblast
sejtekben a PACAP KO allatokban A Notch ligandok koziil a DLL1 mutatott szignifikans
emelkedést az ameloblastok citoplazmajaban. A Notch jelatvitelben részt vevd intracellularis
molekulak koziil a CSL jelintenzitdsa ndtt meg az ameloblastokban a PACAP-génkiiitott
csoportokban a vad tipust egerekhez képest. Az endogén PACAP hianyaban az
adamantoblastokban detektalhat6 jelatviteli eltérések arra utalnak, hogy a PACAP-nak hatasa lehet
a zomanc fejlddésre ezen Gtvonalak szabalyozasan keresztiil.

2., Valészinii, hogy az odontoblastokbol és a subodontoblastikus mesenchymabol felszabadulo
PACAP a subodontoblastikusan expresszalodo PACL receptorokon keresztiil befolydsolhatja a
fogpulpa érését. Ezért az is valosziniisitheto, hogy a PACAP KO dllatokban a fogpulpa
besziikiiléséhez a PACAP hidnya is hozzdjarulhat. Ennek a jelenségnek a molekularis hdtterét jo
lett volna jobban megvizsgalni az értekezésben.

A fogak el6torését kovetden a zomanccal ellentétben a dentin folyamatosan termelddik, igy
fiziologidsan is a pulpalir lasst sziikiiléséhez vezet. A dentin fejlddési rendellenességeiben,
endokrinologiai eltérések soran, valamint a pulpa alacsony intenzitdsu kronikus irritacidjdban ez a
folyamat felgyorsul, fokozott reaktiv dentin képzddés zajlik a fokozott védekezési reakcidk
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kovetkezményeként. A dentin és a pulpa embriondlisan és funkcionalisan nem valaszthatd el
egymastol, az irodalom sokszor nem is kiillon hanem dentin-pulpa komplexként utal ra. Ezért
minden olyan utvonal, ami dentin termelés és a fogfejlodés szabalyozasaban részt vesz, szerepet
jatszhat a pulpa szlikiilésének szabalyozasaban is.

A PACAP ¢s a fogfejlodésben dontd fontossagu jelatviteli ttvonalak (SHH, fibroblast
novekedési faktor (FGF), Wnt, csont morfogenikus protein (BMP)) kozotti tovabbi lehetséges
keresztutak azonositasa érdekében tovabb folytattuk azokat a kutatasainkat, ahol megvizsgaltuk a
PACAP hatasat a BMP tutvonalak szabalyozasara a metszéfogak fejlodése soran. A vizsgalat soran
fejlédd fogesirdkban PACAP kezelés hatasara fokozott Ca?* lerakodast detektaltunk a proliferacios
részeknek megfeleléen. Western-blot analizis segitségével kimutattuk, hogy a BMP4, csont
morfogenikus protein receptor (BMPR), protein kinaz A (PKA) és foszfo-PKA (p-PKA)
fehérjeexpresszidja csokkent a neuropeptid jelenlétében, mig a Smadl expresszidja nem valtozott
szignifikansan. A PACAP KO egerek metszéfogai emelkedett BMP4, BMPRI ¢és Smadl
expressziot mutattak a heterozigota és vad allatokhoz képest. Ezen tvonalak szabalyozasaban valo
részvétel szintén szerepet jatszhat a pulpa sziikiilésének szabalyozéasaban.

1V, Varanddssdg, laktdacio

1., Azt taldltik, hogy a terhesség alatt az anyai vér PACAP szintje nd, sziiléskor leesik, majd ujra
visszaemelkedik a terhesség eldtti szintre. Jelentds koncentrdacioban tudtak kimutatni a PACAP-ot
ujsziilottek vérében is. Ugyanakkor a PACAP szintjét lényegesen alacsonyabbnak mérték az
umbilicalis erekben, mint az #jsziilottek periférias vérében. Mi okozza ezeket a valtozdsokat a
vérben mérhetd PACAP koncentraciokban? Milyen sejtek iiritik a PACAP-0t a vérbe és ezekre
hogyan hat a terhesség elémenetele, az anydban és a magzatban?

A vérandossag és sziilés soran detektalhatdé PACAP szint valtozasok azt bizonyitjak, hogy az
endogén PACAP szintek érzékenyen reagalnak ezen élettani folyamatokat kdvetd hormonalis
valtozasokra. A varanddssag neuroendokrin szabalyozasaban részt vevd kozponti idegrendszeri
struktarak (hypothalamus, adenohypophysis, neurohypophysis) - mely rendszerek érzékenyen
kovetik a fiziologids folyamat alatt zajlo hormonalis valtozasokat a kiilonb6zd stimulalé hormonok
termelésének szabalyozasaval - és emellett mas endokrin mirigyek sejtjei pl. az ovarium is szerepet
jatszhat a PACAP szint emelkedésében (Koppan et al. 2022).

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 nd a terhesség
soran. Vizsgalataink sordn az emberi placentamintakat abortuszbol szarmazo és terminusra sziiletett
placentakbdl gytijtottiik. Mintat vettiink a placenta foetalis felszinén elhelyezkedd chorinbolyhokbol
(trophoblast sejtekbdl) és anyai oldalon talalhato decidua sejtekbdl. RIA modszer segitségével
mindegyik placentamintdban igazolni tudtuk a PACAP-27 és PACAP-38 jelenlétét. A
placentamintakban szignifikansan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a PACAP-27 szintekhez
viszonyitva. A PACAP-38 szintje szignifikans emelkedést mutatott a placenta érése soran mind az
anyai, mind a magzati részbdl szdrmazd mintdkban, ezzel szemben a PACAP-27 elemzése soran
csak az anyai oldalon mutattunk ki szignifikdns emelkedést (Brubel et al. 2010).

Tobb kutatasi eredmény is azt mutatja, hogy a PACAP valoban fontos szabdlyozd
tényezoként miikddik a terhesség alatt. Kimutattak, hogy a peptid mindkét formaja (PACAP-38 és
27) relaxaciét okoz a villusartériakon és a myometrialis artériakon (Streenstrup et al. 1996). igy a
PACAP-nak az uteroplacentaris egységben betdltott vazoregulacids szerepe feltételezhetd, ami
magyarazatot adhat a sziilés soran megfigyelt hirtelen PACAP csokkenésre.

A magzatok PACAP szintjének valtozdsar6l a varandossdg alatt sajnos nincsenek
eredményeink, €s mas klinikai vizsgalatok sem ismertek ezzel kapcsolatban.

Brubel R. et al. 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
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Nov;42(3): 450-8.

Koppan M. et al. Female reproductive functions of the neuropeptide PACAP. Front Endocrinol (Lausanne).
2022 Sep 20;13:982551.

Steenstrup BR. et al. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP): occurrence and vasodilatory
effect in the human uteroplacental unit. Regul Pept. 1996 Mar 22;61(3):197-204.

2., Mi magyardzza azt, hogy az ujsziilottek periféridas vérében lényegesen magasabb PACAP
koncentraciot lehetett mérni, mint az umbilicalis erekben, kiilonosen a vena umbilicalisban?

A koldokerekben mérhetd PACAP forrasa pontosan nem ismert. Az arteria umbilicalisban,
amely a magzat vénas vérét szallitja a placentaba, szignifikdnsan magasabb PACAP szintet
mértiink, mint a vena umbilicalisban, ami a placentabdl szallitja az oxigéndus és tdpanyagban
gazdag vért a magzathoz, ami arra utal, hogy a placentan €s az anyai szoveteken kiviil a magzatnak
is fontos szerepe van a PACAP termelésében, amely elengedhetetlen az egészséges magzati fejlodés
soran (Reglédi et al. 2010). Ugy gondoljuk, hogy a magzat periférids vérében detektalhatd
magasabb PACAP szint arra utal, hogy a fehérje neurotrofikus faktorként kulcsfontossagl szerepet
jatszik az idegrendszer fejlddésében, beleértve a neurogenesis, myelinizacid, neuronalis
differenciaci6 és migracié szabalyozasat (Watanabe et al. 2016). Emellett immunmodulaléd
hatdsanak koszonhetden a PACAP nélkiilozhetetlen az (jsziilottek immunrendszerének
fejlodésében, valamint a kiillonb6z6 patogénekkel szembeni védekezésben (Delgado et al. 2016).

Vizsgélataink sordan az umbilicalis erekben mérhet6 PACAP koncentraciot 3 napos
ujsziilottekbdl vett periférids vérmintdkkal hasonlitottuk Ossze, igy lehetséges, hogy az all a
kiilonbségek hatterében, hogy a mintavétel nem ugyanazon idében tortént. Pontosabb Gsszefiiggést
akkor tudtunk volna leirni, ha a periférias vért az ujsziiklottektdl a sziilés alatt gyajtjiik, de sajnos
erre nem volt lehetéségiink.

Delgado M. et al. PACAP in immunity and inflammation. Ann N 'Y Acad Sci. 2003 May;992:141-57.

Reglodi D. et al. 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.

Watanabe J. et al. PACAP and neural development In: Reglodi D, Tamas A. (eds) Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide-PACAP. Springer, Cham; 2016; pp. 65-82.

3., Milyen sejtek vannak az anyatejben, és azok koziil melyek termelhetnek PACAP-ot? Mi az a
mechanizmus, amelynek a segitségével az anyai vérben keringé PACAP az anyatejbe keriilhet?

Az anyatejben taldlhato sejtek koziil az emlémirigybdl szarmazoé glandularis epithel sejtek,
valamint a kiillonb6zé immunoldgiai funkcidval rendelkezd macrofagok, granulocytdk ¢és
lymphocytdk is szerepet jatszhatnak a PACAP termelésében, ami altal a PACAP fontos
immunmodulator szerepet is képes betdlteni (Ganea et al. 2003).

Az anyatejben szamos hormon, ndvekedési faktor és peptid jelenléte azonosithato. Ezek
koziil vannak olyan faktorok, amelyeknek a PACAP-hoz hasonldan a tejben mérhetd koncentracioja
magasabb, mint a plazmaban mérhetd szint (pl.: az Osztrogén, a gonadotrop-releasing hormon
(GnRH), a thyreotropin-releasing hormone (TRH), a VIP, a somatostatin (SOM), a novekedési
hormon releasing hormon (GHRH), a bombesin, a neurotensin, az oxitocin, a PRL, és kiilonb6z6
novekedési faktorok és prosztaglandinok). Ezzel szemben példaul a gliikokortikoidok, az
androgének, a progeszteron, a pajzsmirigy stimulalé hormon (TSH) szintje alacsonyabb a tejben,
mint a plazmdban (Grosvenor €s mtsai 1993). Az anyatejben azonosithato faktorok koziil egyesek
aktivitas és strukturalis valtozas nélkiil jutnak a vérbdl az anyatejbe (VIP, TRH, somatostatin), mig
masok glikozilacion, foszforilacion és proteolizisen esnek at. A kiilonb6zé anyagok paracellularis
és transcellularis utvonalakon keresztiil jutnak a vérbdl a tejbe. Az immunglobulinok, a transzferrin,
kiilonb6z6é hormonok (pl.: prolactin, Osztrogén, inzulin), cytokinek, lipoproteinek és mas
makromolekulak vesicularis transcytosissal keriilnek a vérbdl az anyatejbe (Lyons et al. 2020).
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Egyes hormonok, ndvekedési faktorok és bioaktiv anyagok nem csak a vérarambol keriilhetnek a
tejbe, hanem kozvetleniil az emlémirigyben is szintetizalodnak (parathormon related protein
(PTHrP), GnRH, PRL, inzulinszeri ndvekedési faktor (IGF), epidermalis ndvekedési faktor (EGF),
laktoferrin, transzferrin és kazomorfin) (Grosvenor és mtsai 1993). Ezen mechanizmusok
feltételezhetden szerepet jatszhatnak a folyamatban, de a mechanizmus pontos feltérképezése
jovobeli céljaink kdzé tartozik.

Ganea D. et al. Vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide: players in
innate and adaptive immunity. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand). 2003 Mar;49(2):127-42.

Grosvenor CE. et al. Hormones and growth factors in milk. Endocr Rev. 1993 Dec;14(6):710-28.

Lyons KE. et al. Breast Milk, a Source of Beneficial Microbes and Associated Benefits for Infant Health.
Nutrients. 2020 Apr 9;12(4):1039.

4., Ahogyan a palydzo irja az értekezésben a PACAP féléletideje a vérben néhany perc. Mennyi a
PACAP féléletideje az anyatejben? Az ujsziilott emészté rendszerébe keriilé PACAP-nak
koriilbeliil hany szdzaléka szivodik fel, és mennyi a PACAP félétideje az ujsziilottek vérében?

Ahogy az a kérdésben is olvashaté a PACAP vérben mérhetd féléletideje csak par perc a
DPP-IV (dipeptidil-peptidaz-1V) enzim aktivitasanak koszénhetden (Zhu et al. 2003). Ujsziilottek
kapcsan ilyen vizsgalatokat nem végeztek, de feltételezhetéen ugyanazon testfolyadékban hasonld
értékekkel szamolhatunk. A tejben mérhetd féléletideje pontosan nem ismert, de sajat vizsgalataink
soran azt figyeltik meg, hogy a tejmintak esetében nem volt sziikség olyan proteindz inhibitor
elokezelése, mint a vérmintak kapcsan, ahol a vérvétel soran a mintakhoz minden esteben aprotinint
tartott, szobahdre felolvasztott tejmintdkban tobb héttel a mintagyiijtést kovetden is hasonld
mennyiségii PACAP-ot tudtunk detektalni, mint a friss mintadkban. Feltételezhetd, hogy a PACAP
az anyatejben valamilyen hordozd6 molekuldhoz (pl. ceruloplazminhoz), vagy membran
vezikulumokhoz (exosoméakhoz) kototten taldlhatd. Ezt igazoljdk azok az eredményeink, ahol a
hipoallergén tapszerekben magasabb PACAP koncentraciot mértiink, mint a nem hidrolizalt
mintakban. A hipoallergén tapszerek extenzivebb hidrolitikus folyamatai valdszinilileg
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy tobb kotott PACAP valhat szabadda a kezelések hatasara (Csanaky et
al. 2013).

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 valosziniileg exosomakhoz
kapcsoltan fordul eld. A PACAP amfipatikus fehérjeként az exosoma membranjaba is
integralodhat, és egy kisebb része az exosoma belsejébe zarva szallitodhat. Mivel az exosoma
membran - a sejtmembranhoz hasonloan - egy lipid bilayer, igy képes megvédeni a becsomagolt és
a membranba integralddott fehérjéket a cirkulald, vagy szekretalt peptiddzokkal szemben. Mivel a
PACAP az exosomak felszinén és azok belsejében is jelen lehet, igy protektiv hatdsat
feltételezhetden receptorialis ton (membranhoz kotott PACAP) és az exosoma-sejtmembran
fzi6ja utdn intracellularisan is képes lehet kifejteni.

Mivel a szolubilis PACAP-ot az emésztéenzimek viszonylag gyorsan lebontjak, igy a vizes
fazisban levd szolubilis PACAP biologiai hatasat leginkabb az emldszoveten és a mucosalis
felszineken felszivodva az ujsziilott szajliregében és a tapcsatorna felsd részén fejti ki. Ezzel
szemben a zsiros fazisban és az exosomakban levd PACAP védve van az enzimek kéros hatasaval
szemben, igy a peptid a tdpcsatorna alsd részébe eljutva direkt mdédon befolydsolhatja az
enterocytdk, az immunrendszer és a bél-mikrobiota érését, valamint a bél-agy tengely révén
indirekten szabalyozhatja az idegrendszer fejlodését.

Az jol ismert, hogy az emlOmirigy termel kiilonb6z6 protedz inhibitorokat a tejben talalhato
bioaktiv fehérjék védelmében, az 1jsziilottek DDP-IV aktivitdsa alacsonyabb, valamint az
intestinalis epithelialis sejtek permedbilitdsa is nagyobb a makromolekuldkkal szemben, mint a
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felndtteké. Ezen hatasok alapjan feltételezhetd a tejben detektalhato6 PACAP hasznosuldsa a
szoptatas sordn. Azzal kapcsolatban nincsenek pontos adatok, hogy a tejben talalhaté PACAP hany
szazaléka szivodik fel és keriil az 0jsziilott vérébe, de baranyok plazmamintdjanak vizsgalataval
bizonyitottuk effektiv hasznosulasat, ahol a baranyok plazma PACAP szintje kétszeresére
emelkedett 1 6raval a szoptatast kovetoen és visszatért a kiinduld plazmaszintre 2 éraval a szoptatas
utan (Pohoczky et al. 2020).

Csanaky K. et al. Examination of PACAP38-like immunoreactivity in different milk and infant
formula samples. Acta Physiol Hung. 2013 Mar;100(1): 28-36.

Pohoczky K. et al. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide concentrations in the sheep
mammary gland, milk, and in the lamb blood plasma after suckling. Physiol Int. 2020 Mar;107(1): 92-105.

Zhu L. et al. The role of dipeptidyl peptidase 1V in the cleavage of glucagon family peptides: in vivo
metabolism of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-(1-38). J Biol Chem. 2003 Jun
20;278(25):22418-23.

V. Parkinson-kér
1., Elsodleges kérdésként meriil fel ezzel a kisérlet sorozattal kapcsolatban az, hogy a rotenon
kezelés tekinthetd-e a gerinctelenek Parkinson-kor modelljének?

A vizsgalataink soran alkalmazott rotenon csiga modellt Vehovszky és munkatarsai (2007)
altal elvégzett kisérletek alapjan valasztottuk, akik kiilonb6zd dozisi rotenon kezelés hatasat
vizsgaltak Lymnea stagnalis-okban. A csigakat kiilonb6z6 koncentracioju (0,1-5 uM) akut és
kréonikus rotenon kezelésnek vetették ala, amely progressziv és irreverzibilis viselkedési zavarokat
okozott az allatoknal. Az éltalunk is alkalmazott subletalis dozisu 0,5 uM rotenonnal valé kronikus
expozicio a spontan mozgas ¢s a taplalkozasi magatartas fokozotos csokkenéséhez vezetett, ami a
rotenon kezelés 7. napjara komplettalédott. A kezelés 7. napjan készitett kozponti idegrendszeri
preparatumban az azonositott dopaminerg RPeD1 (Right Pedal Dorsal 1; RPeD1) neuron altal
kivaltott posztszinaptikus potencidlok eltlintek, mig az RPeD1 altal egy peptiderg neuronbdl
(Visceral Dorsal 4; VD4) kapott szinaptikus bemenetek még miikodéképesek voltak bizonyitva a
dopamin (DA) sejtek szelektiv kdarosodéasat. Immunhisztokémidval igazoltdk, hogy a tirozin-
hidroxildz immunreaktivitds a kimutathatd szint ald 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 megfelel6 gerinctelen modell a Parkinson-kor
tanulmanyozéasara, mivel lehetévé teszi a dopaminerg rendszerek rotenonra adott vélaszanak
kozvetlen elemzését az idegrendszerben viselkedési €s sejt szinten egyarant.

Ezen modell alkalmazhatosagat tamasztja ald az, hogy a rotenon kezelés kdonnyen
kivitelezhetd, ugyanis vizben oldva felszivodik a testfelszinen, vagy lenyeli az allat a taplalkozas
soran. Emellett gyorsan kialakulé és konnyen nyomon kdvetheté motoros deficitek alakulnak ki,
ami mozgasi, taplalkozasi, keringési €s 1égzési zavarokkal is tarsul, végiil az allat haldldhoz vezet.
Ennek hatterében elsdsorban a nagyméretli dopaminerg RPeD1 neuron karosodasa all, amely
alapvetden a mozgas koordinalasaért felelos jobb oldali labducban (ganglion pedale) helyezkedik,
de befolyésolja a taplalkozés szabalyozasaban szerepet jatszo neuronok miikodését a pofaducban
(ganglion buccale), valamint ezen feliil alapvetd szerepe van a keringési €s 1égzési rendszereket
miikddtetd kozponti mintdzatgeneratorok (central pattern generator; CPG) szabalyozéasaban is
(Syed és Winlow 1991; Fodor et al. 2020).

A nagyméreti dopaminerg neuronok (RPeD1) konnyen azonosithatok, igy segitik az
elektrofiziologiai vizsgalatokat, a szdvettani elemzéseket ¢és megkonnyitik a dopaminerg
mechanizmusok kozvetlen vizsgalatat is. A rotenon kezelés sordn igazolt DA szint csékkenés, a
tirozin-hidroxilaz (TH) immunreaktivitas hianya és a dopaminerg sejetek szelektiv karosodasa
szintén a modell alkalmazhatdsagat igazolja a Parkinson-kor preklinikai vizsgalata soran.
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Fodor 1. et al. The unlimited potential of the great pond snail, Lymnaea stagnalis. Elife. 2020 Jun
16;9:e56962. doi: 10.7554/eLife.56962.

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.

Vehovszky A. et al. 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.

2., A substantia nigra szovetmintikban mérték a szerotonin koncentrdciojdt is. Azt taldaltik, hogy
a szerotonin szint is jelentdsen csokkent, de a Szerotonin szint csékkenését nem mérsékelte a 6-
OHDA kezelés elott alkalmazott PACAP injekcio. Hogyan magyarazza palydzo ezt a jelenséget?
Mi okozta a 6-OHDA kezelés utdni szerotonin Szint csékkenést a substantia nigra-ban, és ezt a
csokkenést miért nem mérsékelte a PACAP?

Szamos vizsgalat igazolta, hogy a szerotonin szintje csOkken a striatumban ¢és az
extrastriatalis szOvetekben Parkinson-kér kapcsdn, ami bizonyitja szerepét a betegség
magjai, ahonnan cranialis és caudalis irdnyban is indulnak szerotoninerg palyak. A rostralis
kisugarzas f6 projekcidja a hypothalamus, a bazalis ganglionok, az amygdala, a cingulum, és a
hippocampus, mig a caudalis projekcio az agytdrzs caudalis részébe €s a gerincveld felé iranyul. A
megvaltozott szerotoninerg neurotranszmisszidé hozzajarulhat a Parkinson-korra jellemzd motoros
¢s nem motoros tiinetek kialakulasahoz.

A Parkinson-kor korai stadiumaban megfigyelhetdé a Lewy-testek lerakodasa az agytorzs
szerotoninerg neuronjait tartalmazo raphe magokban, amely adatok arra utalnak, hogy a caudalis
agytorzs szerotoninerg neuronjai elébb lesznek érintettek a betegség progresszidja sordn, mint a
dopaminerg kozépagyi neuronok.

Hozzank hasonléan tobb munkacsoport is leirta mar, hogy féloldali 6-OHDA kezelést
kovetden csokken a szerotonin szint a striatumban, a prefrontalis kéregben, a hippocampusban, az
agytorzsben és a subtantia nigra teriiletén is (Andrzejewski et al. 2017; Kaminska et al. 2017). A
PACAP szerotoninerg neuronokra kifejtett hatasat is vizsgaltdk mar, tobbek kozott intézetiinkben
Gaszner Balazs munkacsoportja is leirta, hogy endogén PACAP hianyaban a PACAP KO egerek
nucleus raphe dorsalisaban emelkedik a szerotonin szint, amibdl azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy a PACAP szerepet jatszhat a szerotoninerg funkcié szabalyozasaban (Kormos et al. 2016).

A PACAP kezelést kdvetden nem tapasztaltunk szerotonin szint emelkedést a substantia
nigra teriiletén, ennek hatterében feltételezhetéen az 4llhat, hogy a substantia nigraba injektalt
PACAP az agytorzsben elhelyezkedd szerotoninerg neuronok mitkddését nem tudta befolyasolni,
igy protekiv hatasat szelektiven a substantia nigraban talalhatdé dopeminerg sejteken vagy
nigrostriatalis rendszerek aktivitasan keresztiil fejti ki.

Andrzejewski K. et al. Serotonergic system in hypoxic ventilatory response in unilateral rat model of
Parkinson's disease. J Biomed Sci. 2017 Mar 27;24(1):24.

Kaminska K. et al. Depressive-like neurochemical and behavioral markers of Parkinson's disease after 6-
OHDA administered unilaterally to the rat medial forebrain bundle. Pharmacol Rep. 2017 Oct;69(5):985-994.

Kormos V. et al.. Reduced response to chronic mild stress in PACAP mutant mice is associated with blunted
FosB expression in limbic forebrain and brainstem centers. Neuroscience. 2016 Aug 25;330:335-58.

Politis M, Niccolini F. Serotonin in Parkinson's disease. Behav Brain Res. 2015 Jan 15;277:136-45. doi:
10.1016/j.bbr.2014.07.037. Epub 2014 Jul 31.

3., A 6-OHDA kezelést elvégezték olyan dllatokon is, amelyeket ingergazdag kornyezetben
neveltek fel. Miutin mérték az dllatok kiilonbozé mozgdsi mintdzatait arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az ingergazdag kirnyezet protektiv hatisu a Parkinson-kér motoros tiinetei
kialakulasanak a tekintetében. Mivel magyarazza palyazo ezt a protektiv hatast?

Az ingergazdag kornyezet neuroprotektiv hatdsat szamos neuroldgiai korkép allatkisérletes
modelljében bebizonyitottak mar, ennek kedvezd hatdsait eldszor Donald O. Hebb irta le (1947),
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amikor megfigyelte, hogy a haziallatként tartott patkdnyok jobban teljesitettek problémamegoldo,
memoria- ¢és tanuldsi feladatokban. Ezen elsé megéllapitasok ota szdmos tanulmany irta le a
kornyezeti tényezok fontossagat. Az ingergazdag kornyezet képes befolyasolni az idegrendszer
fejlodését, novelni a gliogenezist az agykérgi régiokban €s az oligodendrocytak szamat; emellett
fokozza a szinapszisok kialakuldsat, valamint noveli az angiogenezist €s a kéreg vastagsagat (Kleim
et al. 1996). Az ingergazdag kornyezet védd hatasat kutatdcsoportunk is kimutatta tobbféle karositd
hatassal szemben (Kiss et al. 2011, 2013; Szabadfi et al. 2009). A Parkinson-koér modellezése soran
igazolodott véddhatasok hatterében allo6 mechanizmusok kozé sorolhatd tobb féle neurotrofikus és
neuroprotektiv faktor, példaul az agybol szarmazo6 neurotrofikus faktor (BDNF), az idegnovekedési
faktor (NGF) és a gliasejtekb6dl szarmazd neurotrofikus faktor (GDNF) szintjének ndvekedése
(Nithianantharajah és Hannan 2006). Ingergazdag kornyezetben nevelkedett allatok kevésbé
érzékenyek az MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) karositd hatasara, amely hatterében
a striatumban detektalhat6 emelkedett GDNF ¢és BDNF expresszio, valamint a dopamin transzporter
(DAT) csokkent szintje feltételezhetd, melyek eldsegitik a dopaminerg sejtek talélését a karositd
hatassal szemben (Bezard et al. 2003). Tovabba leirtdk, hogy az ingergazdag koriilmények kozott
tartott patkanyok jelentdsen 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
megnodvekedett szamat is leirtdk ingergazdag kornyezetben nevelkedett allatokban. Ezen hatasok
mind hozzajarulhatnak az ingergazdag kornyezet neuroprotektiv hatasahoz.

Anastasia A. et al. 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.

Bezard E. et al. 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.

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

Kleim JA. et al. 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.

Kiss P. et al. Comparison between PACAP- and enriched environment-induced retinal protection in MSG-
treated newborn rats. Neurosci Lett. 2011 Jan 10;487(3): 400- 5.

Kiss P. et al. 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.

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

Szabadfi K. et al. Early postnatal enriched environment decreases retinal degeneration induced by
monosodium glutamate treatment in rats. Brain Res. 2009 Mar 9;1259: 107-12.

4., Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni ezekbdl a vizsgdlatokbol a PACAP vérben mért
koncentrdcidja és a Parkinson-kor kialakuldsa és progresszioja kiozott?

Vizsgalatainkban szignifikdnsan csokkent PACAP-38 szintekrél szamoltunk be Parkinson-
koéros (PD) betegeknél. A PD-hez hasonloan csokkent PACAP-38 szinteket talalunk Alzheimer-
korban ¢és szklerdzis multiplexben is, ami kizarja a PACAP-38 betegség-specifikus diagnosztikai
markerként vald hasznalatat, de jelezheti a kronikus neuropatoldgiai allapotok kialakuldsat,
kiilonosen az idds populacioban.

Azonban tovabbra is nyitott a kérdés, hogy a detektdlhato PACAP szint valtozasok a
betegség kovetkezményei vagy a csokkent PACAP szint vezet az egyes korképek kialakuldsahoz.
Ezen kérdés megvalaszolasara egy olyan széleskori és hosszutavi vizsgalatra lenne sziikség, ahol a
populaci6 PACAP szintjének folyamatosan monitorozasaval kovetnénk nyomon az egyes
betegségek kialakuldsa és a PACAP szint véltozasa kozotti osszefliggéseket. Klinikai vizsgalataink
limitacidjat az jelenti, hogy a betegek PACAP szintjeit csak az egészséges kontrollok
eredményeihez tudjuk hasonlitani, mert nem &llt rendelkezésiinkre olyan minta, amit az adott
pacienstdl gytljtottiink a betegség kialakulasa elott.

15



PECSI TUDOMANYEGYETEM
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatémiai Intézet

A jovében a Parkinson-koros betegekkel kapcsolatban olyan hosszatava kutatdsokat
terveziink, ahol egy pacienstdl tobb alkalommal is mintat szeretnénk gytlijteni. Az elsé tiinetek
kovetden, mellyel pontosabb képet kaphatunk a PACAP klinikai monitorozasra vald
alkalmazhatdsagaval kapcsolatban.

Mivel a plazma PACAP-38 szintje jelentésen csokkent a Hoehn-Yahr-skala 3. és 4.
stadiumaban, valamint az akinetikus-merev altipusban, eredményeink felvetették annak lehetdségét,
hogy a PACAP-38 igéretes jelolt lehet a dopaminvesztés eldrejelzésére. A plazma PACAP
szintjének valtozasa kiilonbozd betegség-alcsoportokat tiikrozhet, és elOsegitheti a betegség
progresszidjanak nyomonkdvetését. Bar a Parkinson-kor patogenezise nem egyértelmil, a plazma
PACAP-38 szintjének mély agyi stimulaciot (DBS) kovetd emelkedése ravilagit a PACAP-38
gyulladascsokkentd szerepére a Parkinson-kérhoz kapcsolédd neuroinflammaécioban és glia-
aktivacioban, amelyet a betegség progresszidjanak kulcsfontossagu tényezdjeként azonositottak. Ez
az emelkedés pozitiv terdpias valaszt jelezhet, amely egy egyszerli, nem-invaziv laboratoriumi
modszerrel szamszerlsithetd és nyomon kdvethetd.

Mivel a pontos Osszefliggések feltérképezésére még tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezért
még csak remélhetjiik, hogy a PD-betegeknél a plazma PACAP-38 valtozasainak kovetése
javithatja a személyre szabott terapias beavatkozasok stratégiai tervezését, és segithet a betegség
jovobeli kilatasait illetéen vildgosabb prognozist adni.

VI. Politraumatizalt betegek

A PACAP mennyiségében enyhe emelkedést talaltak az idd elérehaladdsdval, amely enyhe
korrelaciot mutatott a C-reaktiv protein és a leukocitik antiszedimentdcios rdtdjaval. Ebbol arra
kovetkeztettek, hogy a PACAP szerepet jatszhat a politraumatizalt betegekben kialakulo
gyulladasos folyamatok szabdlyozdasdaban, mivel irodalmi adatok azt mutatjak, hogy szamos
immunszervben talilhatok PACAP immunpozitiv sejtek. Kovetkezik ebbdl az is, hogy a vérben
mérheté PACAP szint emelkedik mds gyulladdsos betegségekben is?

Jol ismert, hogy a PACAP gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkezik azaltal, hogy
szabalyozza a pro- €s az anti-inflammatorikus mediatorok termelését. Abad és munkatarsai
kimutattdk, hogy a PACAP gatolni képes az arthritis soran aktivalodo gyulladdsos és autoimmun
faktorok expresszidjat (Abad et al. 2001). Emellett PACAP immunreaktiv sejteket mutattak ki
kiilonb6z6 immunszervekben, ¢és fontos szerepe van az az immunsejtek mikodésének
szabalyozasaban (Delgado et al. 2003). Ezen alapkutatdsi adatok alapjan feltételezhetd, hogy a
PACAP szerepet jatszhat szamos akut és kronikus gyulladdsos allapot és autoimmun korkép
patomechanizmusdban, azonban mennyisége nem minden gyulladdsos betegség esetében mutat
emelkedést.

Tobb musculosceletalis rendszert érintd gyulladdsos folyamatban is vizsgaltdk a PACAP
jelenlétét kiilonbozo testfolyadékokban. Primer térd osteoarthritisben szenvedd betegek synovialis
folyadékaban (SF) szignifikdnsan alacsonyabb PACAP-38 szintet mértek, mint a kontrolloknal,
azonban a vizsgalt személyek szérum PACAP-38 szintje kozott nem volt szignifikans kiilonbség
(Sun ZP et al. 2019).

Alacsonyabb SF PACAP-38 koncentraciot talaltak az eliilsé keresztszalag-sériilést kovetd
poszttraumas térdiziileti osteoarthritisben szenved6 betegeknél is , mig a szérum PACAP-38 szintek
nem kiilonboztek jelentdsen a vizsgalt csoportokban (Sun BY et al. 2019).

Primer Raynaud-szindromaban szenved6 serdiildkben a PACAP-38 plazmaszintje egyik
vizsgalt csoportban sem valtozott jelentés mértékben (Mosdosi et al. 2018).

Lamivudin-terapia alatt all6 kronikus hepatitis B virus (HBV) fert6zott betegeknél
kezdetben a plazma PACAP-38 szintje magasabb volt az egészséges kontrolloknal, mint a HBV
betegeknél, de az antiviralis terdpia befejezése utan jelentdsen emelkedett PACAP szinteket mértek
(Elefsiniotis et al. 2003).
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Korabbi kutatdsok nem talaltak szignifikdns PACAP szint eltérést SARS-CoV2 fertdzés
soran (Temerozo et al. 2022), amit jelenleg zajlo vizsgalati eredményeink megcafolnak, ugyanis
munkacsoportunk szignifikans emelkedést mutatott ki sulyos allapotban 1évé COVID-19 betegek
plazmajaban a kontroll és az enyhe tiinetekkel rendelkezd betegekhez képest. Ezen vizsgélati
eredményeink elemzései jelenleg is tartanak.

Abad C. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide inhibits collagen-induced arthritis: an
experimental immunomodulatory therapy. J Immunol. 2001 Sep 15;167(6):3182-9.

Delgado M. et al. PACAP in immunity and inflammation. Ann N Y Acad Sci. 2003 May;992:141-57.

Elefsiniotis IS. et al. Plasma pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) levels in chronic
hepatitis B patients under lamivudine treatment. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2003 Nov;15(11): 1209-16.

Mosdosi B. et al. Impairment of microcirculation and vascular responsiveness in adolescents with primary
Raynaud phenomenon. Pediatr Rheumatol Online J. 2018 Mar 23;16(1):20.

Sun BY. et al. Decreased synovial fluid pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) levels may
reflect disease severity in post-traumatic knee osteoarthritis after anterior cruciate ligament injury. Peptides. 2019
Jun;116: 22-29.

Sun ZP. et al.The synovial fluid neuropeptide PACAP may act as a protective factor during disease
progression of primary knee osteoarthritis and is increased following hyaluronic acid injection. Innate Immun. 2019
May;25(4): 255-264.

Temerozo JR. et al. VIP plasma levels associate with survival in severe COVID-19 patients, correlating with
protective effects in SARS-CoV-2-infected cells. J Leukoc Biol. 2022 May;111(5): 1107 1121.

VII. Cardiovascularis korképek:

1., Azt taldltik, hogy a bal kamra ischemias teriiletén 3 és 72 ords reperfuziot kovetéen a PACAP
koncentracioja nem kiilonbozott a kontroll értékektil, ugyanakkor a bal kamra nem ischemias
teriiletein a PACAP szint csokkent. Hogyan magyardzza palydzo ezt az eredményt?

A szivizomszovetben taldlhaté endogén PACAP forrasat elsdésorban a myocytdk kozott
elhelyezked6 idegrostok jelenthetik. Korabban Alston és kutatocsoportja (2011) is Kimutatta a
PACAP-38 pozitiv idegrostok csokkenését az infarktus koriili szovetekben, mely adatok
Osszhangban allnak a mi eredményeinkkel, mivel a nem ischaemias mintdkban mi is szignifikansan
alacsonyabb PACAP-38 szintet mértiink. Ezzel szemben, az ischaemias mintakban nem talaltunk
eltérést a PACAP-38 szintben a sham-operalt allatokhoz képest. Alston és munkatarsai (2011)
leirtak, hogy a myocardialis infarctus teriiletén az idegrostok karosodasaval egyidében az
extracellularis matrixban, a myocytédkban és makrofagokban fokozodik a PACAP expresszid. Ezek
alapjan azt feltételezziik, hogy infarctusos szovethomogenizatumban azért nem talaltunk valtozast a
sham-operalt csoporthoz képest, mert az extracellularis matrixban, myocytakban és makrofagokban
detektalhatd fokozott PACAP expresszid kompenzélta az idegrostok sériilésébdl adodo PACAP
szint csokkenést.

Alston EN. et al. Cardiac ischemia-reperfusion regulates sympathetic neuropeptide expression through gp130-
dependent and independent mechanisms. Neuropeptides. 2011 Feb;45(1): 33-42.
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2., Vizsgaltak tovabba acut myocardialis infarctuson dtesett betegekben a vér PACAP
koncentraciojat az infarctust és sikeres coronaria intervenciot kovetéen 2 napon keresztiil. Azt
talaltak, hogy az infarctust kovetéen a PACAP koncentrdcio emelkedett a betegek vérében, majd
a sikeres coronaria intervenciot kovetden a PACAP szint fokozatosan csokkent ugy, hogy a 2. nap
végére alacsonyabba valt a kontroll értékeknél. Hogyan magyardzza ezt a jelenséget a palydazo?
Hogyan indukdlhatja az acut myocardialis infarctus a PACAP gyors felszabaduldsat az agybol
vagy az endokrin mirigyekbdl, ahogyan azt palyadzo irja a diszkusszioban? Az agy milyen teriiletei
és milyen endokrin mirigyek vehetnek részt ebben a reakcioban? A reperfiizio milyen
mechanizmus segitségével dllithatja le ezt a fokozott PACAP felszabaduldst?

A myocardialis infarctust kdvetden tapasztalt szisztémas PACAP szint emelkedés pontos
forrasa még nem teljesen ismert. Ugy gondoljuk, hogy a szisztémas PACAP szint emelkedés
hatterében azok a szervek allhatnak, amelyek nagy mennyiségben tartalmaznak PACAP-ot, igy az
agy ¢s kiilonbozd endokrin szervek, és ezek koziil is azok, amelyeknek szereplik van az akut
myocardialis infarctus soran kialakul6 stresszadaptacidos folyamatokban. A PACAP-ot szdmos
olyan eldagyi teriileten is kimutattdk, ami fontos a stressz adapticioba. Ilyen teriiletek a septum
laterale, a nucleus centralis amygdalea, a nucleus basolateralis amygdalea €s a nucleus intersticialis
stria terminalis (Hannibal 2002). A hypothalamus magok koziil a nucleus paraventricularisban
PACAPerg innervacié detektalhatdé amivel a mag corticotrop-releasing hormont (CRH) termeld
neuronjai is kapcsolatban allnak (Das et al. 2007), igy a PACAP szabalyozni képes CRH
expressziojat (Agarwal et al. 2005). Emellett a PACAP-ot kiilonb6z6 agytorzsi teriileteken is
kimutattdk, amelyek a vegetativ szenzoros €s motoros rendszer részei, €s itt is szdmos olyan mag
detektalhatd, ahol PACAPerg rostok végzdédnek, mint a nucleus raphe dorsalis, a centralis
projekcioji Edinger-Westphal mag, a ventral tegmental area és a locus coeruleus (Hannibal 2002;
Vaudry et al. 2009). A kozponti idegrendszeren kiviil a mellékvesében is nagy koncentracioban
detektaltak PACAP-ot. Ezen struktirak mind szerepet jatszhatnak a PACAP szint emelkedésében.

Legujabb kutatdsunk sordn kiilonbozé kardiologiai beavatkozasok alatt a szisztémas
keringés kiilonbo6z6 tertileteirdl gytljtiink vérmintédkat, mint a vena jugularis interna vagy az aorta,
igy lehetdségiink nyilik a szisztémas PACAP emelkedés forrdsanak pontosabb feltérképezésére.
Transzkatéteres aorta billentyli betiltetést kdvetden a centralis vénas kantilbdl vett vérmintakban
talaltunk szignifikans emelkedést, ami bizonyithatja a PACAP kozponti idegrendszeri eredetét.

A PACAP lokalis cardialis felszabadulasat is bizonyitjak azon leglijabb eredményeink, ahol
pitvarfibrillacié miatt katéteres ablacion atesett betegek pitvardbdol gyiijtétt mintdiban talaltunk
magasabb PACAP szintet a periféridn mérhetd értékekhez képest.

Dolgozatomban részletesen bemutattam a PACAP kardioprotektiv hatasanak hatterében allo
lehetséges mechanizmusokat, amelyek eldsegitik a neuropeptid antioxidans és antiapoptotikus
hatasat ischaemias és oxidativ stressz-indukalta karosodasok esetén cardiomyocytakon (Gasz et al.
20064, b; Racz et al. 2008; Réth et al. 2009). Azt, hogy a reperfuziot kdvetéen milyen mechanizmus
csokkenti az infarctus soran detektdlhatdo emelkedett PACAP szintet pontosan még nem ismert,
ehhez tovabbi vizsgalatokat terveziink.

Agarwal A. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) mimics neuroendocrine and
behavioral manifestations of stress: Evidence for PKA-mediated expression of the corticotropin-releasing hormone
(CRH) gene. Brain Res Mol Brain Res. 2005 Jul 29;138(1):45-57.

Das M. et al.Hypothalamic and brainstem sources of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide nerve
fibers innervating the hypothalamic paraventricular nucleus in the rat. J Comp Neurol. 2007 Feb 1;500(4):761-76.

Gasz B. et al. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide protects cardiomyocytes against oxidative
stress-induced apoptosis. Peptides. 2006; 27(1): 87-94.

Gasz B. et al.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.

Hannibal J. Pituitary adenylate cyclase-activating peptide in the rat central nervous system: an
immunohistochemical and in situ hybridization study. J Comp Neurol. 2002 Nov 25;453(4):389-417.
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Rdcz B. et al. PKA-Bad-14-3-3 and Akt-Bad-14-3-3 signaling pathways are involved in the protective effects of
PACAP against ischemia/reperfusion-induced cardiomyocyte apoptosis. Regul Pept. 2008 Jan 10;145(1-3): 105-15.

Roth E. et al. Effects of PACAP and preconditioning against ischemia/reperfusion-induced cardiomyocyte
apoptosis in vitro. Ann N Y Acad Sci. 2009 Apr;1163:512-6.

Vaudry D. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide and its receptors: 20 years after the
discovery. Pharmacol Rev. 2009 Sep;61(3):283-357.

3., Mértéek a vér PACAP koncentraciojat kiilonbozo tipusu és sulyossagu szivelégtelenségben
szenvedd betegekben és vizsgaltak, hogy a PACAP koncentrdcio milyen korreldciot mutat mas
klinikailag fontos markerek vérben mérhetd szintjével. ... Mi az a legfontosabb kévetkeztetés,
amit ezekbdl a vizsgdlatokbol levonhatunk?

A cardiovascularis betegek vizsgélata soran leirt szignifikdns korrelaciok koziil azokat
tartom a legfontosabb Osszefiiggéseknek, melyek a klinikai gyakorlatban mar régoéta alkalmazott
biomarkerekkel valo dsszefiiggést mutatjak.

A szivelégtelen betegek kiilonb6zd csoportaiban szignifikdns korrelaciot taldltunk a
PACAP-38 szintek és az N-terminalis pro B-tipust natriuretikus peptiddel (NT-proBNP) és a CRP-
vel Osszefiiggésben. Myocardialis infarctus esetén pedig a PACAP-38 szintek a troponin értékekkel,
a hypertoniaval és a hemoglobin Alc értékekkel mutattak szignifikans korrelaciot. A rutin klinikai
diagnosztikaban hasznalt markerekkel mutatott szignifikans korrelaciok igéretes adatok lehetnek a
PACAP szint mérés klinikai gyakorlatban valo alkalmazasahoz, de ehhez még tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

4., Transzplanticio sordn végstadiumu ischemias és nem-ischemias cardiomyopathia miatt
eltavolitott és valamilyen ok miatt fel nem haszndlt egészséges donor szivekbdl vett szivetminta
homogenizdatumokban mérték a PACAP és a PACL receptor koncentrdciojat. ... Mi a klinikai
Jjelentisége ezeknek az eredményeknek?

Kardiologiai klinikai vizsgalataink kezdetén szamos allatkisérletes modellben vizsgaltdk a
PACAP és receptorainak eldfordulasat a cardiovascularis rendszer kiilonbozd teriiletén, de emberi
vizsgélatokkal kapcsolatban csak kevés klinikai eredmény allt a rendelkezésiinkre.
Munkacsoportunkkal elséként analizaltunk szivmitétek soran eltavolitott emberi pitvarmintakat,
ahol kimutattuk a PAC1 receptor expresszidjat a szivizomsejteken, és RIA modszerrel
szignifikansan magasabb PACAP-38 és PACAP-27 szinteket mértiink az ischaemias betegekben a
billenytiibetegségben szenvedd paciensek mintaihoz képest. Ezt kovetden egy lengyel kollaboracid
segitségével (varso6i Cardinal Stefan Wyszynski Institute of Cardiology, Department of Heart
Failure and Transplantology) szivtranszplantiacion atesett paciensek szivizommintait is
lehetdségiink nyilt megvizsgalni. Kutatasunk klinikai jelentdségét igazolja, hogy elsoként irtuk le a
PACI1 receptor valtozasat és a PACAP szint csokkenését a cardiomyopathiaban szenvedd emberek
kamrai mintaiban, ami Osszhangban van azokkal a kutatisokkal, amelyek a végstadiumu
szivelégtelenségben szenvedd paciensek neurohormondlis zavarait és a natriureticus peptid szintek
csokkenéset irtdk le (Miller et al. 2004). Klinikai vizsgalataink jelen fazisdban a PACAP szint
valtozasokat detektaltuk, mely adatok remélhetdleg a jovoben hozzajarulhatnak a PACAP pontos
klinikai jelentdségének feltérképezéséhez.

Miller WL. et al.Mortality in end stage heart failure is associated with paradoxically low NT-pro BNP and
BNP levels: “natriuretic peptide exhaustion”? J Card Fail. 2004, 10, s45.

Saetrum O. et al. Vasoactive intestinal peptide has a direct positive inotropic effect on isolated human
myocardial trabeculae. Clin Sci. 2001; 101(6): 637-643.

Tomai F. et al. Ischemic preconditioning in humans: models, mediators, and clinical relevance. Circulation.
1999; 100(5): 559-563.

19



PECSI TUDOMANYEGYETEM
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatémiai Intézet

VIi11. Myeloma multiplex

Eros pozitiv korrelaciot taldaltak az ujonnan diagnosztizdlt és kezelésben még nem részesiilt
betegek vérében mérhetd PACAP koncentricio és a betegek tulélési ideje kozot. Ezzel
kapcsolatban kérdezem, mit gondol a padlydzo, melyek azok a sejtrendszerek, amelyek fokozott
aktivitisa és PACAP termelése javitia a myeloma multiplex-ben szenvedd betegek tilélési
kilatasait?

A klinikai vizsgalataink jelen fazisdban nem tudjuk még pontosan, hogy melyek azok a
sejtrendszerek, melyek fokozott aktivitasa és PACAP termelése javitja a myeloma multiplex-ben
szenvedod betegek tulélési kilatasait.

Korabbi kutatasi eredmények azt igazoljak, hogy a myelomas betegek tulélését elsésorban a
betegség okozta vesekarosodas sulyossdga hatirozza meg, ezért is feltételezhetd, hogy a PACAP
renoprotektiv €s osteolysist gatldé hatasai révén befolyasolhatja a betegséggel Osszefliggd
szervkarosodasok kialakuldsat és a magasabb PACAP szint jobb prognozist jelenthet.

A myelomas betegek prognozisit azonban nem csupan a betegség altal okozott
célszervkarosodasok sulyossaga befolyasolja, hanem a myelomas sejtek genetikai eltérései és a
csontveldben kialakulé gyulladasos mikrokornyezet is meghatarozhatja. A PACAP a csontvel6i
mikrokdrnyezet faktorainak expresszidjat modositva koézvetve is hatast gyakorolhat a
plazmasejtekre azok miikodésének gatlasaval. (Li et al. 2006; Lalayanni et al. 2017). Emellett a
PACAP antioxidans ¢és gyulladascsokkentd hatasai révén is hozzajarulhat a kedvezdbb
mikrokdrnyezeti allapot kialakulasdhoz, ezért feltételezziik, hogy a peptid plazmaszintje a
csontveldben fennalld gyulladasos folyamatok mértékét is tiikkrézi. Azonban a pontos
mecahnizmusok nem ismertek, de feltételezhetd, hogy a myeloma kialakuldsa soran megvaltozo
tumorsejt-mikrokornyezet kozvetleniil befolyasolja a PACAP termelést (Xu et al. 2016).

Lalayanni C. et al. Prognostic Value of Diagnostic Bone Marrow Plasma Cell percentage in Multiple
Myeloma. Clin Lymphoma Myeloma Leuk. 2017; 17: e43.

Li M. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is a potent inhibitor of the growth of light chain-
secreting human multiple myeloma cells. Cancer Res. 2006 Sep 1;66(17): 8796-803.

Xu Z. et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) contributes to the proliferation of
hematopoietic progenitor cells in murine bone marrow via PACAP-specific receptor. Sci Rep. 2016 Feb 29;6: 22373.
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