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Mindenekel6tt szeretném megkdszonni dolgozatom biralatara forditott munkdjat! Koszondm
elismerd szavait €s épito kritikai megjegyzéseit, melyeket a jovoben szem el6tt fogok tartani!

Eldszor a biralat elején tett megjegyzésekre szeretnék reflektdlni, majd ezt kdvetden a
kérdésekre adott részletes valaszaim olvashatok.

Ko0szonom elismerd szavait a publikdciok mennyiségével és idegen citaciok szdmaval
kapcsolatban. Az egyik legfontosabb torekvésiink a jovében is az, hogy kutatomunkankat tovabbra
is kiemelkedd szinten végezziik és publikacidinkat vezetd folyodiratokban jelentessiik meg. A
megjelent publikacidink koziil természetesen van szdmos konyvfejezet, valamint alacsonyabb
besorolasu kozlemény is, de probaltunk arra torekedni, hogy publikacioink lehetdleg Q1-es ranga
folyoiratokban jelenjenek meg (126 publikacid). Jelenleg ezek koziil minden negyedik D1-es
besorolasu (28 publikacid), amelyek aranyat a jovoben szeretnénk tovabb novelni.

Publikécidinkra mindeddig tobb, mint 3000 idegen citaci6 ékezett. A hasonldéan magas
szamu sajat citdcidé magyarazata az, hogy a specifikus kutatdsi teriilet miatt viszonylag kevés
munkacsoport foglalkozik a PACAP ilyen sokrétli kutatasaval, valamint Professzor Asszony altal is
nagyra értékelt szertedgazd kollaboracidval. Tobb esetben az egyes témakkal kapcsolatos legelsd
irodalmi adatok a munkacsoportunk felfedezéseként jegyezhetdk, ezért sziikségesnek tartottuk ezek
emlitését a citaciok kozott.

Professzor Asszony hianyolta a dolgozatbol a kitekintést a peptidcsalad mas tagjaira, mint
pl. a VIP-re (vasoactive intestinalis peptid). Bar korabban a VIP-vel és receptoraival kapcsolatban
munkacsoportunk tobb vizsgalatot is végzett, és ezek fontos részét képezték a Ph.D. munkamnak
(Tamas et al. 2002), azonban jelen dolgozatomban csak a PACAP-pal kapcsolatos kutatasi
eredményekre szerettem volna fokuszalni.

Tamas A, Reglodi D, Szanto Z, Borsiczky B, Németh J, Lengvari 1. Comparative neuroprotective
effects of preischemic PACAP and VIP administration in permanent occlusion of the middle cerebral artery
in rats. Neuro Endocrinol Lett. 2002 Jun;23(3):249-54. PMID: 12080287.

Szintén hianyolta dolgozatombol a PACAP forrasanak azonositasat az egyes Klinikai
korképek vizsgalata soran. A klinikai mintakban mérheté PACAP forrasanak azonositasa jelenleg is
az egyik legfontosabb célunk. A PACAP szinte minden szervben és szovetben megtaldlhatd, és
nagy mennyiségben detektalhatdé a kozponti és periférids idegrendszerben ¢és az endokrin
szovetekben. A kiilonb6z6 immunhisztoldgiai és molekuléris bioldgiai vizsgalatok mellett, amit az
anyatej esetében az emlémirigy mintdkon és sejttenyészeteken végeztiink el, jelenleg olyan
vérmintak gyiijtését kezdtiik el, ahol kiillonboz6 cardiovascularis beavatkozasok soran lehetdségiink
nyilik a szisztémas keringés specifikusabb teriileteirdl mintat gydjteni. Igy mintat gyijtink a
pitvarokbol, a kamrakbol, az aortabol és avena jugularis interndbdl is. Az a célunk, hogy pontosan
feltérképezziik a szisztémas PACAP szint emelkedésének valodi forrasat. A legujabb vizsgalataink
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soran szignifikansan magasabb PACAP szintet tudtunk kimutatni a pitvarokban és a kamrékban a
periférids vérmintdkhoz képest, ami a PACAP lokalis felszabaduldsara utal. Emellett emelkedett
szintet mértiink transzkatéteres aorta billentyli betiltetést kdvetden a centralis vénas kaniilbdl vett
vérmintakban, ami bizonyithatja a PACAP kozponti idegrendszeri eredetét.

A dolgozatban szerepld klinikai vizsgalatokat legtdbb esteben szamos in vitro €s in vivo
kisérlet elézte meg. Mivel értekezésemben a klinikai vizsgalataink eredményeire szerettem volna
fokuszalni, ezért sajnos ezen kisérletes vizsgdlatok részletezésére csak a diszkusszidban volt
lehetéségem, ami az olvasod szamara ugy is €rtelmezhetd, hogy munkacsoportunk nem folytatott
ilyen jellegli kutatasokat. A dolgozat végén kiilon fejezetben tlintettem fel azt a 72 elsé- és
tarsszerzOs kozleményt, amely témaja szorosan kapcsolédik a dolgozathoz és a klinikai
vizsgalatokat megel6z0 alapkutatasi eredményeket foglalja 0ssze.

Klinikai vizsgalataink legfontosabb célja a PACAP potencidlis biomarker szerepének
vizsgalata kiillonb6z6 akut és kronikus korképekben. A PACAP 6nallo biomarkerként vald
alkalmazéasaval kapcsolatban azt a kiegészitést szeretném tenni, hogy munkank sordn arra
toreksziink, hogy részletesen feltérképezziik a PACAP-38 valtozasat kiilonbozoé fiziologids és
patolégias allapotokban és azonositsuk a szignifikans korrelacidkat a klinikai gyakorlatban széles
koriien alkalmazott betegségspecifikus biomarkerekkel. Fontos megjegyezni, hogy a keringd
PACAP-38 szintje nem biztos, hogy 6nalloé biomarkere lehet az egyes betegségeknek, de tobb, a
Klinikai gyakorlatban is alkalmazott markerrel egy diagnosztikai panelben kombinalva
felhasznalhat6 lehet egyes betegségek korai diagndzisara és a progresszid vagy a terapias valasz
megbizhatd eldrejelzésére. Ezek a multiplex diagnosztikai panelek nemcsak fokozhatjak a
laboratoriumi vizsgalatok specificitasat, érzékenységét és megbizhatosagat, de javithatjak 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 megvalaszoland6 kérdés.

Végiil szeretnék egy bdvebb kitekintést adni a PACAP ¢és analdgjaink klinikai
felhasznalasarol, amivel a megbesz€lés fejezetben csak érintélegesen foglalkoztam. A diszkusszio
végén emlitést tettem arrol, hogy a preklinikai vizsgalatok eredményei alapjan tobb korkép esetén is
felmeriilt a PACAP kezelés klinikai alkalmazhatosaganak lehetésége, igy sclerosis multiplexben
(Tan et al. 2011), vagy intranasalis terdpia segitségével kiilonb6zd 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 (Szabd 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 tartos értagité hatdsan keresztiil képes
fejfajast kivaltani, és ezért feltételezhetd, hogy a PACAP utvonal célzott gatlasa igéretes terapias
lehetdséget jelenthet migrénben (Rubio-Beltran et al. 2018). T6bb klinikai vizsgalat is indult ezzel
kapcsolatban az elmult években. Az elsd vizsgéalatban az AMG 301-et, egy PAC1 receptort gatld
monoklonalis antitestet alkalmaztak epizodikus vagy kronikus migrénben szenvedd betegeknél, de
nem talaltak szignifikdns kiilonbséget a placebdval kezelt csoporthoz képest (Ashina et al. 2021;
Clinical Trial NCT03238781). Egy masik vizsgalatban egy PACAP-hoz kot6ddé monoklonalis
antitestet vizsgaltak (Lu AG09222), amely megakadalyozza a PACAP receptorhoz valo kotddését,
és kimutattak, hogy a kezelés szignifikansan csokkentette a havi migrénes napok szamat a
placeboval kezelt csoporthoz képest (Lundbeck 2021; Clinical Trial NCT05133323). Végiil a
legujabb klinikai vizsgalatban a PACL receptort célz6 monoklondlis antitestet, a LY3451838-at
vizsgaltak terapiarezisztens migrénes csoportban, azonban a végleges kisérleti eredmény még nem
keriilt publikalasra (Clinical Trial NCT04498910).

A szisztémas PACAP kezelés klinikai alkalmazhatdsdganak sajnos korlatja lehet az, hogy a
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molekula olyan széleskorii hatassal rendelkezik, mint a korabban emlitett migrén aktivald hatas
vagy az altalanos antiapoptotikus hatas, amely a rosszindulatu sejtek novekedését is eldsegitheti.
Kiilonb6z6é neuropeptid-analdgok vagy kémiai modifikacid segitségével azonban lehetdség nyilhat
specifikus, célzott terapidk kidolgozasara. A PACAP glikozilalaséaval példaul novelhetd a vér-agy
gaton valo atjutds, ami protektiv hatdsi a Parkinson-kor modelljében és traumas agysériilésben
(Apostol et al. 2022). Emellett az analogok alkalmazasa a terapias felhasznalas alternativ modja
lehet olyan molekulak esetében, amelyek a PACAP-hoz hasonlé protektiv hatassal rendelkeznek, de
Kisebb mértéki cardiovascularis mellékhatasokat mutatnak (Lee és Seo 2014; Lamine et al. 2016).

Apostol CR, Bernard K, Tanguturi P, Molnar G, Bartlett MJ, Szabo L, Liu C, Ortiz JB, Saber M,
Giordano KR, Green TRF, Melvin J, Morrison HW, Madhavan L, Rowe RK, Streicher JM, Heien ML, Falk
T, Polt R. Design and Synthesis of Brain Penetrant Glycopeptide Analogues of PACAP With Neuroprotective
Potential for Traumatic Brain Injury and Parkinsonism. Front Drug Discov (Lausanne). 2022 Jan;1:818003.
doi: 10.3389/fddsv.2021.818003. Epub 2022 Jan 14. PMID: 35237767; PMCID: PMC8887546.

Ashina M, Dolezil D, Bonner JH, Zhou L, Klatt J, Picard H, Mikol DD. A phase 2, randomized,
double-blind, placebo-controlled trial of AMG 301, a pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
PAC1 receptor monoclonal antibody for migraine prevention. Cephalalgia. 2021 Jan;41(1):33-44. doi:
10.1177/0333102420970889. Epub 2020 Nov 24. PMID: 33231489; PMCID: PMC7786389.

Cherait A, Maucotel J, Lefranc B, Leprince J, Vaudry D. Intranasal Administration of PACAP Is an
Efficient Delivery Route to Reduce Infarct Volume and Promote Functional Recovery After Transient and
Permanent Middle Cerebral Artery Occlusion. Front Endocrinol (Lausanne). 2021 Jan 20;11: 585082. doi:
10.3389/ fendo.2020.585082. PMID: 33551991; PMCID: PMC7855853.

Dominguez-Moreno R, Do TP, Ashina M. Calcitonin gene-related peptide and pituitary adenylate
cyclaseactivating polypeptide in migraine treatment. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2022 Apr
1;29(2): 225- 231. doi: 10.1097/MED.0000000000000717. PMID: 35066541.

Guo X, Tian Y, Yang Y, Li S, Guo L, Shi J. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide
Protects Against Cognitive Impairment Caused by Chronic Cerebral Hypoperfusion. Mol Neurobiol. 2021
Sep;58(9): 4309- 4322. doi: 10.1007/s12035-021-02381-2. Epub 2021 May 17. PMID: 33999349.

Lamine A, Létourneau M, Doan ND, Maucotel J, Couvineau A, Vaudry H, Chatenet D, Vaudry D,
Fournier A. Characterizations of a synthetic pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide analog
displaying potent neuroprotective activity and reduced in vivo cardiovascular side effects in a Parkinson's
disease model. Neuropharmacology. 2016 Sep;108:440-50. doi: 10.1016/j.neuropharm.2015.05.014. Epub
2015 May 22. PMID: 26006268.

Lee EH, Seo SR. Neuroprotective roles of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in
neurodegenerative diseases. BMB Rep. 2014 Jul;47(7):369-75. doi: 10.5483/bmbrep.2014.47.7.086. PMID:
24856828; PMCID: PMC4163857.

Lundbeck News Room: Lundbeck Announced the Start of a Phase Il Clinical Study to Assess Lu
AG09222 for  Migraine  Prevention. [(accessed on 29  August 2023)]. Available
online: https://newsroom.lundbeckus.com/news-release/2021/lundbeck-announced-start-of-phase-ii-clinical-
study-for-migraine-prevention.

Rubio-Beltran E, Correnti E, Deen M, Kamm K, Kelderman T, Papetti L, Vigneri S,
MaassenVanDenBrink A, Edvinsson L; European Headache Federation School of Advanced Studies (EHF-
SAS). PACAP38 and PAC; receptor blockade: a new target for headache? J Headache Pain. 2018 Aug
7;19(1):64. doi: 10.1186/s10194-018-0893-8. PMID: 30088106; PMCID: PMC6081277.

Rustichelli C, Lo Castro F, Baraldi C, Ferrari A. Targeting pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP-38) with monoclonal antibodies in migraine prevention: a brief review. Expert Opin
Investig Drugs. 2020; 29(11): 1269-1275. doi: 10.1080/13543784.2020.1811966. PMID: 32877252.

Solés-Tarrés 1, Cabezas-Llobet N, Vaudry D, Xifro X. Protective Effects of Pituitary Adenylate
Cyclase-Activating Polypeptide and Vasoactive Intestinal Peptide Against Cognitive Decline in
Neurodegenerative Diseases. Front Cell Neurosci. 2020 Jul 17;14: 221. doi: 10.3389/fncel.2020.00221.
PMID: 32765225; PMCID: PMC7380167.
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Szabo E, Patko E, Vaczy A, Molitor D, Csutak A, Toth G, Reglodi D, Atlasz T. Retinoprotective
Effects of PACAP Eye Drops in Microbead-Induced Glaucoma Model in Rats. Int J Mol Sci. 2021 Aug
17;22(16): 8825. doi: 10.3390/ijms22168825. PMID: 34445531; PMCID: PMC8396165.

Tan YV, Waschek JA. Targeting VIP and PACAP receptor signalling: new therapeutic strategies in
multiple sclerosis. ASN Neuro. 2011 Oct 6;3(4): e00065. doi: 10.1042/AN20110024. PMID: 21895607;
PMCID: PMC3189630.

Tanaka M, Szabé A, Kortési T, Szok D, Te ajti J, Vécsei L. From CGRP to PACAP, VIP, and Beyond:
Unraveling the Next Chapters in Migraine Treatment. Cells. 2023 Nov 17;12(22):2649. doi:
10.3390/cells12222649. PMID: 37998384; PMCID: PMC10670698.

Togha M, Ghorbani Z, Ramazi S, Zavvari F, Karimzadeh F. Evaluation of Serum Levels of Transient
Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 1, Vasoactive Intestinal Polypeptide, and Pituitary
Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide in Chronic and Episodic Migraine: The Possible Role in Migraine
Transformation. Front Neurol. 2021 Dec 23;12: 770980. doi: 10.3389/fneur.2021.770980. PMID:
35002925; PMCID: PMC8733698.

Clinical Trials:

Study to Evaluate the Efficacy and Safety of AMG 301 in Migraine Prevention 2020. [(accessed on 4
September 2023)]; Available online: https://ClinicalTrials.gov/show/NCT03238781.

A Study With Lu AG09222 in Adults With Migraine Who Have Not Been Helped by Prior Preventive
Treatments 2023. [(accessed on 4 September 2023)]; Available
online: https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05133323.

A Study of LY3451838 in Participants with Migraine 2023. [(accessed on 4 September 2023)];
Available online: https://Clinical Trials.gov/show/NCT04498910.

Alébbiakban az egyes fejezetek kapcsan feltett kérdésekre adott részletes valaszaim olvashatok:

1. Hallopdlya
1.1.  Csirke cochlearis sejttenyészetben igazoltik, hogy a PACAP védd hatisu a hidrogén

peroxid indukalta sejtpusztulasra. Nem vilagos, hogy honnan jott a PACAP 100 nM dozisa? Volt-
e dozis hatasvizsgdalat? Hogyan viszonyul az alkalmazott PACAP dozis a fiziologids sziveti
PACAP mennyiséghez?

A vizsgalataink soran alkalmazott 100 nM-0s koncentraci6 kivalasztasahoz korabbi in vitro
vizsgélatok eredményét vettiink alapul, ahol a sajat kisérleti protokollunkhoz hasonléan mas
kutatocsoportok is a 10-100 nM-os PACAP koncentraciot talaltak effektivnek a kiilonb6z6 toxikus
karositd hatdsokkal szemben.

A szOrsejtek in vitro vizsgalatait megel6z6en munkacsoportunk tobb mas sejttenyészeten is
tanulmanyozta a PACAP citoprotektiv hatasat H>O2-indukalta oxidativ stresszel szemben, ahol
szintén nM-0S koncentracioban alkalmaztuk a PACAP-ot. Myocardialis és endothel
sejttenyészetekben igazoltuk a PACAP antiapoptotikus hatasat oxidativ stressz-indukalta karosodas
esetén (Gasz et al. 2006 a, b; Racz et al. 2007). E kisérletekhez hasonléan a belsd fiil
sejttenyészeten is eloteszteléseket végeztiink az optimalis dozis meghatarozésa céljabol.

Az egyik legels6 publikacioban Vaudry és munkacsoportja vizsgalta a PACAP
koncentracio-fliggd védo hatasat H>O»-indukalta oxidativ stressz karosodassal szemben cerebellaris
szemcsesejt kultGraban. Ebben a vizsgalatban a leghatékonyabb dézisnak a 107 M-os PACAP
kezelés bizonyult, ezért alkalmaztunk mi is a 100 nM-os koncetraciot (Vaudry et al. 2002) a
vizsgélataink soran.

A belsd fiil sejttenyészetbdl nem tudtunk kvantitativ endogén PACAP szint vizsgalatokat
végezni, de korabbi szdveti homogenizatumok radioimmuno-assay (RIA) elemzése soran fmol-0s
koncetraciokat detektaltunk, ami nagysagrendekkel kisebb PACAP mennyiséget jelent, mint a
kezeléseknél alkalmazott 100 nM-os koncentraci6. ELISA méréseink soran is alacsonyabb
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koncentraciokat mértiink, ugyanis a testfolyadékokban pg/ml-es koncentraciés tartomanyban voltak
a vizsgalt mintak endogén PACAP szintjei.

Gasz B, Racz B, Roth E, Borsiczky B, Ferencz A, Tamas 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)

Gasz B, Rdcz B, Réth E, Borsiczky B, Tamads 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.

1.2.1. Milyen kompenzdacios mechanizmusok ismertek PACAP KO egerekben, pl. hogyan vdltozik
a VIP expresszio?

Az azonos csaladba tartozo fehérjék esetében feltételezhetd, hogy KO allatokban képesek
kompenzalni a fehérjék hianyabol adodo élettani eltéréseket. Mivel a PACAP és a VIP is nagyfoku
homolégiat mutat, Girard és munkatarsai (2006) PACAP KO és VIP KO egerekben vizsgaltak a
PACAP, a VIP és receptoraik expressziojanak valtozasat a fejlédés soran. Céljuk volt annak a
feltérképezése, hogy ezen nagy homologiat mutatd peptidek és nagy atfedést mutatd receptoraik
expresszidja vajon kompenzacios modon valtozik-e az idegrendszer fejlodése soran? Azt
feltételezték, hogy ha a kompenzaciés mechanizmusok aktivalodnak ezen KO allatok fejlodése
soran, akkor a valaszok varhatdan a vad tipusu allatokban megfigyelt normal szinteket meghaladé
peptid expresszidban nyilvanulnak meg. Mivel a peptidtermelésben bekovetkez$ valtozasokat
gyakran az mRNS szintjének valtozasai is tiikrozik, ezért Girard és munkatarsai ugyanazon
szovetmintakban mindkét paramétert mérték a postnatalis agyfejlédés soran.

Vizsgalataik elsé 1épéseként radioimmuno-assay és kvantitative PCR mérésekkel vad
egerekben feltérképezték a PACAP ¢és VIP expresszidjanak valtozasat az agyfejlodés soran az elsd
postnatalis 1d0szakban. Eredményeik azt mutattdk, hogy a PACAP és a VIP eltér6 iddbeli
expresszids mintazattal rendelkezik: vad tipust allatokban a PACAP mRNS és peptid szintje iS
gyorsan, 2-5x-re nétt 1 hetes korban, és hasonld szintet mutatott feln6tt korban is. A VIP mRNS és
peptid szintek ezzel szemben 25-50x-re néttek a 2 hetes postnatalis korra.

Ezt kovetden PACAP KO ¢és VIP KO egerekben vizsgaltdk az mRNS szintek ¢és a fehérjék
expresszidjat a postnatalis idészakban, de egyik peptid-hianyos allatnal sem voltak nyilvanvald
hosszl tava kompenzaciés mechanizmusok. A PACAP KO egerekben sem a PACAP fehérjét, sem
az MRNS-t nem tudtdk kimutatni. A VIP expresszidjanak valtozasdban sem tudtak kimutatni
szignifikans eltérést a PACAP KO egerekben a vad egerekhez képest a postnatalis iddszak elsd
négy napjaban. A 7. postnatalis napon a vad egerek VIP termelése felgyorsult, de a PACAP KO
egerekben ez nem volt megfigyelhetd, és a VIP tartalom csak kb. 70%-a volt a vad egerekhez
képest. Ezzel parhuzamosan a VIP mRNS szint is 50%-o0s csokkenést mutatott a vad egerekhez
képest. Ez az eredmény arra utal, hogy a PACAP KO egerekben a VIP termelés iddleges
késedelmet szenvedett a korai postnatalis fejlodési idészakban, de ezek az eltérések a 10. napra
korrigalodtak. A vizsgalt kés6bbi postnatalis életkorokban a PACAP KO allatok agyszdveteinek
VIP tartalma és mRNS szintje kevesebb, mint 20%-kal tért el a kontroll vad tipusu allatok
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értékeitol.

A PACAP szintek valtozasai szintén nem tudtak kompenzalni az endogén VIP hianyat VIP
KO egerekben. A postnatalis els6 négy napon a PACAP expresszido mértéke hasonlo volt a VIP KO
egerekben a vad egerekhez képest, de a 7. napon, amikor a vad tipust allatok PACAP expresszidja
meredeken megnétt, a VIP KO allatokban ez nem volt megfigyelhet6, ugyanis a detektalhatd
PACAP szintje csak 40%-at tette ki a vad tipust allatokban mért agyi fehérje szintnek, ezért a VIP
KO allatokban fejlodési késés mutatkozott. Ezt kovetéen a VIP KO allatok agyszovetében
detektalhat6 PACAP tartalom megnétt, és a fennmaradd postnatalis idészakokban a vad tipusu
szintekhez hasonlé volt. A peptid-tartalom valtozasainak tiikkrében a PACAP mRNS szintje a 7.
napon a VIP KO allatok agyaban 35%-kal csokkent a vad tipust allatokhoz képest. A PACAP KO
egerek VIP expressziés mintazataitol eltéréen azonban a VIP KO PACAP mRNS szintjének
eltérései az 1d6 mulasaval nem mutattak gyors javuldst. A PACAP mRNS szintek a normalis
postnatalis agyfejlédés soran is csokkentek, de a VIP KO egerekben 30-40%-kal elmaradtak a
felnott vad tipusu egerekhez képest.

Az egyes receptor altipusok vizsgalata sordn, csokkent receptor mRNS szintet talaltak
mindkét KO egértdrzsben, amelyek eltérd expresszids mintazatot mutattak a kiilonb6zd egértdrzsek
kozott. A PACL receptor mRNS szintje a KO egerekben koriilbeliil 50%-kal csokkent a postnatalis
14. és 28. nap kozotti idoszakban a vad egerekhez képest. A vad allatokban a VPAC2 receptor
mRNS szintek emelkedését figyelték meg a 14. napot kovetden, ami a KO egerekben nem volt
kimutathat6. Ehhez hasonléan az agyi VPACL receptor mRNS expresszidjanak novekedése is
késobb jelentkezett a KO éllatokban a vad egerekhez képest, €és az iddsebb életkorban is 15-40%-
kal volt kisebb, mint a vad egerekben. A KO egerekben detektalhatd kiilonb6zd receptorialis
expresszios mintazatok feltételezett okai az endogén neuropeptid hidnyabol adodo elvaltozasok
lehetnek.

Emellett a viselkedési és neurologiai tesztek is szamos kiilonbséget irtak le a KO
genotipusok kozott, feltarva a két gén kozotti funkciondlis kiilonbségeket. Ezekbol az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP ¢és a VIP kiilonboz6 biologiai aktivitadsokkal
alkalmas a nagy homoldgiat mutat6 rokon peptid.

Ogawa ¢s munkatarsai (2005) PACAP KO egerek idegrendszeri fejlddése soran mas
monoaminerg rendszereket is vizsgaltak, de nem taléltak kiilonbséget a tirozin-hidroxilaz és a
szerotonin expresszidja kozott kiilonbozo agyteriiletek analizise soran a vad allatokhoz viszonyitva.

Girard BA, Lelievre V, Braas KM, Razinia T, Vizzard MA, loffe Y, El Meskini R, Ronnett GV,
Waschek JA, May V. Noncompensation in peptide/receptor gene expression and distinct behavioral
phenotypes in VIP- and PACAP-deficient mice. J Neurochem. 2006 Oct;99(2):499-513. doi: 10.1111/j.1471-
4159.2006.04112.x. PMID: 17029602.

Ogawa T, Nakamachi T, Ohtaki H, Hashimoto H, N S, Baba A, Watanabe J, Kikuyama S, Shioda S.
Monoaminergic neuronal development is not affected in PACAP-gene-deficient mice. Regul Pept. 2005 Mar
15;126(1-2):103-8. doi: 10.1016/j.regpep.2004.08.034. PMID: 15620422.

1.2.2. Lézetik-e PACAP overexpresszalo egérvonal, esetleg helyspecifikus KO vagy indukdlhato?

Tobb munkacsoport is foglalkozik PACAP overexpresszald egérvonalakkal. Yamamoto és
munkatarsai (2003) olyan transzgenikus egereket hoztak 1étre, amelyek pancreas sejtjei fokozott
PACAP expressziot mutattak. A PACAP overexpresszio kialakitasahoz humén inzulin prométert
alkalmaztak, majd Northern-blot és immunhisztokémiai elemzések segitségével igazoltak a PACAP
overexpressziot a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben, kiilondsen a transzgenikus egerekben.
Ugyan a plazma gliikkoz- és gliikkagon szintje gliikoztolerancia teszt sordn nem kiilonb6zott a
PACAP transzgenikus és a vad tipusu egerek kozott, a transzgenikus egerek plazma inzulin szintje
azonban magasabb volt gliikozterhelést kovetéen. A streptozotocin altal kivaltott plazma gliikkéz
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szint emelkedése is mérséklédott a transzgenikus egerekben a kontroll egerekhez képest. Egy masik
kisérletben a pancreas B-sejtek PACAP overexpressziojanak hatasat egy elhizast és diabetest
modellezé transzgenetikus allatmodellben vizsgaltdk, ahol az overexpresszio gatolta a
hyperinsulinaemia kialakulasat és a diabétesz soran bekovetkezd koros szigetsejt-tomeg novekedést
(Tomimoto et al. 2004).

Egy masik munkacsoport gondatoropin-a-subunit alegység promoterét hasznalva hozott
1étre egy transzgenikus egérmodellt az hypophysis sejtek PACAP overexpresszidjanak eléidézésére.
PCR vizsgalattal jellemezték a PACAP, a follistatin, a gonadotropin-releasing hormon (GnRH)-
receptor és a gonadotropin alegység mRNS szintjének valtozasat kiilonbdz6 korti him transzgenikus
¢és vad tipusu egerekben. A transzgenikus egerekben tobb mint 1000-szer magasabb volt az agyalapi
mirigy PACAP mRNS szintje a kotrollokhoz képest; az immuncitokémiai, Western blot és ELISA
elemzések pedig megerdsitették a magas peptidszintet. A folliculus stimulalé hormon (FSH),
luteinizal6 hormon (LH) és tesztoszteron szintek szignifikansan csokkentek, és a pubertas is késett a
PACAP transzgenikus egerekben. Mindemellett a gonadotropin alegység és a GnRH receptor
mRNS szintje csokkent, az agyalapi mirigy follistatin expresszioja pedig nétt (Moore et al. 2012)
ezekben az egerekben.

Moore JP Jr, Yang RQ, Winters SJ. Targeted pituitary overexpression of pituitary adenylate-cyclase
activating polypeptide alters postnatal sexual maturation in male mice. Endocrinology. 2012
Mar;153(3):1421-34. doi: 10.1210/en.2011-1115. Epub 2012 Feb 7. PMID: 22315445; PMCID:
PMC3281528.

Tomimoto S, Hashimoto H, Shintani N, Yamamoto K, Kawabata Y, Hamagami K, Yamagata K,
Miyagawa J, Baba A. Overexpression of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in islets inhibits
hyperinsulinemia and islet hyperplasia in agouti yellow mice. J Pharmacol Exp Ther. 2004 May;309(2):796-
803. doi: 10.1124/jpet.103.062919. Epub 2004 Jan 23. PMID: 14742740.

Yamamoto K, Hashimoto H, Tomimoto S, Shintani N, Miyazaki J, Tashiro F, Aihara H, Nammo T, Li
M, Yamagata K, Miyagawa J, Matsuzawa Y, Kawabata Y, Fukuyama Y, Koga K, Mori W, Tanaka K,
Matsuda T, Baba A. Overexpression of PACAP in transgenic mouse pancreatic beta-cells enhances insulin
secretion and ameliorates streptozotocin-induced diabetes. Diabetes. 2003 May;52(5):1155-62. doi:
10.2337/diabetes.52.5.1155. PMID: 12716746.

1.2.3. Mi az endogén PACAP forrdsa a belsé fiilben, mi ennek a viszonya a Ca?*-kiotd fehérjéket
expresszalo sejtekhez?

Vizsgalataink el6tt a PACAP-ot €s receptorait is kimutattak a hallopalya kiilonboz6 részein.
PACAP immunpozitiv sejteket talaltak az agytdrzsi cochlearis magvakban és az oliva superiorban
(Kausz et al. 1999; Hannibal 2002), ezen kiviil kimutattak a PACAP-ot a ganglion spirale ¢és a stria
vascularis marginalis sejtjeiben is (Kawano et al. 2001). Méas kutatasok soran a PACAP és PACI
receptoranak MRNS-¢ét irtak le a stria vascularisban, a ganglion spiraleban, és az altalunk is vizsgalt
Corti-szervet alkoto sejtekben, tigymint a belsé és kiilsé szorsejtekben, pillérsejtekben és a
tamasztosejtekben (Abu-Hamdan et al. 2006). Bar a PACAP és a PACI1 receptor halld
szervrendszerben betdltott szerepérél még keveset tudunk, ugy gondoljuk, hogy fontos szerepet
PACAP ¢és a PACI a stria vascularisban, kozvetleniil az endolymphatikus tér kozelében talalhato,
arra utal, hogy a PACAP szerepet jatszhat az endolympha termelésében, valamint potencialjanak
és/vagy Osszetételének szabalyozasaban (Abu-Hamdan et al. 2006).

A szorsejtek megfeleld miikodéséhez elengedhetetlen az endolympha megfeleld Ca?*
koncentracioja, amelyet a szOrsejtekben talalhato Ca?'-koté fehérjék, példaul parvalbumin,
calbindin és calretinin szabalyoznak. Szamos kutatds vizsgalta ezen Ca®*-koté fehérjék szerepét
kiilonbozd fajok szdrsejtjeiben, példaul békakban, tekndsokben és emldsok belsd fiilében (Soto-
Prior et al. 1995; Baird et al. 1997; Hackney et al. 2003). Ezen kiviil azt is megallapitottak, hogy ha
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a labyrinthus vestibularis teriiletén sériilés kovetkezik be, az endolympha Ca®' koncentracidja
megnodvekszik, ami zavart okoz a cochlea miikodésében (Ikeda et al. 2010). Zajkarosodasnak kitett
allatokban a kiilsé szérsejtekben a Ca®* koncentracido emelkedése nemcsak rovid tdvon, hanem
hosszl tavon is magas szinten marad, ami karos hatdssal van a sejtekre (Fridberger et al. 1998).
Hackney és munkatarsai (2005) Kisérleteik soran azt feltételezték, hogy a Ca?" koncentracid
novekedésébdl eredd karos hatasok ellensulyozdsara a szervezet védelmi mechanizmusokat
alkalmaz. A patkdnyok cochlea sejtjeiben végzett kutatasok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a Ca?*-k&td fehérjék magas koncentracidja megvédi a sejteket a zajartalom kovetkeztében
fellépd intracellularis Ca?* szint ndvekedésétol, igy fontos szerepiik lehet az ototoxikus agensek
szorsejtkarositd hatdsanak kivédésében.

Munkénk sordn a kanamicin ototoxikus hatasat vizsgéaltuk PACAP KO egerekben, amely a
szisztémas kezelés soran bejut az endolymphaba, ahonnan endocitozissal vagy nem specifikus
kation csatorndkon keresztiil behatol a szérsejtek apikalis részébe, ahol serkenti a reaktiv oxigén
gyokok termelését, és igy noveli a sejt Ca?" szintjét. Emellett méas sejteken beliili jelatviteli
folyamatokat is befolyasol (Kopke et al. 1997), ami végiil a szérsejtek karosodasahoz vezet. Ezért
feltételezziik, hogy a PACAP-ot, PACI receptort és Ca®*-kotd fehérjéket expresszalod szorsejtek
vizsgélata endogén PACAP hianyaban lehetdséget nyujt a PACAP otoprotektiv hatdsanak
igazoldsara, de természetesen a pontos hatdsmechanizmus feltérképezésére tovabbi kisérletekre is
sziikség lesz.

Abu-Hamdan MD, Drescher MJ, Ramakrishnan NA, Khan KM, Toma VS, Hatfield JS, Drescher DG.
Pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide (PACAP) and its receptor (PAC1-R) in the cochlea:
evidence for specific transcript expression of PAC1-R splice variants in rat microdissected cochlear
subfractions. Neuroscience. 2006 Jun 19;140(1): 147-61. doi: 10.1016/j.neuroscience.2006.01.019. Epub
2006 Apr 19. PMID: 16626868.

Baird RA, Steyger PS, Schuff NR. Intracellular distributions and putative functions of calcium-
binding proteins in the bullfrog vestibular otolith organs. Hear Res. 1997 Jan;103(1-2): 85-100. doi:
10.1016/ s0378-5955(96)00167-0. PMID: 9007577.

Drescher MJ, Drescher DG, Khan KM, Hatfield JS, Ramakrishnan NA, Abu-Hamdan MD,
Lemonnier LA. Pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide (PACAP) and its receptor (PAC1-R) are
positioned to modulate afferent signaling in the cochlea. Neuroscience. 2006 Sep 29;142(1): 139-64. doi:
10.1016/j. neuroscience.2006.05.065. Epub 2006 Jul 31. PMID: 16876955.

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.

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

Hackney CM, Mahendrasingam S, Jones EM, Fettiplace R. The distribution of calcium buffering
proteins in the turtle cochlea. J Neurosci. 2003 Jun 1;23(11): 4577-89. doi: 10.1523/JNEUROSCI.23-11-
04577.2003. PMID: 12805298; PMCID: PMC6740801

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. doi:
10.1002/cne.10418. PMID: 12389210.

Ikeda R, Nakaya K, Yamazaki M, Oshima T, Kawase T, Kobayashi T. Effect of vestibular labyrinth
destruction on endocochlear potential and potassium concentration of the cochlea. Hear Res. 2010 Jun
14;265(1-2):90-5. doi: 10.1016/j.heares.2009.12.027. Epub 2010 Jan 5. PMID: 20045046.

Kawano H, Shimozono M, Tono T, Miyata A, Komune S. Expression of pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide mRNA in the cochlea of rats. Brain Res Mol Brain Res. 2001 Oct 19;94(1-2): 200-3.
doi: 10.1016/s0169-328x(01)00241-8. PMID: 11597781.
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Kopke RD, Liu W, Gabaizadeh R, Jacono A, Feghali J, Spray D, Garcia P, Steinman H, Malgrange
B, Ruben RJ, Rybak L, Van de Water TR. Use of organotypic cultures of Corti’s organ to study the protective
effects of antioxidant molecules on cisplatin-induced damage of auditory hair cells. Am J Otol. 1997
Sep;18(5): 559- 71. PMID: 9303151.

Kausz M, Murai Z, Arimura A, Kéves K. Distribution of pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide (PACAP) immunoreactive elements in the brain stem of rats studied by immunohistochemistry.
Neurobiology (Bp). 1999;7(1): 19-31. PMID: 10746248.

Soto-Prior A, Cluzel M, Renard N, Ripoll C, Lavigne-Rebillard M, Eybalin M, Hamel CP. Molecular
cloning and expression of alpha parvalbumin in the guinea pig cochlea. Brain Res Mol Brain Res. 1995 Dec
28;34(2): 337-42. doi: 10.1016/0169-328x(95)00205-7. PMID: 8750839.

2. Fogfejlodés
2.2. Van-e human relevanciaja a PACAP fogfejlodésben betiltitt szerepével kapcsolatban?

PACAP hianyaban a dentinben tapasztalt eltérések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
PACAP a dentin-pulpa komlex funkciojara is hatassal lehet. A fogak regenerativ, revitalizacios,
illetve a pulpa gyulladdsainak kezelési lehetdségei folyamatos kutatdsok célpontjdban allnak.
Fejlodo és érett fogakban is nagy szamban talalhatok multipotens ectomesenchymalis sejtek. Ezek
antiinflammatorikus lehetéségeit vizsgalni, ugyanis a jelenleg a klinikai gyakorlatban ezen sejtek
differencidcios és regenerativ potencidljat hasznaljak fel a ,regenerativ endodonciai” kezelések
soran. Ismerve a PACAP antiinflammatorikus, valamint az itt bemutatott protektiv hatasait a fogak
fejlodésére, felmeriil a PACAP ilyen célu felhasznaldsanak lehetdsége. A parodontélis ligamentum
regenerativ kezeléseiben a ndvekedési faktorok és citokinek alkalmazéasanak irdnyaba mozdultak a
kutatasok. Nonaka korabbi kutatasaban kimutatta a paraodontium regeneracidja soran a PACI1
receptorok aktivaciojat, illetve a PACAP pozitiv idegrostok szamanak emelkedését traumat
kovetden (Nonaka et al. 2013). Leirtdk, hogy pakany els6 molaris foganak luxacids sériilését
kovetéen a ligamentum parodontaléban szignifikansan emelkedik a PACAP immunpozitiv
idegrostok mennyisége az intakt fogakhoz képest. Emellett vizsgaltak a regeneracios folyamatokban
fontos szerepet betoltd sejteket 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 luxéaciot kovetden. Kettds immunhisztokémiai jeloléssel bizonyitottdk a
PACAP immunpozitiv rostok és a PACI receptor pozitiv sejtek kozotti kapcsolatot. Ezek alapjan
feltételezték a szerzOk, hogy az immunmodulald, neurotrofikus és neuroprotektiv hatassal
rendelekez0 PACAP szerepet jatszhat a luxacidé soran kialakulé immunoldgiai és regeneracios
folyamatok szabalyozasaban, de a pontos hatdsmechanizmusra még nem taléltak bizonyitékot.

Bar a PACAP human fogfejlédésben betdltott pontos szerepe nem ismert, nemrégiben
Gozes ¢és munkacsoportja (2017) egy masik neuroprotektiv fehérje defektusaval jar6 ADNP
(activity-dependent neuroprotective protein) szindromaban irtak le a fogak id6 el6tti elétorését
gyermekeknél. Mivel mi is hasonlot tapasztaltunk PACAP KO egereknél (Farkas et al. 2017), ezért
feltételezhetden ezen megfigyelésnek is lehet klinikai relevancidja a jovében.

Farkas J, Sandor B, Tamas A, Kiss P, Hashimoto H, Nagy AD, Fulop BD, Juhasz T, Manavalan S,
Reglodi D. Early Neurobehavioral Development of Mice Lacking Endogenous PACAP. J Mol Neurosci.
2017 Apr;61(4): 468-478. doi: 10.1007/s12031-017-0887-z. Epub 2017 Feb 6. PMID: 28168413.

Gozes I, Van Dijck A, Hacohen-Kleiman G, Grigg I, Karmon G, Giladi E, Eger M, Gabet Y, Pasmanik-
Chor M, Cappuyns E, Elpeleg O, Kooy RF, Bedrosian-Sermone S. Premature primary tooth eruption in
cognitive/motor-delayed ADNP-mutated children. Transl Psychiatry. 2017 Feb 21;7(2):e1043. doi:
10.1038/tp.2017.27. Erratum in: Transl Psychiatry. 2017 Jul 4;7(7):e1166. doi: 10.1038/tp.2017.128.
PMID: 28221363; PMCID: PMC5438031.
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Nonaka S, Kitaura H, Kimura K, Ishida M, Takano-Yamamoto T. Expression of pituitary adenylate
cyclase-activating peptide (PACAP) and PACL 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.

2. PACAP aplazmaban a varanddssag alatt és az anyatejben
3.3.1. Mennyire specifikus az alkalmazott RIA a PACAP-ra?
Milyen kereszt reakciokat mutat a VIP/szekretin/ csaldad tobbi tagjaval?

Vizsgalataink soran két specifikus RIA vizsgalatot végeztiink a PACAP-38 és a PACAP-27
szintek detektalasara kiilonbozo biologiai mintakbol. Ezeknek a metodikaknak a részletes leirasa az
alabbi kozleményekben tortént meg:

PACAP-38: Jakab B, Reglodi D, Jozsa R, Hollosy T, Tamas A, Lubics A, Lengvari I, Oroszi G,
Szilvassy Z, Szolcsanyi J, Németh J. Distribution of PACAP-38 in the central nervous system of various
species determined by a novel radioimmunoassay. J Biochem Biophys Methods. 2004 Oct 29;61(1-2): 189-
98. doi: 10.1016/j. jbbm.2004.03.002. PMID: 15560935.

PACAP-27: Nemeth J, Jakab B, Jozsa R, Hollosy T, Tamas A, Lubics A, Lengvari I, Kiss P,
Oberritter Zs, Horvath B, Szilvassy Z, Reglodi D (2007) PACAP-27 radioimmunoassay: Description and
application of a novel method. J Radioanal Nucl Chem. 2007; 273: 327-332. doi: 10.1007/s10967-007-6862-
3

A PACAP-38 RIA-hoz felhasznalt ,88111-3” jelzési antiszérumot Arimura ¢és
munkacsoportja készitette, amelyhez nyulakat hasznaltak fel. A PACAP-27 RIA-nal alkalmazott
,»88123-3" antiszérum szintén Arimura laborjaban késziilt nyulak segitségével.

Mielé6tt az antiszérumot RIA vizsgalat céljara hasznaljuk, azt jellemezni kell, ami soran meg
kell hatarozni a titerét, a specificitasat és az affinitasat.

(1) A titer, az antiszérumban talalhatd, specifikus antitestek koncentracigjarol ad
felvilagositast. (2) A specificitas, az antigén és az antitest kozotti kotés szelektivitasarol ad
informaciot. (3) Az affinitds az antigén ¢€s az antitest kozotti kotés erdsségét jelzi.

Az antitestek specificitasat az antigénnek azon molekulaszerkezete hatdrozza meg, amely az
immunvalasz kivaltasaért felelés. Ennek a tulajdonsagnak a meghatarozasa azért is fontos, mert ez
donti el, hogy hasznalhat6-e az antiszérum az adott antigén vizsgalatara, vagy sem. Mivel a
peptidhormonok Ugynevezett hormon-csalddokat alkotnak, és az egy csalddba tartoz6 anyagok
felépitése és kémiai struktirajuk nagyon hasonld lehet, igy az ellenanyag nemcsak a target-
antigénnel, hanem a rokon szerkezeti anyaggal is kotést képezhet. Meg kell tehat vizsgalni ezeket a
keresztkotodési lehetdségeket. Ez tigy torténik, hogy mind az antigénnel, mind a rokon szerkezetii
anyagokkal is kalibracids gorbét vesziink fel, majd a rokon szerkezetli anyaggal nyert kalibracios
gorbék Dsg értékeit 6sszehasonlitjuk a referens anyag kalibracios gorbéjének Dso adataval. Ezeknek
a keresztreakcios vizsgadlatoknak az adatai (%-os formdban) megtaldlhatok mindkét emlitett
publikacidban (1. és 2. tablazat).
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1. tablazat: “88111-3” PACAP-38 antiszérummal végzett keresztreakcids vizsgalatok

Peptid

PACAP-38 (birka)

PACAP 24-38 (birka)
PACAP-27 (birka)

PHI-27 (sertés)

VIP (human, sertés, patkany)
GRF 1-29 (humén)

GRF 1-40 (humén)

GRF 1-43 (patkany)
glucagon (human, birka, sertés)
motilin (sertés)

secretin (sertés)

Keresztreakcio (%)
100,0
59,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

2. tablazat: “88123-3” PACAP-27 antiszérummal végzett keresztreakcids vizsgalatok

Peptid

PACAP-27 (birka)
PACAP-38 (birka)

PACAP 24-38 (birka)
PHI-27 (sertés)

VIP (human, sertés, patkany)
GRF 1-29 (human)

GRF 1-40 (humén)

GRF 1-43 (patkany)
glucagon (human, birka, sertés)
motilin (sertés)

secretin (sertés)

11

Keresztreakcio (%)
100,0
2,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
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Amint az 1. tablazat adataibol lathato, a PACAP-38 RIA-hoz felhasznalt ,,88111-3”
antiszérum csak a PACAP 24-38-cal, egy C-terminalis peptiddel reagalt. Ez egyben azt is jelenti,
hogy az ellenanyag C-terminalis érzékenységii, vagyis a PACAP-38 ezen részét ismeri fel és ehhez
kotédik. A hormoncsalad tobbi tagja ezt az aminosav szekvenciat nem hordozza, vagy nem lancvégi
pozicidban van, ezért mas az adott peptid szerkezete, igy nem is koti meg Oket az ellenanyag.
Elmondhat6 tehat, hogy a kiilonb6z6 mintdkban a PACAP-38 RIA-val mért értékek PACAP-38
koncentracionak tekinthetok, a jelenlévd mas rokon szerkezetli anyagok a pontos mérést nem
befolyasoljak.

A PACAP-27 RIA-nal alkalmazott ,,88123-3" antiszérumhoz tartozo 2. tablazat adataibol az
lathato, hogy az ellenanyag csak a PACAP-38-cal adott kismértékii keresztreakciot, a hormoncsalad
mas tagjaval nem reagalt. (A PACAP-38 els6 27 aminosav sorrendje azonos a PACAP-27-tel.)
Mivel csak 2,1%-os a keresztreakcio, ez azt jelenti, hogy az ebben a RIA-ban hasznalt antiszérum
szintén C-terminalis érzékenységli, vagyis a PACAP-27 peptid C-terminalis részét kti meg. (Ha N-
terminalis érzékenységii lenne, akkor a PACAP-38-cal is nagyobb mértékben reagilna.) Jelen
esetben is elmondhatd, hogy a kiilonb6z6 mintakban a PACAP-27 RIA-val mért koncentraciok
PACAP-27-nek tekinthetdk, a biologiai mintdkban jelenlévé mas rokon anyagok a pontos mérést
nem befolyasoljak.

A PACAP-38 ¢és PACAP-27 pontos aminosav sorrendje a kovetkezo:

PACAP-38

H-His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-
Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys-GIn-Arg-Val-Lys-Asn-Lys-NH2

PACAP-27

H-His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-
Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-NH2

3.3.2. Mi lehet a terhességben emelkedett plazma PACAP forrdsa, az emelkedés oka?

A vérandossag és sziilés soran detektalhatdé PACAP szint valtozasok azt bizonyitjak, hogy az
endogén PACAP szintek érzékenyen reagédlnak ezen élettani folyamatokat kovetd hormonalis
valtozasokra. Szdmos kutatasi eredmény 4all rendelkezésiinkre a PACAP varandosaggal,
termékenységgel, valamint a méh simaizomzatanak Osszehuzodasaval és az uteroplacentaris
kapcsolatban. Bizonyitast nyert, hogy szabalyozza a f6 gonadalis hormonok, a hypothalamusbo6l
felszabadul6é gonadotrop-releasing hormon (GnRH), valamint a hypophysisben termelddé folliculus
stimulalé hormon (FSH) és luteinizalé hormon (LH) termelését. PACAP kezelés hatdsara fokozodik
a neurohypophysis oxitocin és 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 szabalyozasaban részt vevo kozponti idegrendszeri strukturak és endokrin mirigyek
sejtjei szerepet jatszhatnak a PACAP szint emelkedésében, mely rendszerek érzékenyen kovetik a
fiziologias folyamat alatt zajlo hormonalis valtozasokat a kiillonb6zd stimulaldé hormonok
termelésének szabalyozéasaval.

A késOi terhességben talalt magasabb plazma PACAP szint azt mutatja, hogy a kdzponti
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 chorionbolyhokbol (trophoblast sejtekbdl) és anyai oldalon taldlhatd decidua
sejtekbdl. RIA modszer segitségével mindegyik placentamintaban igazolni tudtuk a PACAP-27 és
PACAP-38 jelenlétét. A placentamintdkban szignifikdnsan magasabb PACAP-38 szintet mértiink a
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PACAP-27 szintekhez viszonyitva. A PACAP-38 szintje szignifikdns emelkedést mutatott a
placenta érése soran mind az anyai, mind a magzati részbdl szdrmaz6 mintakban, 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 szabalyozo
tényezoként milkodik 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 jelentéségét az anyai fetoplacentaris
keringés szabalyozasaban. Igazoltak, hogy a peptid mindkét forméaja (PACAP-38 és 27) relaxaciot
okoz a villusartéridkon és a myometridlis artériakon (Streenstrup et al. 1996). igy a PACAP-nak az
uteroplacentaris egységben betoltott vasoregulacios szerepe feltételezhetd, ami magyarazatot adhat
a szililés soran megfigyelt hirtelen PACAP szint csokkenésre. Emellett a PACAP neurotrofikus
faktor, amely kiemelt szerepet jatszik az idegrendszer fejlédésében, az immunrendszer érésében ¢és a
stresszfolyamatok szabalyozasaban is, ez is magyarazhatja a varandossag alatt detektalhato
emelkedett PACAP szintet (Waschek et al. 2002; Delgado et al. 2003; Gaszner et al. 2012).

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.

Spencer F, Chi L, Zhu M. Temporal relationships among uterine pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide, decidual prolactin-related protein and progesterone receptor mRNASs expressions
during decidualization and gestation in rats. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 2001
May;129(1): 25 34. doi: 10.1016/s1532-0456(01)00177-6. PMID: 11369298.

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.

3.3.3. Hogyan viszonyul a PACAP emelkedés mas peptidekhez (VIP)-hez a plazmdban és az
anyatejben?

Tobb, mint 10 évvel a PACAP felfedezése elétt Fahrenkrug és munkatarsai (1977)
radioimmuno-assay segitségével kimutattdk a VIP-t emberi plazma mintdkban. Ezt kovetéen
Werner és munkatarsai (1985) az anyatejben is megvizsgaltdk a VIP jelenlétét, és a plazma
mintakhoz viszonyitva 2-3X-os mennyiséget detektaltak. A VIP-hez és a PACAP-hoz hasonl6éan
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szamos mas neuropeptid is magasabb koncentracioban mérhetd az anyatejben, mint a plazmaban,
ilyen az LHRH (LH releasing hormon), TRH (thyroropin-releasing hormon), szomtatosztatin,
bombezin ¢és a neurotensin is. Munkacsoportunk juhokban vizsgalta a VIP ¢és PACAP
mennyiségének paralel valtozasat lakticid soran, és az emberi eredményekhez hasonloan a
tejmintakban magasabb PACAP ¢és VIP koncentraciot mértiink, mint a plazma mintakban
(Pohéczky et al. 2020). A birkakban szopast kovetden megemelkedett a plazma PACAP szintje,
azonban VIP esetén nem detektaltunk ilyen valtozast. Megvizsgaltuk a plazma szinteket kiilonb6z6
koru allatokban is, de nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a baranyok (3 honapos), az érett fiatal
(3 éves) ¢és az 1dos felndtt (10 éves) anyajuhok kozott. Az emldmirigy mintdk vizsgalata soran
tendenciézus PACAP szint emelkedést talaltunk a 3 éves anyajuhok mintdiban a 3 hoénapos
birkakhoz képest. Ezzel szemben, a kordbban patkanyokban végzett vizsgalatokhoz hasonloan
(Koch et al. 1991.), VIP mRNS-t nem tudtuk kimutatni az emlémirigy mintakbdl, ami alapjan azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a tej VIP tartalma nem az emlémirigybdl, hanem az anyai
keringésbdl szarmazik (Pohdczky et al. 2020).

Fahrenkrug J, Schaffalitzky de Muckadell OV. Radioimmunoassay of vasoactive intestinal
polypeptide (VIP) in plasma. J Lab Clin Med. 1977 Jun;89(6):1379-88. PMID: 325156.

Koch Y, Werner H, Fridkin M. Hypothalamic hormones in milk. Endocr Regul. 1991 Jun;25(1-
2):128-33. PMID: 1683587.

Pohéczky K, Tamds A, Reglédi D, Kemény A, Helyes Z, Czeglédi L. 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. doi: 10.1556/2060.2020.00006. PMID: 32491290.

Werner H, Koch Y, Fridkin M, Fahrenkrug J, Gozes I. High levels of vasoactive intestinal peptide in
human milk. Biochem Biophys Res Commun. 1985 Nov 27;133(1):228-32. doi: 10.1016/0006-
291x(85)91865-0. PMID: 4074363.

3.3.4. Mi lehet a PACAP funkcidja a laktaléo emlomirigyben, és mi a hatasa a csecsemore?

A PACAP anyatejben betoltott pontos szerepe még nem teljesen tisztazott. Feltételezhetd,
hogy neurotrof, immunmodulal6, gyulladascsokkentd és antiapoptotikus hatdsainak kdszonhetden
fontos szerepet jatszhat az jsziilottek novekedésének, valamint az immunrendszer mikodésének
szabalyozasaban, a gastrointestinalis rendszer fejlddésében, emellett az emlémirigy fejlédésében,
valamint a laktacié folyamatanak szabalyozasaban (Tamas et al. 2016).

Antiapoptotikus tulajdonsaga révén a PACAP szerepet jatszhat az emlOmirigy
novekedésében és a tejelvalasztds szabalyozasdban. A szoptatds soran szdmos antiapoptotikus
faktor expresszidja fokozodik a tejben 1évé bioaktiv molekulak hatasara. Ismert, hogy a PACAP
képes befolyasolni szamos, a laktacido szabalyozasdban kulcsszerepet jatszo citokin, chemokin,
(Khaled et al. 2007; Watson et al. 2011). Neurotrofikus faktorként a PACAP kulcsfontossagn
szerepet jatszik az idegrendszer fejlddésében, beleértve a neurogenesis, myelinizacid, neuronalis
differencidcié és migracié szabalyozasat. Emiatt feltételezhetd, hogy az anyatejben 1évé magas
PACAP koncentracié hozzéjarulhat az 1jsziilottek idegrendszeri fejlddésének szabalyozasahoz
(Watanabe et al. 2016). Immunmodulalé hatasanak koszonhetoen a PACAP nélkiilozhetetlen az
ujsziilottek immunrendszerének fejlodésében, valamint a kiilonboz6 patogénekkel szembeni
védekezésbenés €s a gastrointestinalis rendszer immunoldgiai mikrokdrnyezetének kialakitdsaban
(Delgado et al. 2016).

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
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Khaled WT, Read EK, Nicholson SE, Baxter FO, Brennan AJ, Came PJ, Sprigg N, McKenzie AN,
Watson CJ. The IL-4/IL-13/Stat6 signalling pathway promotes luminal mammary epithelial cell
development. Development. 2007 Aug;134(15): 2739-50. doi: 10.1242/dev.003194. Epub 2007 Jul 4. PMID:
17611223.

Tamas A, Vass RA, Helyes Z, Csanaky K, Szanto Z, Nemeth J, Reglodi D. Examination of PACAP
During Lactation. In: Reglodi D, Tamas A. (eds) Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-PACAP.
Springer, Cham; 2016; pp. 833-840. doi.org: 10.1007/978-3-319-35135 3 49

Watanabe J, Seki T, Shioda S. PACAP and neural development In: Reglodi D, Tamas A. (eds)
Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-PACAP. Springer, Cham; 2016; pp. 65-82. https:
//doi.org/10.1007/978-3 319-35135-3_6

Watson CJ, Oliver CH, Khaled WT. Cytokine signalling in mammary gland development. J Reprod
Immunol. 2011 Mar;88(2): 124-9. doi: 10.1016/j.jri.2010.11.006. Epub 2011 Jan 20. PMID: 21255846.

3.3.5. Mérték-e laktailo egereken a peptid szintjét a tejben?

Sajnalatos mddon egerekbdl nem tudtunk megfeleld mennyiségli tejmintat gyljteni a
radioimmuno-assay vizsgalatokhoz, de munkank soran szamos mas allatfaj tejmintajanak
vizsgalatat elvégeztiik. A kis ragcsalok koziil a tengerimalac tejmintak gytijtésére volt lehetdségiink,
amiben a tehéntejhez képest kisebb PACAP koncentraciot talaltunk. A tehén- és kecsketejben
hasonld PACAP értékeket mértiink. Ezen mintakhoz képest magasabb mennyiségii PACAP-ot
talaltunk a teve-, 16- és juhtejmintakban. A legmagasabb PACAP szintet a lotejben talaltuk, és a
friss tevetejben is magasabb szintet mértiink a pasztérozott tevetejhez képest. Ezen eredményeinket
még nem publikaltuk, de tobb konferencidn is bemutattuk (1. abra).

Tamas A, Vass R. A, Helyes Zs, Bagoly T, Nagy P, Juhasz J, Sotonyi P, Horvath G, Nikli B, Tarcai I,
Reglédi D. Examination of PACAP in different milk samples 12" International Symposium on VIP, PACAP
and Related Peptides, 2015. szeptember 21-26., Cappadocia, Térékorszag

PACAP szint vizsgalata kiilonboz6 allatok tejmintajaban

P<0,001
1

 P<0,001

P<0,005
’ ety

*kk

*k

Bl

PACAP-38 koncetricié fmol/ml

1. abra. PACAP-38 szint meghatarozasa radioimmuno-assay modszerrel kiilonbozd allatok
tejmintaibol. ** P<0,01; *** P<0,001 vs tehén- és kecsketej

4. PACAP szerepe a Parkinson-kérban
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4.2.1. Hogyan valtozik az endogén PACAP szint ingergazdagitds hatdsdra?

Munkacsoportunk az ingergazdag kornyezet endogén PACAP szintre gyakorolt hatisat a
dolgozatban is felvazolt modell segitségével vizsgalta patkanyokban (Horvath et al. 2015). Wistar
patkanyokat felnétt korban 3 hétig ingergazdag kornyezetben tartottunk, majd ezt kdvetden
kiilonbozd agyteriiletekbdl (agytorzs, kisagy, diencephalon ¢és telencephalon) homogenizatumot
készitettlink és RIA modszerrel mértiik a szovetek PACAP-27 és PACAP-38 szintjét. Azt talaltuk,
hogy mind a PACAP-27-, mind a PACAP-38-szerli immunreaktivitds szintje szignifikans
novekedést mutatott a legtobb agyteriileten azoknal az allatoknal, melyek 3 hétig ingergazdag
kornyezetben voltak. Azt feltételezziik, hogy felnéttkorban az ingergazdag kornyezet védod
hatasanak kialakitasaban szerepe lehet a megnovekedett PACAP expresszionak, hasonloan a mar
bizonyitott NGF (idegi ndvekedési faktor), BDNF (agyi eredetii novekedési faktor) és NT-3
(neurotrofin-3) faktoroknak, amik a neurotrofin csalad tagjai, és hosszatavu ingergazdagsag
hatasara emelkedett szintet mutatnak.

Horvath G, Kiss P, Nemeth J, Lelesz B, Tamas A, Reglodi D. Environmental enrichment increases
PACAP levels in the CNS of adult rats. Neuro Endocrinol Lett. 2015;36(2):143-7. PMID: 26071583.

4.2.2. Mivel magyardzhato az, hogy a 6-OHDA + PACAP kezelt csoportban a PARK expresszio
150%-ra emelkedik az ép oldalhoz viszonyitva?

Mind a standard, mind az ingergazdag kornyezetben tartott allatok esetében a 1éziot kovetd
PACAP kezelés utan a PARK?7 fehérje szintje meghaladta a kezeletlen oldalon detektalt fehérje
szintet, ami arra utal, hogy a PACAP kezelés hatasara mas kompenzaciés folyamatok is
aktivizalodhatnak. Az jol ismert, hogy a PACAP és PARK?7 fehérje altal modulélt hatasok tobb
kozos utvonallal is rendelkeznek, melyen keresztiil képesek megvédeni a dopamin sejteket a
karositd hatasokkal szemben. A PACAP a PARK7-hez hasonl6an aktivalja a PI3K/PKB utvonalat,
ami a neuronok talélésének novekedéséhez vezet (Bhave et al. 2004; Kim et al. 2009; May et al.
2010). Egy masik k6z0s pont az antiapoptotikus hatasuk a Bcl-2, Bcl-xL fehérjéken keresztiil,
amely a citokrom c release gatlasaval fejti ki protektiv hatasat (Racz et al. 2008; Lee et al. 2018).
Emellett mindkét fehérje képes a tirozin-hidroxilaz aktivitdsdnak fokozésara, igy képes a dopamin
szint emelésére (Moser et al. 1999; Ischikawa et al. 2009). Mindezen mechanizmusok
hozzéjarulhatnak a PARK?7 fehérje kontroll szintet is meghalado, fokozott expresszidjahoz PACAP
kezelés hatdsara.

Bhave SV, Hoffman PL. Phosphatidylinositol 3’-OH kinase and protein kinase A pathways mediate
the anti-apoptotic effect of pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide in cultured cerebellar granule
neurons: modulation by ethanol. J Neurochem. 2004 Jan;88(2): 359-69. doi: 10.1046/j.1471
4159.2003.02167.x. PMID: 14690524.

Kim YC, Kitaura H, Taira T, Iguchi-Ariga SM, Ariga H. Oxidation of DJ-1-dependent cell
transformation through direct binding of DJ-1 to PTEN. Int J Oncol. 2009 Dec;35(6): 1331-41. PMID:
19885556.

May V, Lutz E, MacKenzie C, Schutz KC, Dozark K, Braas KM. Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP)/PAC1IHOP1 receptor activation coordinates multiple neurotrophic
signaling pathways: Akt activation through phosphatidylinositol 3-kinase gamma and vesicle endocytosis for
neuronal survival. J Biol Chem. 2010 Mar 26;285(13): 9749-9761. doi: 10.1074/jbc.M109.043117. Epub
2010 Jan 21. PMID: 20093365; PMCID: PMC2843224.

Racz B, Gasz B, Gallyas F Jr, Kiss P, Tamas A, Szanto Z, Lubics A, Lengvari I, Toth G, Hegyi O,
Roth E, Reglodi D. 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. doi: 10.1016/j.regpep.2007.09.015. Epub 2007 Sep 18. PMID: 17981349.
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Lee MK, Lee MS, Bae DW, Lee DH, Cha SS, Chi SW. Structural basis for the interaction between
DJ-1 and Bcl-XL. Biochem Biophys Res Commun. 2018 Jan 1;495(1): 1067-1073. doi:
10.1016/j.bbrc.2017.11.129. Epub 2017 Nov 21. PMID: 29175327.

Moser A, Scholz J, Ginsle A. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP-27)
enhances tyrosine hydroxylase activity in the nucleus accumbens of the rat. Neuropeptides. 1999 Dec;33(6):
492-7. doi: 10.1054/npep.1999.0768. PMID: 10657530.

Ishikawa S, Taira T, Niki T, Takahashi-Niki K, Maita C, Maita H, Ariga H, Iguchi-Ariga SM.
Oxidative status of DJ-1-dependent activation of dopamine synthesis through interaction of tyrosine
hydroxylase and 4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) decarboxylase with DJ-1. J Biol Chem. 2009 Oct
16;284(42): 28832-44. doi: 10.1074/jbc.M109.019950. Epub 2009 Aug 24. PMID: 19703902; PMCID:
PMC2781429.

4.3. Van-e jelentésége a PACAP és PAC1 génpolimorphismusnak a Parkinson-kér
vonatkozasaban?

Jelenlegi ismereteink szerint a Parkinson-kér vonatkozasaban eddig nem végeztek ilyen
vizsgalatokat, azonban szamos mas neurologiai korkép esetén talaltak Osszefiiggést a PACAP és
receptorait kodold gén egyes varidnsai kozott. Hashimoto és munkacsoportja schizophrenidban
szenvedd betegekben vizsgalta a PACAP-ot és receptorait kdédold gén polimorfizmusait. Szamos
SNP (egypontos nucleotidpolimorfizmus) varians vizsgalatara kertiilt sor, melyek koziil a PACAP

variansai koziill az SNP2 (rs2302475) esetén talaltak szignifikdns Osszefliggést a betegséggel,
emellett ezen schizophren betegekben kisebb hippocampus volument és kéarosodott memoria
funkciot is leirtak (Hashimoto et al. 2007).

Egy masik vizsgalatban poszttraumas stressz szindromaban (PTSD) szenvedd ndkben irtak
le az rs2267735 SNP varianssal kapcsolatban fokozott kockazatot (Ressler et al. 2011; Lind et al.
2017). Kimutattdk a PAC1 gén rs2302475 polimorfizmusa és a problémdas alkoholfogyasztas
kozotti kapcsolatot fiatal ndk korében (Dragan et al. 2017). A PACAP génvariansok hatasat
generalizalt szorongdsos zavarban is vizsgaltak, ahol a venlafaxin XR kezelésre adott valasz a
Asp54Gly (rs2856966) varians esetében jobb kezelési eredménnyel jart (Cooper et al. 2013).
Emellett méas neuroldgiai korképeket is vizsgéltak, de nem talaltak genetikai Osszefliggést cluster
fejfajas kapcsan (Ran et al. 2017) és bipolaris betegségben sem (Lohoff et al. 2008).

A neurologiai korképek mellett a hirtelen csecsemdhaldl szindroma (SIDS) kapcséan is
vizsgaltak a PACAP génpolimorfizmust. Kaukazusi pacienseknél nem talaltak szignifikans
Osszefliggést a PACAP és a SIDS kozott. Ezzel szemben az afroamerikai populacioban a PACAP 2.
exonjan beliil az rs2856966 SNP varians szignifikdns Osszefiiggést mutatott az korképpel
(Cummings et al. 2009). A PACI receptort kodold gén rs2267735 SNP varidnsa szignifikdns
Osszefliggést mutatott puerto ricoi asztmas gyerekek estén (Chen et al. 2013).

A PACAP receptorok allélvariansainak vizsgalatdval munkacsoportunk is foglalkozott a
PTE AOK Orvosi Népegészségtani Intézetével folytatott kollaboracioban a NKFIK K119759
szamu palyazat keretében. A PACAP receptorok kiilonbozé allélvaltozatainak eloszlasat vizsgaltuk
roma és nem roma altalanos populaciokban (214 roma és 198 nem roma minta). A PACI
(ADCYAPIRI) receptor gén 1s2267735 és rs2302475 polimorfizmusainak genotipizalasat 120-120
mintdn végeztilk el a modszertan tesztelése €s a varhatdo kozelitd alléleloszlasok megallapitdsa
érdekében. Ezen vizsgalatok még nem zarultak le.

Chen W, Boutaoui N, Brehm JM, Han YY, Schmitz C, Cressley A, Acosta-Pérez E, Alvarez M, Colén-
Semidey A, Baccarelli AA, Weeks DE, Kolls JK, Canino G, Celedon JC. ADCYAPIRI and asthma in Puerto
Rican children. Am J Respir Crit Care Med. 2013 Mar 15;187(6):584-8. doi: 10.1164/rccm.201210-
17890C. Epub 2013 Jan 17. PMID: 23328528; PMCID: PMC3733434.

Cooper AJ, Narasimhan S, Rickels K, Lohoff FW. Genetic polymorphisms in the PACAP and PAC1
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2008 Dec 17. PMID: 19120039.
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genetic variants in ADCYAP1R1, MME and 14q21 in a Swedish cluster headache cohort. J Headache Pain.
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5. PACAP politraumatizalt betegeken
5.1. Mivel ad tobbet a PACAP, mint az eddig alkalmazott biomarkerek?

Klinikai kutatasaink sordn elsoként vizsgaltuk a PACAP-38 plazmaszintjének valtozasat a
politraumatizalt betegekben a traumat kovetdé 5 napon keresztiil, és korrelaltattuk a megfigyelt
valtozasokat a CRP (C-reaktiv protein), PCT (procalcitonin) és LAR (antiszedimentacids rata)
értékekkel. 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 Osszevetése hozzajarulhat a betegség hatterében zajlo
patomechanizmusok pontos feltérképezéséhez, a betegek immunologiai statuszanak és
prognosztikai mutatdinak megitéléséhez, €s a megfeleld terapia kivalasztasdhoz.

A klinikai gyakorlatban gyulladdsos markerként alkalmazott CRP estén sem talaltunk
Oonmagaban szignifikans eltérést a vizsgalt mintakban, azonban a PACAP-38 és CRP szintek kozott
szignifikans pozitiv korrelaciét talaltunk. 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) ¢s a CRP-nek is fontos szerepe lehet a trauma kovetkeztében aktivalodott
endogén szisztémdas gyulladasos valaszreakcio (SIRS) kialakulasdban, igy a két marker egyiittes
vizsgalata segitséget nyljthat a kiilonb6zd inflammatorikus valaszreakcidk klinikai monitorozasara.

A CRP-hez hasonléan a LAR esetében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kiilonb6z6
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idopontokban gyljtott mintak elemzése soran, annak ellenére, hogy korabban kimutattak, hogy a
magas LAR értékekkel rendelkez6 intenziv terdpias osztalyon kezelt paciensek jobb prognozissal
rendelkeznek (Bogar et al. 2006). A teljes vizsgalati periddus analizise soran szignifikans
Osszefliggést taldltunk a PACAP-38 és a LAR értékek kozott, ugyanis mindkét faktor szintje
emelkedd tendencidt mutatott a vizsgalat soran, igy a PACAP-38 szintek analizisével
megerdsitettiik a LAR prognosztikai markerként val6 alkalmazhatdsdgat 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.

6. Cardiovascularis korképek
6.1. Sajndlatos azonban, hogy a sertés infarctus modellben nem torténtek plazma PACAP
mérések...

Vizsgalataink soran PACAP méréseket a sertések plazma mintajabol is elvégeztik, de a
mérések sordn - korabbi neuropeptid vizsgéilatokhoz hasonléan - nagyfokdl individudlis
kiilonbségeket detektaltunk. A nagy szoras és az alacsony elemszam miatt sajnos nem tudtunk
statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket kimutatni a vizsgélt mintacsoportok kozott. A mérési
eredményeink a csatolt dbran lathatok (2. dbra).
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myocardialis infactus modellben.

6.2.1. Mi lehet az a mechanizmus, ami a cardiovascularis korképekben a kezdeti megnivekedett
(és protektiv hatasu) PACAP szintet lecsokkenti?

Dolgozatomban részletesen bemutattam a PACAP kardioprotektiv hatdsanak hatterében allo
lehetséges mechanizmusokat, amelyek eldsegitik a peptid antioxidans és antiapoptotikus hatasat
ischaemids és oxidativ stressz-indukalta karosodasok esetén cardiomyocytakon (Racz et al. 2008;
R6th et al. 2009). Az in vitro kardioprotektiv hatdst munkacsoportunk is igazolta izolalt
cardiomyocytakon ischaemia/reperfuzi6 ¢és oxidativ stressz-indukalta karosodas kapcsan, ahol
protektiv hatdsat a kiilonbozd proapoptotikus Utvonalak gatlasaval (Bad, caspase-3) ¢és
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antiapoptotikus utvonalak (Bcl-xL, Bcl-2, foszfo-Bad) aktivalasaval fejti ki (Gasz et al. 2006a, b;
Récz et al. 2008; Rdth et al. 2009). Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP egy olyan
altalanos biomarker, amely antioxidans, antiapoptotikus ¢és gyulladdscsokkentd hatasainak
koszonhetden az akut sejtkdrosodéasra adott vélaszreakcid részeként, a karosodas mértékével
0sszhangban, jelentds valtozasokat mutat.

Ezzel szemben a kronikus, kompenzalt szivelégtelen betegek esetében az akut,
dekompenzalt betegekhez és a kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikansan alacsonyabb PACAP
szintet mértiink. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy az alacsonyabb endogén PACAP-38 szint a
gyengiilt kardioprotektiv funkcié kovetkezményeként hozzajarulhat az elvaltozasok gyorsabb
progresszidjahoz, €s igy a szivbetegségek progndzisaban akar negativ prediktiv faktor lehet.

A myocardialis infarctuson atesett betegeknél a reperfuziot kovetéen feltételezésiink szerint
a sejtek megfeleld vérellatasa miatt mar nem sziikséges a sejtvédd folyamatokban részt vevo
utvonalak fokozott aktivitasa, ami csokkenti azt az ischaemids stresszt, amely korabban a fokozott
PACAP felszabadulast okozhatta, igy az oxigénellatds helyredllasat kovetden a felszabaduld
PACAP mennyisége is csokkenhet. Emellett a reperfuzié sordn a gyulladasos valaszok
mérséklodhetnek, igy csokkentve a gyulladdsos sejtek (példaul macrofagok, lymphocytak)
aktivalodasat és a sejtekbdl PACAP felszabaduldsat. Végiil, a megfeleld oxigénellatas
kovetkeztében a sejtek fokozott neuropeptid termelése is a normal fiziologias szintre térhet vissza.

Gasz B, Racz B, Roth E, Borsiczky B, Ferencz A, Tamas A, Cserpes B, Lubics A, Gallyas Jr F, Toth
G, Lengvari I, Reglédi 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)

Gasz B, Racz 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, Gallyas F Jr, Kiss P, Tamas A, Szanto Z, Lubics A, Lengvari I, Toth G, Hegyi O,
Roth E, Reglodi D. 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. doi: 10.1016/j.regpep.2007.09.015. Epub 2007 Sep 18. PMID: 17981349.

Réth E, Wéber G, Kiss P, Horvath G, Toth G, Gasz B, Ferencz A, Gallyas Jr F, Reglodi D, Racz B.
Effects of PACAP-38 and preconditioning against ischemia/reperfusion-induced cardiomyocyte apoptosis in
vitro. Ann N Y Acad Sci. 2009; 1163(1): 512-516. doi: 10.1111/j.1749-6632.2008.03635.x. PMID:
19456402.

6.2.2. Torténtek-e vizsgalatok potencialis PACAP analégokkal cardiovascularis kérképekben?

Az egyik legszélesebb korti vizsgélatot a kiillonb6z6 PACAP analogokkal kapcsolatban
Ramos-Alvarez és munkacsoportja végezte (2015), akik negyvenhat kiilonb6z6 PACAP-analogot
szintetizaltak a PACAP molekula kiilonb6z6 poziciokban (1-4, 14-17, 20-22, 28, 34, 38 aminosav)
torténd szubsztiticiojaval, majd megvizsgaltak az egyes analdgok receptor szelektivitasat és
affinitasat. A 46 PACAP analdgbol tizendt 6-78-szor nagyobb affinitissal rendelkezett a PACI
receptorhoz, mint a VPACL receptorhoz, és 13 analdog agonista hatasu volt. Bar a kotédési
affinitasok szignifikansan korrelaltak az agonista hatasossal, a kiilonb6z6 PACAP analdgok
esetében a receptor-érzékenység mértéke jelentdsen kiilonbozott, ami a PACI1 receptor
aktivalasanak 0-103-szoros szelektiv hatasossagat eredményezte a VPACI receptorral szemben.
Ezenkiviil szamos olyan PACAP analdgot azonositottak, amelyek a PACI1 receptorra nagy
szelektivitast mutattak a VPAC2 receptorral szemben. Olyan PACAP-analdgokat is talaltak,
amelyek terapids szempontbol hasznosabbnak bizonyulhatnak a felezési idejiiket meghosszabbito
ismert szubsztituciok miatt.
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Korabban mar emlitést tettem arrdl, hogy a fazis II. klinikai vizsgalati stadiumba eddig csak
a migrénnel kapcsolatos kutatdsok jutottak, ahol PACI receptort gatlé monoklondlis antitestek
hatékonysagat vizsgaltdk, azonban allatkisérletes vizsgalatban szdmos 1j analdg hatékonysagat
tesztelték kiilonbozo betegségek kapcsan. Lamine €s munkacsoportja (2015) bizonyitotta az Ac-
[Phe(p)6, Nlel7]JPACAP(1-27) hatékonysagat in vitro és in vivo Parkinson-kér modellekben, ahol
a hasonld protektiv hatds mellett csokkent cardiovascularis mellékhatas tapasztaltak az analdg
kezelést kovetden. Dejda és munkacsoportjanak (2011) eredményei pedig azt mutattak, hogy a
PACAP38 metabolikusan stabil analogja, az acetil-[Alal5, Ala20]PACAP38-propilamid mar
pikomolaris dézisokban is jelentdésen csokkenti az infarctus nagysagat és javitja a neurologiai
tiineteket patkdnyban a. cerebri media elzarodéasa esetén. Emellett szintén emlitettem mar korabban,
hogy a PACAP glikozilalasaval novelhetd a vér-agy gaton vald atjutas és protektiv hatasu a
Parkinson-kor modellben és traumas agysériilés soran (Apostol et al. 2022).

Munkacsoportunk szdmos PACAP fragmens (PACAP 4-13, 4-22, 6-10, 6-15, 11-15 és 20-
31) hatasat is vizsgalta retinalis hipoperfiizios modellben, de a PACAP-38-cal ellentétben a
fragmensek retinoprotektiv hatasat nem tudtuk kimutatni (Werling et al. 2014).

Apostol CR, Bernard K, Tanguturi P, Molnar G, Bartlett MJ, Szabo L, Liu C, Ortiz JB, Saber M,
Giordano KR, Green TRF, Melvin J, Morrison HW, Madhavan L, Rowe RK, Streicher JM, Heien ML, Falk
T, Polt R. Design and Synthesis of Brain Penetrant Glycopeptide Analogues of PACAP With Neuroprotective
Potential for Traumatic Brain Injury and Parkinsonism. Front Drug Discov (Lausanne). 2022 Jan;1:818003.
doi: 10.3389/fddsv.2021.818003. Epub 2022 Jan 14. PMID: 35237767; PMCID: PMC8887546.

Dejda A, Seaborn T, Bourgault S, Touzani O, Fournier A, Vaudry H, Vaudry D. PACAP and a novel
stable analog protect rat brain from ischemia: Insight into the mechanisms of action. Peptides. 2011
Jun;32(6):1207-16. doi: 10.1016/j.peptides.2011.04.003. Epub 2011 Apr 14. PMID: 21514338.

Lamine A, Létourneau M, Doan ND, Maucotel J, Couvineau A, Vaudry H, Chatenet D, Vaudry D,
Fournier A. Characterizations of a synthetic pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide analog
displaying potent neuroprotective activity and reduced in vivo cardiovascular side effects in a Parkinson's
disease model. Neuropharmacology. 2016 Sep;108:440-50. doi: 10.1016/j.neuropharm.2015.05.014. Epub
2015 May 22. PMID: 26006268

Ramos-Alvarez 1, Mantey SA, Nakamura T, Nuche-Berenguer B, Moreno P, Moody TW, Maderdrut
JL, Coy DH, Jensen RT. A structure-function study of PACAP using conformationally restricted analogs:
Identification of PACL1 receptor-selective PACAP agonists. Peptides. 2015 Apr;66:26-42. doi:
10.1016/j.peptides.2015.01.009. Epub 2015 Feb 16. PMID: 25698233; PMCID: PMC4420714.

Werling D, Reglodi D, Kiss P, Toth G, Szabadfi K, Tamas A, Biro Z, Atlasz T. Investigation of
PACAP Fragments and Related Peptides in Chronic Retinal Hypoperfusion. J Ophthalmol.
2014;2014:563812. doi: 10.1155/2014/563812. Epub 2014 May 12. PMID: 24900914; PMCID:
PMC4036611.

6.2.3. Végeztek-e vizsgalatokat MI modellben PACAP-KO egerekben?

PACAP KO egerekben tudomasunk szerint még nem végeztek ilyen vizsgalatokat, de akut
myocardialis infarctus egér modelljében, ahol az ischaemiat a bal coronaria eliilsé leszallo aganak
ligatardjaval hoztdk létre, szignifikdnsan magasabb PACAP immunreaktivitast igazoltak a bal
kamraban az €relzarast kovetéen a sham-operalt csoporthoz képest (Alston et al. 2011). Emellett
PACAP KO egerekben doxorubicin-indukalta szivelégtelenségben is vizsgaltak a PACAP szerepét,
¢és kimutattadk, hogy a Bax és caspase-3 utvonalak gatlasaval kardioprotektiv hatdssal bir, emellett
PACAP-génkiiitott egerekben a doxorubicin kezelés stlyosabb szivelégtelenséget hozott 1étre és
ezek az egerek magasabb mortalitast is mutattak, mint vad tarsaik (Mori et al. 2010). Egy masik
kardiotoxikus citosztatikum, a mitoxandron kezelés esetén is bizonyitottdk a PACAP protektiv
hatasat (Subramaniam et al. 2017). Korabbi kutatisok PAC1 receptor-deficiens egerekben
pulmonalis hypertoniat €s jobb szivfél elégtelenséget talaltak (Otto et al. 2004).
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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.
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