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Rövidítések jegyzéke: 

 

ADCYAP1  ............. a PACAP-ot kódoló gén 

ATG16LI ................ autofágia kapcsolt gén 

Bad  ......................... Bcl-2 kapcsolt promoter 

Bax .......................... Bcl-2 kapcsolt X fehérje 

Bcl .......................... B-sejtes limfóma 

BDNF ..................... brain-derived neurotrophic factor 

CagA ....................... citotoxin-asszociált gén 

CARD15 ................. caspase recruitment domain - kaszpáz aktivációs domain 

CDK  ....................... ciklin-dependens kináz  

CoCl2 .................................. kobalt-klorid 

COX ........................ ciklooxigenáz 

CU .......................... colitis ulcerosa 

CXCL-1 .................. C-X-C kemokin ligand 

DMSO .................... dimetil-szulfoxid 

DPBS ...................... Dulbecco-féle PBS 

DSS ......................... dextrán-szodium-szulfát 

ECL ........................ enterokrómaffinszerű sejt 

FBS ......................... foetal bovine serum  

FoxO1 ..................... forkhead box fehérje 

GAPD ..................... gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 

HIF1α ..................... hipoxia-indukálható faktor  

HRP ......................... horseradish peroxidase – tormaperoxidáz 

H2O2  ................................... hidrogén-peroxid 

H2S .......................... hidrogén-szulfid 

IBD ......................... inflammatory bowel disease - gyulladásos bélbetegség 

IFN-γ ...................... interferon-γ 

IL ............................ interleukin 

KO .......................... knockout 

LPS ......................... lipopoliszacharid 

MDP ....................... muramil-dipeptid 

MIF ......................... makrofág migrációt gátló faktor 



4 

 

MTT ........................ 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólium-bromid 

NFKB1 ................... NF-κB-t kódoló gén 

NO .......................... nitrogén-monoxid 

NOD2 ..................... nukleotidkötési oligomerizációs domain  

NSAID…………….nonsteroidal anti-inflammatory drug – nem szteroid gyulla-

dáscsökkentő 

PAC1 ...................... PACAP-specifikus receptor 

PACAP……………pituitary adenylate cyclase activating polypeptide - hipofízis 

adenilát cikláz aktiváló polipeptid 

PBS ......................... phosphate-buffered saline  

PDGF……………..  platelet-derived growth factor 

PGE2 ...................... prosztaglandin E2 

RNS ........................ reaktív nitrogénszabadgyök 

ROS ........................ reaktív oxigénszabadgyök 

RPMI ...................... Roswell Park Memorial Institute 

siRNS ...................... small interfering RNS  

TGF-β ..................... transzformáló növekedési faktor  

TLR ........................ toll-like receptor 

TNF ........................ tumor nekrózis faktor 

TRPA-1 ................... tranziens receptor potenciál Ankyrin 1 

VacA ....................... vakuolizáló citotoxin A 

VHL ........................ von Hippel-Lindau 

VIP .......................... vazoaktív intesztinális polipeptid 

VPAC ...................... a VIP-et és a PACAP-ot azonos affinitással kötő receptor 

 

 



5 

 

I. Bevezetés 

 

 

1. Hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) 

 

A hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (pituitary adenylate cyclase 

activating polypeptide, PACAP) egy neuroprotektív peptid, melyet 1989-ben izoláltak 

először birka hipotalamuszból hipofízis sejtkultúrákban kifejtett adenilát cikláz aktiváló 

hatása révén (Miyata et al., 1989). A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktív intesztinális 

polipeptid (VIP) peptidcsalád tagja (Arimura, 1998; Mustafa és Eiden, 2008), mely a 

szervezetben két biológiailag aktív formában található meg: 38 aminosavból álló forma 

(PACAP38) és 27 aminosavból álló polipeptid (PACAP27). A PACAP mindkét formáját 

az ADCYAP1 gén kódolja. Szerkezete rendkívül konzervált, minden emlősben azonos és 

egyéb gerinces állatokban is csak 1-4 aminosav eltérés mutatható ki (Vincze és Köves, 

2001; Vaudry et al., 2009). A 27 aminosavat tartalmazó PACAP27 a vazoaktív 

intesztinális polipeptiddel 68%-ban homológ (Vaudry et al., 2009).  Az emlős szervezet 

szöveteiben a PACAP38 dominál, a szövetekben előforduló PACAP 90%-át a PACAP38 

adja (Arimura et al., 1991; Somogyvári-Vigh és Reglődi, 2004). Hatásait G-protein-

kapcsolt receptorokon fejti ki (1. ábra). Három receptortípusa ismert: VPAC1 és VPAC2, 

melyekhez a PACAP és a VIP egyenlő affinitással tud kötődni, ugyanakkor a PAC1-

receptorhoz 1000-szer jobban kötődik a PACAP, mint a VIP (Harmar et al., 1998; 

Laburthe et al. 2007; Harmar et al., 2012). A PACAP legnagyobb mennyiségben a 

központi és a perifériás idegrendszerben található meg (Shioda és Nakamachi, 2015), 

azonban több korábbi tanulmány igazolta széles körű előfordulását a szervezetben az 

idegrendszeren kívül is. A központi idegrendszerben a hipotalamuszban mutatható ki 

legnagyobb mennyiségben, de jelen van a kéregállományban, középagyban, agytörzsben, 

cerebellumban, talamuszban, hipofízisben is (Hannibal, 2002; Oride et al., 2018; 

Hirabayashi et al., 2018). A perifériás idegrendszerben a spinális ganglionok érző 

idegsejtjeiben, valamint a vegetatív pre- és posztganglionáris neuronokban mutatható ki 

(Arimura, 1998; Köves et al., 1990; Vaudry et al., 2000a). Szinte valamennyi 

szervrendszerben megtalálható, többek között az urogenitális szervekben (Arimura et al., 

1991; Tamás et al., 2016), endokrin mirigyekben (Arimura et al., 1991; Liu et al., 2016), 

kardiovaszkuláris rendszerben (Nandha et al., 1991; Ivic et al., 2017) és a 
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gasztrointesztinális traktus egész hosszában (Köves et al.,1991; Arciszewski et al., 2015; 

Ji et al, 2013; Reglődi et al., 2018). PAC1 receptor az agyban, a gerincvelőben, az 

adenohipofízisben, a mellékvesevelőben és a herében található (Köves et al, 1991; Vaudry et 

al, 2009; Tokuda et al., 2006; Girard et al., 2017), míg VPAC1-receptor a központi 

idegrendszeren túl a tüdőben, a májban, a lépben, a tímuszban, az ováriumban és a 

gasztrointesztinális traktusban is jelen van (Hashimoto et al., 1996; Joo et al., 2004; Bukowski 

és Wasowicz, 2015; Padua et al., 2016). A PACAP mindhárom receptora megtalálható a 

mukozában, az endotél- és simaizomsejtekben, a myentericus neuronokban és a 

neuroendokrin sejtekben (Schulz et al., 2004). 

 

 

 

 

 

1.ábra: A PACAP PAC1-receptoron történő hatásmechanizmusának sematikus jelátviteli útja a 

szimpatikus neuronokon. Gs-proteinen át ciklikus AMP aktiválódik, mely segíti az extracelluláris szignál 

regulált kináz (ERK) aktivációt és ezáltal a nukleáris transzlokációt. Emellett a gyors PAC1-receptor 

mediálta Gq-aktiváció foszfolipáz C úton át PI3K/Akt aktiválódást eredményez, mely fehérje 

foszforilációhoz és ezáltal a sejt túléléséhez vezet. (Forrás: May et al., J Biol Chem. 2010-módosítva) 
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1.1.  A PACAP élettani hatásai 

 

Ma már jól ismert, hogy a PACAP rendkívül széles körű élettani hatásokkal 

rendelkezik, befolyásolja szinte valamennyi szervrendszer működését. A hipofízisben 

mind az elülső, mind a hátsó lebeny működésének szabályozásában részt vesz (Azuma et 

al., 2013; Oride et al., 2018). Az endokrin rendszerre kifejtett hatásai közül jól ismert, 

hogy befolyásolja a nemi hormonok elválasztását (Okada et al., 2007), a spermatogenezist 

(Reglődi et al., 2018a), a follikulusok érését (Reglődi et al., 2012c), fokozza a csont- és 

porcfejlődést (Juhász et al., 2015), serkenti a hasnyálmirigy inzulinelválasztását (Winzell 

és Ahren, 2007; Ma et al., 2015). Endokrin hatásain túl szerepet játszik a cirkadián ritmus 

szabályozásában (Hannibal et al., 2006; Hannibal et al., 2016), a hipotalamusz 

táplálkozást és hőszabályozást irányító központjainak szabályozásában (Bánki et al., 

2014b), serkenti a memóriafolyamatokat (Matsuyama et al., 2003; Ago et al., 2017) és 

antidepresszáns hatású (Reichenstein et al., 2008; Seiglie et al., 2015). A PACAP mind a 

központi, mind a perifériás idegrendszerben széles körű hatásokkal bír. Többek között 

részt vesz a neuronális differenciálódásban, a neuroszekretoros rendszer aktivációjában, 

a neuronális progenitor sejtek képződésében (Yan et al, 2013), valamint befolyásolja a 

szinapszisok plaszticitását (Starr és Margiotta, 2017).  Hatással van a fájdalomingerek 

perifériás és centrális folyamataira (Dickinson és Fleetwood-Walker, 1999; Davis-Taber 

et al., 2008; Yokai et al., 2016; Tajti et al., 2015) és a stresszadaptációs magatartás 

szabályozásában is szerepet játszik (Agarwal et al., 2005; Gaszner et al., 2012). Részt 

vesz a belső szervek simaizom-kontrakciójának és mirigyelválasztásának irányításában 

és hatékony vazodilatátor hatással bír (Lenti et al., 2007; Vámos et al., 2014). 

Neuroprotektív hatása mellett neurotrófikus hatású is, segíti a neuronok növekedését és 

differenciálódását, valamint védi a neuronokat a különböző káros behatásokkal szemben 

(Lee és Seo, 2014). Neurotrófikus és neuroprotektív hatása direkt és indirekt 

mechanizmusokon keresztül valósulhat meg. Direkt védő hatása többek között a kaszpáz-

3 apoptotikus enzim gátlása révén (Vaudry et al., 2000b), vagy proapoptotikus faktorok, 

így Bad és Bax expressziójának csökkentésével (Falluel-Morel et al., 2004), valamint 

antiapoptotikus Bcl-2, Bcl-xL és 14-3-3 szintjének növelésével érvényesül. Emellett 

csökken a mitokondriumból kiáramló citokróm C mennyisége is (Somogyvári-Vigh és 

Reglődi, 2004; Meyer, 2006; Botia et al., 2007; Atlasz et al., 2010). Indirekt 

neuroprotektív hatása a gliasejtek gyulladásos válaszreakcióinak módosításával valósul 
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meg (Delgado és Ganea, 2003). Ismert neuroprotektív hatása mellett általános 

citoprotektív hatása is, az idegsejteken kívül védi a károsító hatásokkal szemben a 

szívizomsejteket (Gasz et al., 2006; Mori et al., 2010), a trofoblaszt sejteket (Horváth et 

al., 2014), az endotélsejteket (Rácz et al., 2007) és a pigmenthámsejteket is (Fábián et al., 

2012). Citoprotektív hatásán túl számos in vivo és in vitro kísérlet igazolta antioxidáns és 

antiinflammatórikus védő hatását (Reglődi et al., 2012; Vaudry et al., 2009). 

 

1.2. A PACAP gasztrointesztinális traktusra kifejtett hatásai 

 

A PACAP és receptorainak előfordulását számos korábbi tanulmány igazolta a 

gasztrointesztinális traktus teljes hosszában a neuroendokrin és az interstíciális sejtekben, 

a plexus myentericus és submucosus rostjaiban, valamint a hasnyálmirigyben, az 

epehólyagban és a májban is (Arciszewski et al., 2015; Ji et al, 2013;  Köves et al., 1993; 

Oh et al., 2005; Vu et al., 2016; Zhang et al., 2006). A PACAP-nak számos, sokrétű hatását 

igazolták a gyomor-bél traktus egész területén (Fujimiya and Inui, 2000; Wu et al., 2015; 

Farre et al., 2006; Leung et al., 2001; Oh et al., 2005).  

Immunhisztokémiai vizsgálatok igazolták a PACAP előfordulását a nyelőcsőben, 

az alsó nyelőcső záróizomban található plexus myentericus rostjaiban. Mind a PACAP27, 

mind a PACAP38 a VIP-hez hasonlóan elősegíti az alsó nyelőcső záróizom relaxációját 

(Farre et al., 2006; Farre és Sifrin, 2008). 

A gyomorban hatással van a gyomor motilitására, a gyomorsav-szekrécióra és a 

gyomor vérellátására is. Az alsó nyelőcső záróizomhoz hasonlóan relaxálja a gyomorfun-

dus izomzatát (Yasuyuki et al., 2016; Larsson et al., 1995). Patkány gyomorfundusából 

kivett izommintában VIP, szekretin és PACAP adása mellett relaxáció volt megfigyelhető 

(Robberecht et al., 1998),  mely relaxáló hatás mind a hosszanti, mind a körkörös izom-

rétegben kimutatható (Azuma et al., 2016).  PACAP knockout (KO) egerekben csökkent 

gyomorrelaxáció figyelhető meg (Hagi et al., 2008). Emellett a PACAP a pylorus ellazu-

lását is elősegíti (Tadashi et al., 2000). In vivo intravénásan alkalmazott PACAP-injekció 

szignifikáns pylorus relaxációt okoz patkányoknál, mindezek alapján feltételezhető, hogy 

a PACAP gátló neurotranszmitterként hat a patkány pylorusban és ezáltal szabályozza a 

gyomor ürülését (Ishiguchi et al., 2000).  

A PACAP gyomorsav-szekrécióra kifejtett hatása összetett. A kefalikus fázisban a 

vagális afferensek acetilkolin és PACAP felszabadítása révén stimulálják a gyomorsav 
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szekrécióját, míg a  gasztrikus fázisban a G-sejtekből kiáramló gasztrin, a D-sejtekből 

felszabaduló szomatosztatin és az enterokromaffin-szerű sejtekből (ECL) felszabaduló 

hisztamin szabályozza a gyomorsav-szekréciót  (Vu et al., 2016). A gyomorban található 

ECL sejtek felszínén PAC1-receptor igazolható (Oh et al., 2005).  In vitro körülmények 

között a PAC1-receptor aktivációja az ECL-sejtekből hisztamin felszabadulását eredmé-

nyezi (Zeng et al., 1999) kalciumbeáramlást követően (Lindstrom et al., 2001). Élettani 

körülmények között a gasztrin, illetve a hisztamin fokozza a parietális sejtekből a gyo-

morsav felszabadulását. A PACAP-indukálta gyomorsav-szekréciót foszfodiészteráz-4-

gátló rolipram gátolja, amely megakadályozza a cAMP degradációját (Okuda et al., 2009). 

A PACAP ugyanakkor a gyomor D-sejtjein található VPAC1 receptorokon át szo-

matosztatin felszabadulását segíti elő, mely prosztaglandin E2 (PGE2) felszabadítása ré-

vén a gyomorsav szekrécióját erőteljesen gátolja (Lu at el., 2011; Li et al., 2000). PAC1-

receptor génhiányos egerekben a gyomorban az alap savszekréció magas, az exogén 

gasztrin nagyobb hatással bír, ugyanakkor a hisztamin stimulációs út intakt marad (Lu et 

al., 2011).  

PACAP-immunreaktív rostok a gyomor ereinek falában és az erek környezetében 

is kimutathatók (Sundler et al., 1992; Naruse et al., 1996). A PACAP általános vazodi-

latátor hatását számos kísérletben bizonyították (Ivic et al., 2017; Vámos et al., 2014; 

Bánki et al., 2014), ez a vazodilatátor hatás igazolható a gyomor ereinek esetében is (Tor-

noe et al., 2001). PACAPerg idegrostok jelentős mennyiségben a submukozában vannak, 

azonban kisebb mennyiségben a mukoza területén is kimutathatók, melyek elsősorban az 

erekhez kapcsolódnak, mindez jelzi a PACAP lehetséges szerepét a gyomor vérellátásá-

ban (Tornoe et al., 2001; Reglődi et al., 2018c). 

Endogén PACAP38 és PACAP27 a gasztrointesztinális traktus teljes hosszában, 

így a vékonybélben is kimutatható, különösen nagy koncentrációban a jejunum és az 

ileum területén (Hannibal et al., 1998). Korábbi, PACAP intesztinális hatásait tárgyaló 

összefoglaló közleményünkben részleteztük a PACAP bélrendszerben kifejtett hatásait: 

számos hatása igazolt a vékonybélben, befolyásolja a bélfal motilitását, a záróizmok mű-

ködését és az intesztinális szekréciót (Horváth et al., 2016). Elősegíti bizonyos növeke-

dési faktorok szekrécióját, így az intesztinális simaizomsejtekből felszabaduló brain-de-

rived neurotrophic factor (BDNF) szekrécióját (Al-Qudah et al., 2015), valamint a sejt-

migrációra is hatással van. Vékonybél autotranszplantáció során a PACAP védi a vékony-

bélsejteket az iszkémiás károsodástól. PACAP38-at tartalmazó University of Wisconsin 
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oldatban történt vékonybél-konzerválás és autotranszplantáció során a PACAP38 növeli 

a szöveti PACAP38- és PACAP27-szinteket és csökkenti a citokin-expressziót, mindez a 

PACAP38 citoprotektív és antiinflammatórikus hatását támasztja alá vékonybél au-

totranszplantációs modellben (Nedvig et al., 2013). Egereken Toxoplasma gondii-indu-

kálta experimentális akut ileitisz esetén az infekciót követően profilaxisként vagy terápi-

aként alkalmazott exogén PACAP a gyulladásos folyamat súlyosságát enyhíti,  a Th1-

mediálta immunválaszt és az oxidatív stresszt csökkenti, ugyanakkor elősegíti az anti-

inflammatórikus citokin választ (Heimesaat et al., 2014). A vizsgálat során azt találták, 

hogy a PACAP-indukálta gyulladáscsökkentő hatás nem korlátozódott csak a vékony-

bélre, extraintesztinálisan is megnyilvánult, így a májban, vesében, tüdőben is igazolni 

lehetett (Heimesaat et al., 2014). Akut ileitisz esetén gyakran a kommenzális bélflóra 

tagja, így például az Escherichia coli transzlokálódik az epiteliális barrieren át az inteszti-

nális lamina propriába, majd az átjutott baktérium, vagy a bakteriális sejtfal egyes alko-

tóeleme (pl.: lipopoliszacharid - LPS) a véráramba jutva szepszist vagy többszervi elég-

telenséget okozhat (Bereswill et al., 2010). A profilaktikusan adott PACAP megelőzte a 

szepszist és a többszervi elégtelenséget azáltal, hogy a proinflammatórikus citokin-exp-

ressziót csökkentette, ugyanakkor antiinflammatórikus citokinek mennyiségét szisztémá-

san növelte. A vizsgálat alatt a májban az antiinflammatórikus hatású IL-4, a szérumban 

és a lépben az IL-10 mennyisége nőtt PACAP-profilaxist követően (Heimesaat et al., 

2014). 

A vékonybélhez hasonlóan PACAP-receptorok a vastagbélben is előfordulnak. A 

PACAP a vastagbélben gátolja az interstíciális Cajal-sejtek pacemaker aktivitását (Wu et 

al., 2015), ezáltal befolyásolja a vastagbél falának motilitását. Gonkowski és Calka sertés 

vastagbélbetegségekben vizsgálták a PACAP előfordulását (Gonkowski et al., 2012). A 

leszálló vastagbélben kémiailag indukált gyulladás, idegsérülés és proliferatív enteropátia 

esetén megnövekedett a PACAP27-szerű immunreaktív (LI) idegrostok száma a körkörös 

izomrétegben. Wojtkiewicz és munkatársai (2012) leírták, hogy a colon alsó szakaszát 

ellátó ganglion mesentericum inferius neurokémiai összetételében gyulladás indukálta 

változás léphet fel sertések esetében. Habár a PACAP szintjét nem vizsgálták, azt találták, 

hogy a VIP immunreaktív neuronok száma csökken proliferatív enteropátiában 

(Wojtkiewicz et al., 2012). A PACAP és a PACAP-receptorok expressziójában történő 

változást írták le dextrán-szodium-szulfát (DSS)-indukálta colitis esetén is egerekben. A 

PACAP (és a VIP) mRNS fokozott expressziója volt kimutatható TRPA 1 (tranziens 
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receptor potenciál Ankyrin type 1) knockout egerekben is, míg a vad kontroll csoportban 

ez nem volt igazolható (Kun et al., 2014). Korábban számos humán vizsgálat igazolta a 

PACAP szintjének változását a vastagbél betegségei esetén is. A rektum és a szigma 

területén talált tumorok szövettani mintáiban szignifikánsan alacsonyabb PACAP-szintet 

találtak, mint a normál nyálkahártya területéről vett mintákban (Szántó et al., 2012), 

ugyanakkor tüneteket okozó vastagbél divertikuláris betegség, vagy manifeszt 

divertikulitisz esetén a colon biopsziás mintákban a PACAP szintje kifejezetten 

emelkedett (Simpson et al., 2009). Gyermekkori colitis ulcerosa esetén a gyulladt 

területekről vett mintákban a PACAP-tartalmú idegrostok csökkenését igazolták 

(Kaminska et al., 2006; Kaminska et al., 2007). Hirschprung-betegség esetén az 

aganglionáris szegmens területén ugyancsak csökken a PACAP szintje (Shen et al., 1992), 

míg IBD-ben szenvedő kutyák vékony- és vastagbelének mukozájában elhelyezkedő 

axonterminálisokban fokozott expressziót mutat (Gonkowski et al., 2013). Crohn-

betegségben szenvedő betegek vékonybelében szintén fokozott PACAP-expressziót 

mutattak ki a plexus myentericus és a körkörös izomréteg idegrostjaiban (Bélai et al., 

1997). 

 

1.3. PACAP génhiányos egerek 

 

Az endogén PACAP hiánya számos biokémiai és viselkedésbeli eltéréssel társul. 

PACAP hiánya esetén a különböző in vivo és in vitro inzultusokra sokkal sérülékenyeb-

ben, sokkal érzékenyebben reagálnak az állatok. PACAP-hiányos egerek fertilitási rátája 

csökken (Shintani et al., 2002; Lajkó et al., 2018; Reglődi et al, 2018) továbbá a külön-

böző anyagcsere-változások, légzőszervi abnormalitások, megnövekedett inzulinérzé-

kenység miatt magasabb a mortalitási rátájuk, mint a vad egereké (Gray et al., 2001; 

Hashimoto et al., 2001; Reglődi et al., 2012b). A PACAP antidepresszáns hatással rendel-

kezik, valamint szerepe van a stressz szabályozásában, így a PACAP-hiányos egerek de-

pressziószerű viselkedést mutatnak, súlyos abnormális válaszokat adnak a különböző 

stressz-szituációkra és hiperaktívak (Hashimoto el al., 2011; Mabuchi et al., 2004; Hame-

link et al., 2002; Reglődi et al., 2012b; Farkas et al., 2017a). A PACAP fontos szerepet 

játszik a fogfejlődésben is. 1 éves egerek fogainak vizsgálata során azt találták, hogy KO 

egerek fogaiban a dentin mennyisége és a  kálcium-hidroxiapatit denzitása alacsonyabb 
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a vad egerekben mértekhez képest (Sándor et al., 2016). PACAP génhiányos egerek ese-

tén korai öregedési jelenség is kimutatható, a szisztémás szenilis amiloidózis megjelenése 

gyorsított KO egerek esetén (Reglődi et al., 2018b). PACAP KO és vad egerek vizsgálata 

során azt találták, hogy fiatal PACAP KO egerek esetében mind a pre-szenilis, mind a 

szenilis amiloid fokozottan volt jelen, valamint generalizáltabban, súlyosabban jelent 

meg. A hisztopatológiai vizsgálatok korral összefüggő szisztémás amiloidózist igazoltak 

a vesében, lépben, májban, bőrben, pajzsmirigyben, bélben, légcsőben és a nyelőcsőben 

is. Habár a lokális amiloidogén fehérje expresszió zavart volt a KO állatokban, nem volt 

különbség a lipid paraméterek között, ami arra utal, hogy egy komplex út vezet a növekvő 

életkorral összefüggő amiloid depozícióhoz PACAP hiánya esetén (Reglődi et al., 

2018b). 

Jól ismert, hogy a PACAP neurotrófikus és neuroprotektív hatással rendelkezik. 

Globális és fokális agyi iszkémia esetén védő hatású (Dohi et al., 2002; Reglődi et al., 

2002; Tamás et al., 2002).  Fokális iszkémia esetén csökkenti az agyi infarktus területét, 

míg globális iszkémia mellett kb. 50%-kal csökkenti a hippocampus területén a neuronok 

pusztulását. Az arteria cerebri media elzáródásakor az agyi ödéma mértéke 25%-kal 

nagyobb PACAP-hiányos egerek esetén (Nakamachi et al., 2010). Exogén PACAP 

hozzáadásával az iszkémiás károsodás mértéke csökkenthető. Ugyanakkor az is 

igazolódott, hogy az iszkémia-indukálta antiapoptotikus hatású Bcl-2 fehérje mennyisége 

csökken PACAP-hiányos egerek esetén, míg a citokróm C citoplazmába történő 

beáramlása fokozódik a vad egerekhez képest (Ohtaki et al., 2006). Korábbi tanulmányok 

igazolták azt is, hogy a PACAP neuroprotektív hatása interleukin 6 (IL-6)-függő (Ohtaki 

et al., 2006). Mindezek mellett a PACAP-hiányos egerek mortalitása magasabb agyi 

iszkémiát követően (Nakamachi et al., 2010). Az iszkémia indukálta retinadegeneráció 

szövettanilag igazoltan súlyosabb PACAP-hiány esetén (Szabadfi et al., 2012). Szklerózis 

multiplex modellben, experimentális autoimmun enkefalomielitisz esetén a KO egerek 

esetében a gyulladás súlyosabb mértékű és nagyobb területet érint, az egereknek 

súlyosabb tüneteik vannak. Mindez azt támasztja alá, hogy az endogén PACAP védő 

hatással rendelkezik szklerózis multiplex modellben (Tan et al., 2009; Abad and Washek 

2011; Abad et al., 2016). A vesében szintén védő hatását sikerült igazolni a különböző 

inzultusokkal szemben, így iszkémia/reperfúziós sérülés, myelomás könnyűlánc protein 

okozta nefropátia, cisplatin és ciklosporin indukálta nefrotoxicitás esetén (Li et al., 2008; 

Reglődi et al., 2012a; Li et al., 2011; Szakály et al., 2008; László et al., 2015). PACAP 
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KO egerek veséiből izolált teljes sejttenyészetet hidrogén-peroxid alkalmazásával 

oxidatív stressznek kitéve, a sejtek életképessége csökken a vad egerek sejtjeihez képest. 

Ugyancsak hasonló eredmény született kobalt-klorid által in vitro hipoxiának kitett 

sejttenyészet esetén is (Horváth et al., 2010a; 2010b). 

A vékonybélben iszkémia/reperfúziós sérülés esetén védő hatású a PACAP. 

PACAP-hiányos egerekben a szöveti oxidatív stressz paraméterek lényegesen 

magasabbak, mint a vad egerekben. PACAP KO egerek vékonybelének szövettani 

elemzése azt mutatja, hogy súlyosabban károsodik a bél mukozája, szubmukozája és a 

kripták (Ferencz et al., 2010a). Experimentális vékonybél-transzplantáció esetén a KO 

egerek esetén a szöveti sérülés súlyosabb, a mukoza, szubmukoza vastagsága és a kripták 

mélysége csökken. Ugyanakkor a konzerváló oldathoz adott PACAP védő hatásúnak 

bizonyult (Ferencz et al., 2010b). A vastagbélben az endogén PACAP védő hatása szintén 

kimutatható. Gyulladásos bélbetegség modellben, DSS-indukálta colitis esetén a KO 

egerekben a betegség tünetei, így a testsúlycsökkenés, vérzés, hasmenés sokkal 

súlyosabbak, a mortalitásuk 50%-kal magasabb, mint a vad egereké. Emellett a vastagbél 

rövidül. KO egerek esetén a proximális colonban az IL-1β, IL-6, míg a disztális colonban 

az IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12 és a KC szintje 50%-kal magasabb, mint a vad egerekben 

(Azuma et al., 2008). Szövettani vizsgálatuk során a gyulladásos score 50-70%-kal 

magasabb, ugyanakkor a KO egerek 60%-ában colon tumor alakul ki (Nemetz el al., 

2008).  

A hasnyálmirigyben az intrapankreatikus ganglionokban és a vegetatív idegekben 

található PACAP, mely védi a β-sejteket a különböző inzultusokkal szemben (Onoue et 

al., 2008). PACAP KO egerek esetén a magas glükóz- és palmitátszint csökkenti a glükóz-

indukálta intracelluláris kalciumszintet és az inzulinszekréciót, az egerek glükotoxicitás 

és lipotoxicitás iránti érzékenysége fokozott (Nakata et al., 2010; Sakurai et al., 2011a). 

Az endogén PACAP védő hatása igazolódott a szívben is, védi a szívizomsejteket az 

oxidatív stressz-szel, a doxorubicin okozta károsodással és az iszkémia/reperfúziós 

sérüléssel szemben (Gasz et al., 2006; Rácz et al., 2008; Alston et al., 2011). KO 

egerekben a doxorubicin-indukálta kardiomiopátia sokkal súlyosabb, vad egerekhez 

képest szignifikánsan magasabb a mortalitásuk. Endotoxin-indukálta légúti gyulladás 

súlyosabb PACAP hiánya esetén. Mind a peribronchiális gyulladás, mind a 

perivaszkuláris ödéma súlyosabb, emellett megnő a légúti hiperreaktivitás (Elekes et al., 

2011). 
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PACAP-hiányos egerek esetén szignifikánsan magasabb a reaktív oxigén 

metabolitok szintje, ugyanakkor az antioxidánsok hatása alacsonyabb a plazmában 

(Ohtaki et al., 2010). Mindez alátámasztja, hogy az endogén PACAP citoprotektív hatású, 

hiánya esetén fokozódik a sejtek sérülékenysége a különböző külső behatásokkal 

szemben (Reglődi et al., 2012b).  

A PACAP citoprotektív hatása mellett jól ismert antiinflammatórikus védő hatása 

is, ezért vizsgálataink során célul tűztük ki a gasztrointesztinális traktus egyes gyulladásos 

megbetegedéseiben a PACAP szerepének vizsgálatát. Emiatt a következő fejezetekben 

részletesen ismertetem a gyulladásos bélbetegség, a gasztritisz és a fekélybetegség 

patogenezisét.  

 

2. Gyulladásos bélbetegségek patogenezise 

 

A gyulladásos bélbetegségek (inflammatory bowel disease - IBD) krónikus, 

ismeretlen etiológiájú megbetegedések, melyek két formája a colitis ulcerosa  és a Crohn-

betegség.  Az IBD feltehetően genetikailag fogékony egyénekben valamilyen külső 

tényező hatására elinduló, kórosan regulált, folyamatos immunválasz eredményeként jön 

létre (Zhang et al., 2014). A Crohn-betegség transzmurális, szegmentális gyulladást okoz, 

mely megjelenhet a gasztrointesztinális traktus bármely szakaszán, azonban 

leggyakrabban a terminális ileum és a coecum érintett. Ezzel szemben a colitis ulcerosa 

a bél nyálkahártyáján hoz létre fekélyes gyulladást és csak a vastagbelet érinti (Abraham 

és Cho, 2009). Szövettanilag a colitis ulcerosa aktív, florid stádiumában a limfocitás, 

plazmasejtes beszűrődés mellett neutrofil granulociták, kriptakárosodás, kriptitisz, kripta 

abszcesszus is megjelenhet, míg a gyógyuló és az endoszkóposan negatív területeken 

plazmasejtes, limfocitás beszűrődés figyelhető meg. Crohn-betegség esetén a limfociták, 

plazmasejtek, neutrofil granulociták mellett granulomákat lehet látni (Tiszlavicz, 2011). 

Habár az IBD etiológiája továbbra is nagyrészt ismeretlen, számos kutatási eredmény 

bizonyítja, hogy a genetikai fogékonyság, a külső környezeti tényezők, a bélflóra és a 

megváltozott immunválasz mind része az IBD patogenezisének (Danese és Fiocchi, 

2006). 

A gyulladásos bélbetegségek kutatása során első alkalommal a Crohn-betegség 

kialakulásának elősegítésében gyanúsítható NOD2 (nucleotide-binding oligomerization 
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domain containing 2) gént írták le (Ogura et al., 2001). A NOD2/CARD15 (caspase rec-

ruitment domain) a monocitákban a muramil- dipeptidet (MDP) és a bakteriális lipopo-

liszacharidot érzékelő NOD2 fehérjét kódolja. Elsősorban monocitákban expresszálódik 

és az NF-κB transzkripciós faktort aktiválja (Lala et al., 2003). A gén mutációi, polimor-

fizmusai a Crohn-betegség kialakulásának esélyét növelik.  Gyulladásos bélbetegség ese-

tén az immunválaszban jelentős szerepe van az autofágiának, az ATG16LI (autophagy-

related gene like 1) polimorfizmusa szintén Crohn-betegséggel mutat szoros kapcsolatot 

(Rioux et al., 2007). 

Az autofágia részt vesz az intracelluláris homeosztázisban, hozzájárul a citoszól-

ban lévő szerves sejtek degradációjához és újrahasznosításához, valamint az intracellulá-

ris mikrobák eltávolításához (Khor et al., 2011). Az elmúlt időszakban írták le az IBD és 

az IL23R gén közti kapcsolatot, mely gén a proinflammatórikus hatású IL-23-t kódolja. 

Az IL-23 kulcsfontosságú citokin mind a veleszületett, mind az adaptív immunitásban, és 

központi szerepe van a kórokozókkal szembeni védelemben. Az IL23R gén polimorfiz-

musa összefüggésben van mind a Crohn-betegség, mind a colitis ulcerosa előfordulásával 

(Takatori et al., 2009). 

Kétségkívül a környezeti tényezőknek is jelentős szerepe van az IBD patogenezi-

sében. Számos környezeti tényezőt vizsgáltak mint lehetséges rizikó faktort a gyulladásos 

bélbetegségek kialakulásában, így a dohányzást, étkezési szokásokat, gyógyszerszedést, 

lakóhelyet, szociális helyzetet, stresszt, pszichés tényezőket (Loftus, 2004). Mindezek 

közül a dohányzás maradt a legszélesebb körben vizsgált rizikótényező. Paradox módon 

a dohányzás colitis ulcerosa esetén kedvező hatású, míg Crohn-betegség esetén egyértel-

műen rontja a tüneteket. Az aktív dohányzás csökkenti a colitis ulcerosa fellángolásának 

lehetőségét (Nakamura et al., 1994), műtét után ritkábban alakul ki pouchitis, dohányzás 

mellett ritkábban van szükség colectomiára (Silverstein et al., 1994). Ugyanakkor Crohn-

betegségben a dohányzás kedvezőtlen hatású. Hajlamosít a betegség kialakulására és 

rontja a lefolyását (Franceschi et al.,1987), dohányosok körében gyakoribb a sztenotizáló 

és a fisztulázó lefolyás (Lindberg et al., 1992). A gyulladásos bélbetegségek rizikóténye-

zői között vizsgálták vitaminhiány lehetőségét is. Az alacsony D- vitamin-szintnek sze-

repe lehet IBD kialakulásában. DSS-indukálta colitis esetén a gyulladás súlyossága mér-

sékelhető volt D-vitamin bevitelével (Cantorna et al., 2000). A nem-szteroid gyulladás-

csökkentők (nonsteroidal anti-inflammatory drug-NSAID) vizsgálata kapcsán azt talál-

ták, hogy a nagy dózisban, hosszan szedett NSAID-terápia mellett növekedhet a Crohn-
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betegség és a colitis ulcerosa rizikója (Ananthakrishnan et al., 2012). A stressz, a depresz-

szió és a szorongás egyértelműen szerepet játszhat az IBD kialakulásában (Bitton et al, 

2008). 

A normál bélflóra a születésünket követő hetekben alakul ki, majd egészséges kö-

rülmények között stabilan megmarad. Számos klinikai tanulmány igazolta, hogy IBD ese-

tén megváltozik a normál bélflóra, szignifikánsan csökken a széklet mikrobiom biodiver-

zitása az egészséges kontrollhoz képest (Joossens et al, 2011). Az egészséges bélben a 

Firmicuta és Bacteroides phyla törzsek predominánsak, amelyek hozzájárulnak az 

epitélium metabolikus szubsztrátjainak képződéséhez. Ezzel szemben Crohn- betegség-

ben a Firmicuta és Bacteroides törzsek relatív hiánya, valamint az Enterobacteriumok 

túlzott jelenléte figyelhető meg, míg colitis ulcerosa esetén a Clostridium törzsek csök-

kenése és az Escherichia coli törzsek fokozott jelenléte mutatható ki (Martinez et al., 

2008). A normál bélflóra összetételének megváltozása kedvezőtlenül befolyásolja az 

epitél integritását és a mukoza immunvédekezését.  

A gyulladásos bélbetegség patogenezisében kiemelt jelentősége van a mukozális 

immunitásnak és a T-sejt-válasznak is. Feltehetően a veleszületett és a szerzett immunitás 

diszfunkciója vezet egy aberráns gyulladásos válaszhoz a bélben. A Crohn-betegséget a 

hibás Th1-válasszal, míg a colitis ulcerosat a nem szokványos Th2-válasszal hozzák ösz-

szefüggésbe (2. ábra) (Cobrin et al., 2005; Targan et al., 2005). Az újonnan leírt Th17-

sejtek szintén részt vesznek a gyulladásos válaszban IBD esetén (Geremia et al., 2012). 

A veleszületett immunrendszer egyik fontos eleme az epiteliális barrier működése, mely 

az első vonal a patogénekkel szembeni védekezésben, számos sejt aktiválhatja, így epitél-

sejtek, makrofágok, neutrofil granulociták, monociták, dentritikus sejtek. A sejtfelszíni 

toll-like receptorok (TLR) és a citoszólban lévő NOD-like receptorok mikrobiális antigé-

nek felismerése által aktiválják az immunrendszert (Abreu et al., 2005). Számos klinikai 

vizsgálat igazolta, hogy a veleszületett immunitást közvetítő sejtek viselkedése, valamint 

a TLR és a NOD fehérjék expressziója és funkciója megváltozik IBD esetén. Egy angol 

tanulmány azt mutatja, hogy trauma hatására a mukozális neutrofilek IL-1β és IL-8 ter-

melése szelektíven csökken Crohn-betegekben, míg colitis ulcerosa esetén nem változik 

(Marks et al., 2006). NOD2 mutáció esetén bakteriális antigén, LPS hatására fokozódik 

az IL-12 expresszió, így a NOD2 csökkent működése ellenére is termelődhetnek 

inflammatórikus citokinek (Bonen et al., 2003). Ugyanakkor a NOD2 funkciójának el-
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vesztése a TLR2-stimuláció gátlásának hiányához vezet, ami gyulladásos utak aktiváló-

dásához és túlzott Th1-válaszokhoz vezethet (Watanabe et al., 2004). A gyulladás akti-

válódásában, a relapszusok kialakulásában az NF-κB aktiválódása is megfigyelhető, az 

NF-κB azonban nemcsak proinflammatórikus faktorokat termel, hanem rész vesz a gyul-

ladásos folyamat eliminálásában is. Az NFKB1 kódoló gén polimorfizmusa növeli a co-

litis ulcerosa kialakulásának rizikóját (Karban et al., 2004). Az IL23 egy kulcsfontosságú 

citokin mind a veleszületett, mind a szerzett immunitásban, központi szerepe van a kór-

okozókkal szembeni védekezésben. Az IL23R gén polimorfizmusa összefüggésben van 

mind a Crohn-betegség, mind a colitis ulcerosa kialakulásával (Takatori et al., 2009). Jól 

ismert, hogy gyulladásos bélbetegségben az epiteliális barrier sérült és fokozott az in-

tesztinális permeabilitás (Salim et al., 2011). Az enterális kórokozók és az ételallergének-

kel szemben az első fizikai barrier a mukozális felszínen az intesztinális epitélt borító 

nyákréteg. A nyákréteg jelentősége a baktériumok átjutásának megakadályozása és ezál-

tal a bélgyulladás megelőzése (Van der Sluis et al., 2006). A második vonal a védekezés-

ben az intesztinális epitélium, amely enterocitákból és speciális epiteliális sejtekből, így 

kehelysejtekből és Paneth-sejtekből épül fel. A fizikai védelem nyújtása mellett az epit-

eliális sejtek számos antimikrobiális peptidet is termelnek. Crohn-betegség esetén ezen 

antimikrobiális peptidek expressziója károsodik (Wehkamp et al., 2003).  

A szerzett immunitás a veleszületett immunitással szemben specifikus, gyakran 

az immunválasz napokat vesz igénybe és függ a T-sejtek típusától és számától. Az IL-12 

által aktivált Th1-sejtek IFN-γ képzésében, míg a Th2-sejtek IL-4, IL-5 és IL-13 terme-

lésében vesznek részt (Korn et al., 2009). Crohn-betegség esetén abnormális Th1- im-

munválasz figyelhető meg, Crohn-betegek mukozális T-sejtjeinek fokozott az IL-2 és 

IFN-γ termelése (Breese et al., 1993). Ugyanakkor colitis ulcerosa esetén nagyobb meny-

nyiségben szabadulnak fel atípusos NK-sejtek és Th2 által termelt IL-13 (Heller et al., 

2005; Fuss et al., 2004). Mindezek alapján a Crohn-betegséget a hibás Th1-válasszal, míg 

a colitis ulcerosat a nem szokványos Th2-válasszal hozzák összefüggésbe (Cobrin et al., 

2005; Targan et al., 2005). A Th17- sejtek IL-17A, IL-17F, IL-21 és IL-22 expressziójára 

alkalmasak, a sejtek IL-23, IL-6 és TGF-β (transforming growth factor-β) kombinált ha-

tására aktiválódnak (Zhou et al., 2007). A Th17-sejtek és különösen az általuk termelt IL-

17A szerepét az intesztinális gyulladásban számos munkacsoport kutatja. Az IL-17A ma-

gas transzkripciós szintjét kimutatták mind Crohn-betegek, mind colitis ulcerosában szen-
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vedő betegek nyálkahártyájában (Kobayashi et al., 2008). Emellett a Th17-sejtek fonto-

sak az IL-21 citokin termelésében, amely fokozottan van jelen IBD-s betegek nyálkahár-

tyájában (Sarra et al., 2010). 

 

 

 

2.ábra. A citokinek szerepe az IBD patogenezisében. Környezeti triggerek, így mikroorganizmusok 

hatására dentritikus sejtek, neutrofilek, makrofágok, természetes ölő sejtek (NK) intesztinális epitél 

sejtek (IEC), természetes limfoid sejtek (ILC), mukozális effektor és regulátor T sejtek citokineket ter-

melnek a gyulladt mukozában. A proinflammatórikus és antiinflammatórikus citokinek közötti egyen-

súly szabályozza a nyálkahártya gyulladás kialakulását. (forrás: Nature reviews Immunology, 

https://www.nature.com/articles/nri3661/figures/2) 

 

 

A gyulladásos bélbetegség esetén az oxidatív stressz, a reaktív oxigén szabadgyö-

kök (ROS) szerepe egyértelmű a betegség kialakulásában (Bhattacharyya et al., 2014).  

IBD esetén megnövekedett a ROS termékek szintje, ugyanakkor az antioxidánsok kisebb 

mennyiségben vannak jelen (Colgan et al., 2010; Iborra et al., 2011). A ROS termékek 

neutrofil granulociták aktiválásával fokozzák az immunreakciót és ezáltal további szö-

vetkárosodást okoznak. A fagociták által szekretált O2˙
-,  H2O2  és OH˙  a gyulladás helyén 

felhalmozódva lipidperoxidációt eredményez (Bulger et al., 1998).  Kísérletes körülmé-

nyek között egerekben DSS-indukálta colitis esetén IκBα és NF-κB útvonalak aktiválód-

https://www.nature.com/articles/nri3661/figures/2
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nak a ROS-termékek által. A DSS megnöveli a sejtek szulfát terhelését, ami ROS termé-

kek aktiválódásához és ezáltal a gyulladásos válasz kialakulásához vezet (Bhattacharyya 

et al., 2009).   

 

3. Gasztritisz és a gyomorfekély patomechanizmusa 

 

A gasztritisz pontos definiálása nehéz, miután másként értelmezik a betegek, a 

klinikusok és a patológusok is. Általánosságban azonban elmondhatjuk, hogy ma már 

egyetértés van atekintetben, hogy a gasztritisz egy szövettani megjelölés, mely a gyomor 

nyálkahártyájának szövettanilag igazolt gyulladását jelenti (Lee et al., 2010). Sok esetben 

nincs összefüggés a beteg panaszai, az endoszkópos kép, valamint a patológiai lelet kö-

zött. Szövettani vizsgálatuk során különböző eltérések alakulhatnak ki, amelyek egymás-

sal párhuzamosan is megjelenhetnek (Lash et al., 2009). A felszíni epiteliális sejtek káro-

sodása szinte valamennyi gasztritiszes formánál megfigyelhető, de legmarkánsabban He-

licobacter pylori infekció okozta gasztritisz esetén. A Helicobacter pylori a gyomornyál-

kahártya epitéljén kolonizálódik, mely lokális gyulladást vált ki. A baktérium virulencia-

faktorai, így az ureáz, kataláz, flagella segítik elő a kolonizációt, majd a gyomormukozá-

ban proinflammatórikus faktorok gyulladást váltanak ki. A legismertebb proinflammató-

rikus faktorok a citotoxin-asszociált gén (CagA) és a vakuolizáló citotoxin (VacA), me-

lyek jelenléte szoros összefüggést mutat a fekélybetegség kialakulásával is (Atherton, 

2006; Müller, 2012). Az akut gyulladásos reakció során a CagA fehérje epiteliális citoki-

nek, így IL-8 felszabadulását stimulálja NF-κB aktiválásán keresztül (Brandt et al., 2005). 

A gyulladásos citokinek hatására a mukozában neutrofil granulociták és makrofágok 

áramlanak, emellett szubepiteliálisan lizoszomális enzimek, leukotriének és oxigén sza-

badgyökök szabadulnak fel. A bakteriális antigének hatására T- és B-limfociták aktivá-

lódnak, döntően Th1 típusú immunválasz indul el, melynek során további proinflammató-

rikus citokinek, így IL-1, IL-2, IL-6 és TNF-α, valamint Helicobacter pylori ellenes spe-

cifikus antitestek szabadulnak fel (Atherton, 2006). A baktérium hatására trombocita ere-

detű növekedési faktor (platelet derived growth factor-PDGF) expresszálódik, mely lo-

kálisan trombusképződést okoz és következményesen iszkémiás károsodáshoz vezet (Mi-

hály et al., 2014). Az epiteliális sejtek károsodása epés reflux esetén a nedvben lévő en-

zimek, epesavak hatására, míg nem-szteroid gyulladáscsökkentők esetén a prosztaglan-

dinszintézis gátlása következtében jön létre (Mihály et al., 2014). Az epiteliális sejtek 
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károsodása mellett gasztritiszek esetén az alábbi szövettani eltérések alakulhatnak ki: 

foveoláris hiperplazia, hiperémia, ödéma, leukocitás beszűrődés, limfoid aggregátumok, 

atrófia, intesztinális metaplázia, endokrin sejtes hiperplázia vagy interfoveoláris sima-

izomhiperplázia. Ezen szövettani eltérések egymással párhuzamosan is megjelenhetnek 

(Mihály et al., 2014).  

Akut gasztritiszt elsősorban fertőzések okoznak, leggyakrabban a Helicobacter 

pylori, de egyéb károsító tényezők, mint az alkohol, vagy bizonyos gyógyszerek is okoz-

hatnak heveny gyomornyálkahártya sérülést. Idült gasztritisz esetén elsősorban limfoci-

ták és plazmasejtek vannak jelen, neutrofil granulociták csak elvétve találhatók a muko-

zában. Az idült gasztritisz két leggyakoribb formája az „A” típusú, autoimmun metaplasz-

tikus atrófiás gasztritisz, melyre elsősorban a corpus és a fundus mirigyeinek autoimmun 

károsodása jellemző, a másik a „B” típusú, Helicobacter pylori okozta idült gasztritisz 

(Mihály et al., 2014). Autoimmun gasztritisz esetén gyakran parietális sejt ellenes vagy a 

protonpumpa antigénjével szembeni antitestek jelennek meg. A mirigyek pusztulásában 

és a gyomornyálkahártya idült gyulladásásának létrejöttében CD4+ limfociták játszanak 

szerepet, amelyek gyulladásos citokinek, így TNF-α felszabadulását eredményezik, me-

lyek elősegítik a B-limfociták immunglobulin-termelését. Emellett a CD4+ limfociták 

növelik a performinmediált citotoxicitást és az apoptózist (D’Elios et al., 2001). Az idült 

gasztritiszek közül a leggyakrabban Helicobacer pylori okozta „B” típusú gasztritisszel 

találkozunk. Míg a Helicobacter pylori okozta gasztritisz heveny szakaszában a nyálka-

hártya heveny gyulladása, eróziók, apró fekélyek megjelenése a jellemző, úgy az idült 

szakaszban az epitélsejtek károsodása, a mononukleáris sejtes infiltráció és a limfoid fol-

likulusok megjelenése figyelhető meg (Mihály et al., 2014).  

Helicobacter pylori infekció következtében peptikus fekélybetegség is kialakul-

hat. Peptikus fekélyről akkor beszélhetünk, ha a gyomorsósav hatására aktiválódó pep-

szin nyálkahártya-sérülést okoz. A fekély patogenezisében jelentős szerepet játszik a gyo-

mor védekező (nyák-bikarbonát réteg, prosztaglandinok, sejtregeneráció, mukozális vér-

átáramlás)  és agresszív faktorai (sósav, pepszin, epesavak) közti egyensúly felbomlása. 

A peptikus fekélybetegség leggyakoribb okai a Helicobacter pylori fertőzés, valamint a 

NSAID-kezelés, ritkábban egyéb tényezők is állhatnak a fekély hátterében, így stressz, 

Zollinger-Ellison szindróma, Crohn-betegség. Helicobacter pylori fertőzés hatására a 

gyomornyálkahártyában gyulladásos citokinek, így IL-8 és IL-1β expresszálódik (Noach 
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et al., 1994), melyek hatására neutrofil granulociták és makrofágok lizoszomális enzime-

ket, leukotriéneket és reaktív oxigén szabadgyököket aktiválnak, melyek mukozális sérü-

lést okoznak és elősegítik a fekély kialakulását. Emellett a Helicobacter pylori magas 

ureáz-aktivitással rendelkezik, mely ammónia képződését segíti elő. A nagy koncentráci-

óban jelen lévő ammónia toxikus komplexek, így ammónium-klorid képződéséhez vezet, 

mely a bakteriális foszfolipázokkal együtt károsítják a gyomor epiteliális barrierjének in-

tegritását (Prabhu és Shivani, 2014). A mukozális integritás károsítása révén okoz fekély-

betegséget a tartós NSAID-kezelés is, mely a gyomor prosztaglandinszintézisét gátolja 

(Wallace et al., 2008). Mind a ciklooxigenáz-1 (COX-1), mind a COX-2 enzim gátlása 

révén elősegítheti a nyálkahártya-károsodást. A ciklooxigenáz enzim gátlása mellett 

csökken a gyomormukoza vérátáramlása, a nyák- és a bikarbonát termelés. Jól ismert, 

hogy a nitrogén-monoxid (NO) és a hidrogén-szulfid (H2S) a mukoza integritásának meg-

tartásában játszik fontos szerepet, emellett gátolja a gyomor nyálkahártyájában a neutrofil 

adherenciát is. A NSAID-ok a NO és a H2S gátlása révén is mukoza-károsodást okoznak. 

A neutrofil adherencia mellett oxigén szabadgyökök, proteázok szabadulnak fel, valamint 

csökken a kapilláris vérátáramlás (Wallace et al., 2008). 
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II. Célkitűzés 

 

1.  A PACAP hatása sokrétű, antiapoptotikus, neuroprotektív, antiinflammatórikus, 

valamint sejttúlélést elősegítő hatása jól ismert. Vizsgálatunk célja volt meghatározni a 

PACAP hatását humán intesztinális epitéliumból származó INT407-sejtek esetén 

különböző károsító behatásokkal szemben, mint oxidatív stressz, in vitro hipoxia, 

gamma-sugárzás. 

 

2. A bélrendszeri bakteriális infekciók kialakulása esetén döntő jelentőségű a baktériumok 

és az intesztinális epiteliális sejtek felszíne közt létrejövő adhézió.  Célul tűztük ki a bak-

teriális adhézió vizsgálatát INT407 és Caco-2 sejttenyészetben a kommenzális flórában 

jelen lévő és patogénként is előforduló, valamint bélgyulladást okozó baktériumok esetén. 

Vizsgálatunkat kiterjesztettük az irányba, hogy további információt nyerjünk a PACAP 

hatásairól a bélrendszeri gyulladásos folyamatok esetén INT407 sejttenyészet felhaszná-

lásával.  Jól ismert, hogy PACAP KO egerek esetén a DSS-indukálta colitis súlyosabb 

formában jelenik meg, mint a vad egerekben. Ugyanakkor az intesztinális mikrobiom 

kulcsfontosságú számos megbetegedés, így az IBD patogenezisében is. Emiatt célul tűz-

tük ki a bélflóra összetételének összehasonlítását PACAP KO és vad egerek esetében. 

 

3. A PACAP és receptorai a gasztrointesztinális traktus teljes hosszában jelen vannak. 

Korábban számos közlemény igazolta a PACAP különböző hatását a gyomor-bél traktus 

egész területén. Vizsgálatunk során célul tűztük ki a PACAP szintjeinek meghatározását 

a gyomor-bél traktus egyes gyulladásos megbetegedései esetén humán szöveti minták 

felhasználásával.  
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III. Anyagok és módszerek 

 
1.Sejtkultúrák 

 

 

1.1. INT407-sejtek 

 

Az INT407 sejtvonalat 2 hónapos humán embrió jejunumából és ileumából izolálták és 

széles körben alkalmazzák kutatási célokra (3. ábra).  A sejteket Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640) médiumban (Lonza, Switzerland) növesztettük, melyhez 10% 

FBS-t (foetal bovine serum) (Biosera, USA) és 1% penicillin-streptomycint (Biosera, 

USA) adtunk. A sejteket tripszinnel (Trypsin/EDTA; Biosera, USA) történő izolálás után 

96-lyukú microplate-re helyeztük és 10% FBS-t tartalmazó RPMI médiumban 37°C-on 

5% CO2-tartalom mellett inkubáltuk 24 órán keresztül.  

 

 

                                      

 

3.ábra: INT407 sejttenyészet fénymikroszkópos képe (saját anyag) 
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1.2. Caco-2 sejtek 

 

A Caco-2 sejtvonalat (4. ábra) humán colon adenocarcinomából izolálták, számos terüle-

ten alkalmazzák a klinikai kutatásban. A sejteket magas glükóztartalmú DMEM/F-12 mé-

diumban (Biosera, USA) növesztettük, melyet 10% FBS és 1% penicillin-streptomycin 

(Biosera, USA) hozzáadásával egészítettünk ki. A sejteket tripszinnel passzáltuk 

(Trypsin/EDTA; Biosera, USA), majd 10% FBS-t tartalmú DMEM médiummal higítottuk. A 

vizsgálatokat megelőzően a sejteket 24 órán át, 37°C-on, 5% CO2-t tartalmazó termosztátban 

inkubáltuk.  

 

 

 

4.ábra: Caco-2 sejttenyészet fénymikroszkópos képe. (Forrás:https://www.lgcstandards-atcc.org/pro-

ducts/all/HTB-37.aspx?geo_country=hu#characteristics). 

 

2. PACAP38 

 

Valamennyi vizsgálatunkhoz PACAP38-at használtunk, melyet Prof. Dr. Tóth Gábor 

laborjában szintetizáltak a Szegedi Tudományegyetem Orvosi Vegytani Intézetében 

(Józsa et al., 2005). A kísérletekhez használt koncentrációkat korábbi in vitro kísérleteink 

során határoztunk meg. 
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3. A PACAP INT407-sejtek proliferációjára kifejtett hatása 

 

3.1. Proliferációs teszt 

 

A sejteket az alábbi csoportokra osztottuk:  

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 10 nM PACAP-pal kezelt sejtek  

3. 100 nM PACAP-pal kezelt sejtek 

4. 1 µM PACAP-pal kezelt sejtek 

24 órás inkubáció után a PACAP hatását a sejtproliferációra MTT-teszt ((3-(4,5-di-

methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, Sigma, Hungary) segítségével 

vizsgáltuk.  

 

3.2.Klonogén assay 

 

A PACAP INT407-sejtek klonogenitására kifejtett hatását klonogén assay segítségével 

vizsgáltuk. A sejteket 6-lyukú plate-re raktuk ki úgy, hogy 500 sejt/2ml médium jusson 

egy lyukba, majd a vizsgálat másnapján a sejteket vagy kezelés nélkül hagytuk, vagy 100 

nM PACAP-pal kezeltük. 7 napos inkubációt követően a médiumot leöntöttük, a sejteket 

Coomassie brilliant blue-val festettük és a legalább 50 sejtet tartalmazó kolóniákat szám-

láltuk.  

 

3.3.Oncology array 

 

Az oncology array segítségével vizsgáltuk a PACAP különböző tumorgenezisben szere-

pet játszó fehérje expressziójára kifejtett hatását (Proteome Profiler Human XL Oncology 

Array). A vizsgálathoz 6-lyukú plate-et használtunk, a kontroll csoportként használt INT 

407-sejteket kezelés nélkül hagytuk, míg a másik sejtcsoporthoz 100 nM PACAP-ot ad-

tunk, majd a vizsgálatot 24 órás inkubálást követően végeztük el. Inkubálás után a leöntött 

felülúszót felhasználva az array-t a gyártó leírása alapján készítettük elő és végeztük el. A 

membránokat egy órán át blokkoltuk, majd a felülúszóval egy éjszakán át 2-8°C-on rázógé-

pen inkubáltuk. Lemosást követően a membránokat detektáló antitest koktéllal inkubáltuk 

egy órán át, majd ismételt mosást követően a membránokra HRP (horseradisch peroxidase)-
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konjugált sztreptavidint tettünk 30 percre, ezután a membránokra kemilumineszcens reagenst 

pipettáztunk, majd röntgenfilmre előhívtuk. A filmet szkennelés után ImageJ szoftver segít-

ségével analizáltuk és az 1. táblázatban feltüntetett tumor-függő proteineket vizsgáltuk.  

 

 

 

 

 

 

1. táblázat. Proteome Profiler Human XL Oncology Array által detektálható tumorfüggő fehérjék. 

Az oncology array-vel mérhető faktorok táblázata. 
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4. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása gamma-sugárzás mellett 

 

Az INT407-sejtek irradiációjához telekobalt külső besugárzó berendezést alkalmaztunk 

(Theratron 780C, átlagos foton energia: 1.25 MeV), a besugárzást 0,5, 1, 2, 3 vagy 4 Gray 

sugárdózissal végeztük.  

 

4.1. A sejtek viabilitása 

 

Az izolált sejteket 96-lyukú plate-re helyeztük (10000 sejt/well). A vizsgálathoz az alábbi 

sejtcsoportokat alkalmaztuk:  

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport 

3. 0,5 Gy irradiációnak kitett sejtek 

4. 0,5 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

5. 1 Gy irradiációnak kitett sejtek 

6. 1 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

7. 2 Gy irradiációnak kitett sejtek 

8. 2 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

9. 4 Gy irradiációnak kitett sejtek 

10. 4 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

A PACAP-ot a kezelt csoporthoz a besugárzást megelőzően két órával adtuk. Az irradiá-

ciót követően 24 órával sejttúlélést vizsgáltunk MTT teszt segítségével.  

 

4.2. Klonogén assay 

 

A fent leírtaknak megfelelően 6-lyukú plate-et használtunk, melybe a sejteket úgy raktuk 

ki, hogy lyukanként 500 sejt jusson. A vizsgálat másnapján a sejtek felét kezelés nélkül 

hagytuk, míg a másik felét 100 nM PACAP-pal kezeltük az irradiációt megelőzően két 

órával. 7 napos inkubációt követően a médiumot eltávolítottuk, majd a sejteket Coomas-

sie brilliant blue-val festettük és a legalább 50 sejtet tartalmazó kolóniákat számláltuk. 

 

 



28 

 

 

4.3. Phospho-ERK 1/2 western blot 

 

A vizsgálathoz 6-lyukú plate-et használtunk, valamennyi lyukba 106 sejtet helyeztünk. A 

sejteket az alábbiak szerint csoportosítottuk:  

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal kezelt 

3. 0,5 Gy irradiációnak kitett sejtek 

4. 0,5 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

5. 1 Gy irradiációnak kitett sejtek 

6. 1 Gy irradiációnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal előkezelve 

A vizsgálat másnapján, egy napos inkubáció után a sejtek membránját foszfatáz inhibitor 

(Na3VO4)-tartalmú jéghideg lízis pufferben és proteáz inhibitort tartalmazó PBS-ben li-

záltuk (Sigma, Hungary), majd 5 percig, 4 ˚C-on centrifugáltuk (12000x g) az oldatot. A 

fehérjemintákat 12%-os SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) szeparáltuk, majd nitro-

cellulóz membránra vittük át. A következő lépésben a membránokat sovány tejporral 

blokkoltuk, majd anti-β-aktin és anti-p-ERK1/2 antitesttel (Cell Signaling Technology, 

USA) kezeltük. Másodlagos antitestként HRP-konjugált anti-nyúl IgG-t (Bio-Rad, Hun-

gary) alkalmaztunk. Az előhívást ECL kemilumineszcens rendszer segítségével 

(Amersham Pharmacia Biotech, UK) végeztük.  

 

 

5.A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása in vitro hipoxiában 

 

In vitro hipoxia modellezésére CoCl2-t alkalmaztunk 500 µM koncentrációban, mivel 

ilyen mennyiségben szignifikáns túlélés-csökkenést eredményez, ugyanakkor elegendő 

még az élő sejtek száma a kísérletek elvégzéséhez. In vitro hipoxia esetén a kobalt gátolja 

az interakciót a hipoxia-indukálható faktor (HIF1α) és a von Hippel-Lindau (VHL) faktor 

között. Megfelelő oxigénkoncentráció esetén a VHL kapcsolódik a HIF1α-hoz, és annak 

lebontását indukálja. Kobalt alkalmazásakor azonban a HIF1α nem degradálódik és a 

HIF1β-val dimerizálódva kifejti a génexpresszióra gyakorolt hatásait (Yuan et al., 2003), 

ezáltal utánozza az alacsony oxigénkoncentráció esetén létrejövő génexpressziós mintá-
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zatot. A vizsgálatot két fázisban végeztük, első alkalommal a hipoxia modellezésére al-

kalmazott CoCl2 hozzáadása a sejtekhez a PACAP-előkezelést követően két órával tör-

tént, míg a következő kísérletben a PACAP-ot szimultán adtuk a sejtekhez. A vizsgálat-

hoz az alábbi sejtcsoportokat alkalmaztuk: 

I.fázisban alkalmazott sejtcsoportok: 

1. kezelés nélküli kontroll csoport  

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport 

3. 500 µM CoCl2-dal kezelt csoport 

4. 100 nM PACAP+ 2 órával később 500 µM CoCl2 kezelés 

II.fázisban alkalmazott sejtcsoportok: 

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport 

3. 500 µM CoCl2-dal kezelt csoport 

4. 100 nM PACAP+ szimultán adott 500 µM CoCl2 kezelés 

A CoCl2-kezelés 24 órán át tartott, majd a sejtek életképességét MTT assay-vel vizsgáltuk.   

 

 

 

6. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása oxidatív stresszben 

 

A vizsgálatot két fázisban végeztük, az első kísérletben PACAP-előkezelést követően 2 

órával történt a H2O2 sejtekhez való hozzáadása, míg a vizsgálat második fázisában a 

PACAP-ot és a H2O2-t szimultán adtuk a sejtekhez. A vizsgálathoz az alábbi sejtcsopor-

tokat alkalmaztuk:  

I. fázisban alkalmazott sejtcsoportok: 

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport 

3. 1 mM H2O2-dal kezelt csoport 

4. 100 nM PACAP+2 óra múlva 1 mM H2O2-dal kezelt csoport 

II. fázisban alkalmazott sejtcsoportok: 

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport 

3. 1 mM H2O2-dal kezelt csoport 
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4. 100 nM PACAP+szimultán 1 mM H2O2-dal kezelt csoport 

A H2O2 kezelést 24 órán át végeztük, majd a sejtek viabilitását MTT assay segítségével 

vizsgáltuk meg. 

 

 

6.1. RNS csendesítés 

 

Az exogén PACAP-pal történt vizsgálatok után olyan kísérletet végeztünk, melynek célja 

az endogén PACAP szerepének tisztázása RNS interferencia (5. ábra) segítségével. Vizs-

gálatunkhoz a ADCYAP1 génről átíródott PACAP mRNS-t célzó, mesterséges small in-

terfering RNS-t (siRNS) (Dharmacon, GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) használtunk. 

Pozitív kontrollként a GAPD (gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz) enzim mRNS-ére 

specifikus siRNS-t, míg negatív kontrollként Non-targeting poolt használtunk, amely 

nem specifikusan kötődő siRNS szekvenciákat tartalmaz. A kísérlet során 5-5 nmol 

GAPD kontroll pool, Non-targeting pool és ADCYAP1 specifikus siRNS-t oldottunk fel 

1x RNáz-mentes pufferban (60 mM KCl, 6 mM HEPES-pH7, 0,2 mM MgCl⁠2). A kísér-

letek előtt wellenként 104 sejtet vettünk fel 96-lyukú lemezen. 25-25 nM GAPD kontroll 

pool, Non-targeting pool és ADCYAP1 siRNS-t oldottunk fel DharmaFECT1 transzfek-

ciós reagens (Dharmacon, GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) tartalmú, szérum mentes 

RPMI médiumban. A transzfekció után a sejteket 48 órán át inkubáltuk, majd a következő 

csoportokban kezeltük a mintákat: kezeletlen kontroll csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt, 

1mM H2O2-dal kezelt, 100 nM PACAP-pal+1 mM H2O2-dal kezelt sejtek. A sejtek via-

bilitását MTT teszt segítségével mértük.  
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5.ábra: Géncsendesítés sejttenyészetben RNS interferencia alapú módszerrel (forrás: elte.prompt.hu/si-

tes/default/files/tananyagok/Gentechnologia/ch14s06.html, módosítva) 

 

 

 

 

6.2. MTT-teszt 

 

Az inkubációs periódust követően a sejtek viabilitását MTT-teszt segítségével vizsgáltuk 

(6. ábra). A vizsgálathoz alkalmazott sárga színű MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-

feniltetrazólium-bromid) festéket lila színű formazánná alakítják az élő sejtekben lévő 

mitokondriális enzimek, a lila formazán abszorpcióját vizsgálva tudunk az élő sejtek 

mennyiségére következtetni. Az inkubációs periódus végén a sejteket PBS-ben (Sigma, 

Hungary) átmostuk, majd 0,5 mg/ml koncentrációjú MTT-t tartalmazó PBS-t adtunk a 

sejtekhez és 3 órán át 37˚C-on, 5%-os CO2 tartalmazó közegben  inkubáltuk. Ezt köve-

tően az oldatot leszívtuk és a formazán tartalmú partikulumokat 200 μl DMSO-val (di-

metil-szulfoxid) feloldottuk, majd ELISA olvasó (Dialab Kft, Hungary) segítségével, 570 

nm hullámhosszon lemértük az abszorbancia értéket.  
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6.ábra: MTT teszt során a sárga színű MTT-festéket lila színű formazánná alakítják az élő sejtekben lévő 

mitokondriális enzimek, a festékabszorbancia értékét ELISA leolvasóval mérjük. (Forrás: https://icbg.uc-

davis.edu/ap3/therapeutics-screening-methods) Az MTT-teszt lépései: sejtek kipipettázása a wellekbe(1), 

kezelés(2), inkubációs periódus(3), MTT hozzáadása, abszorbancia mérése ELISA leolvasóval(4). (For-

rás: http://www.itsbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=57&no=119) 

 

 

7. Statisztikai analízis 

 

Valamennyi vizsgálatot legalább három alkalommal ismételtünk meg. A statisztikai 

analízist kétutas ANOVA segítségével végeztük, p<0,05 valószínűséget tartottuk 

szignifikánsnak. 

 

8. A PACAP hatásának vizsgálata a bakteriális adhézióra és a bélflórára 

 

8.1. A bakteriális adhézó vizsgálata 

 

A vizsgálat megkezdése előtt az INT407 és Caco-2 sejteket tripánkékkel való festést kö-

vetően megszámoltuk. A vizsgálathoz 24-lyukú plate-et használtunk, valamennyi lyukba 

3x105 sejtet helyeztünk. Mind a vékonybélből származó INT407-sejteket, mind a vastag-

1 2 43
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bél karcinómából származó Caco-2 sejteket 10% FBS-t  tartalmazó médiumban növesz-

tettük antibiotikum nélkül, 5% CO2-tartalom mellett, 37°C-on. A 24-lyukú plate well-

jeinek felébe a médiumhoz 400 ng/ml PACAP38-at adtunk. 24 órás inkubálást követően 

a sejteket három alkalommal átmostuk 1ml/well DPBS-el (Dulbecco’s phosphate-buff-

ered saline), majd 3x108 baktérium hozzáadásával megfertőztük őket. 3 órán át, 5% CO2-

tartalom mellett, 37°C-on inkubáltuk, majd ismét három alkalommal mostuk át DPBS-

sel. A baktériummal fertőzött sejtek kinyerése céljából az INT407 és Caco-2 sejteket 

átmostuk, valamennyi well-be 1 ml 0,1% Triton-X100-at, 0,25% tripszint tettünk, majd a 

plate-eket 10 percen át szobahőmérsékleten inkubáltuk. A lizátumokat ismételt pi-

pettázással homogenizáltuk, majd tízszeres higítás után 10 µl-t raktunk Mueller-Hinton 

agarlemezre és 24 órán át, 37°C-on inkubáltuk. A következő napon megszámoltuk a ko-

lóniákat, meghatározva ezzel a vékony- és vastagbélhámsejtekhez tapadt baktériumok 

mennyiségét.  

A vizsgálat során az alábbi baktériumokat használtuk: Escherichia coli ATCC 25922, Sal-

monella Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 13833, Enterococcus 

feacalis. A vizsgálatot hat alkalommal ismételtük meg.  

 

 

8.2. Citokin array 

 

A PACAP citokin-expresszióra kifejtett hatását Proteome Profiler Human Cytokine Ar-

ray kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segítségével vizsgáltuk. A vizsgált 

INT407-sejteket 6-lyukú plate helyeztük, majd a vizsgálathoz az alábbi sejtcsoportokat 

alkalmaztuk: 

1. kezelés nélküli kontroll csoport 

2. 100 nM PACAP-pal 24 órán át kezelt csoport 

3. 100 ng/ml lipopoliszachariddal (LPS) 24 órán át kezelt csoport 

4. 100 nM PACAP-pal 2 órán át előkezelt, majd 24 órán át 100 ng/ml LPS-sel kezelt 

csoport 

Az inkubációt követően a leöntött felülúszót összegyűjtöttük, majd a vizsgálatot a gyártói 

leírás alapján készítettük elő és végeztük el. A kit valamennyi szükséges összetevőt tar-

talmazta. A membránokat egy órán át blokkoltuk, majd detektáló antitest koktéllal inku-

báltuk ismét egy órán át szobahőmérsékleten. Ezt követően a membránokat minta/antitest 
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koktéllal egy éjszakán át 2-8 °C-on inkubáltuk. Lemosást követően a membránokra HRP 

(horseradish peroxidase)-konjugált sztreptavidint tettünk 30 percre, majd a membránokra ke-

milumineszcens reagenst pipettáztunk, majd röntgenfilmre előhívtuk. Az adatokat ImageJ 

szoftver segítségével analizáltuk és a 2. táblázatban feltüntetett fehérjéket vizsgáltuk. A vizs-

gálatot három alkalommal ismételtük meg.  

 

 

 

2. táblázat. Proteome Profiler Human Cytokine Array által vizsgált fehérjék. A citokin array-vel 

mérhető faktorok táblázata. 

 

 

Statisztikai analízis:  

A statisztikai analízist kétutas variancia analízis segítségével végeztük, p<0,05 

valószínűséget tartottuk szignifikánsnak. 
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8.3. A bélflóra összetételének összehasonlítása PACAP KO és vad egereknél 

 

 

8.3.1 Kísérleti egerek 

 

Mind a PACAP KO, mind a vad egerek nyitott ketrecekben nőttek fel standard körülmé-

nyek között, 22-24 ºC szobahőmérsékleten, 55±15 % páratartalom mellett a Pécsi Tudo-

mányegyetem Állatházában. Az egerek korlátlanul hozzáfértek sterilizált vízhez és stan-

dard élelemhez. A PACAP KO egerek genotípusa PCR segítségével volt megerősítve ko-

rábbi vizsgálataink során (Farkas et al., 2017b). 

Valamennyi állatkísérlet során az állatok jólétéről szóló Európai Irányelveket követtük 

(2010/63/EU), etikai bizottság jóváhagyását követően (BA02/2000-15024/2011). 

 

 

8.3.2.A széklet bélflóra molekuláris analízise 

 

Friss székletet gyűjtöttünk össze 2 hetes, 1 hónapos, 3 hónapos, 6 hónapos, 12 hónapos 

és 15 hónaposnál idősebb (15-18 hónap közötti) KO és vad egerektől, majd azt azonnal 

folyékony nitrogénbe téve fagyasztottuk és a mintákat feldolgozásukig -80 ºC-on tároltuk. 

A vizsgálatra a Berlini Charité Egyetem Mikrobiológiai Laborjában került sor, ahol az 

egerek bélflórájának vizsgálata során Enterobaktériumok, Enterococcusok, Lactobacillus, 

Bifidobaktérium, Bacteroides/Prevotella spp., egér intesztinális Bacteroides törzsek, Clo-

stridium coccoides csoport, és Clostridium leptum vizsgálatára került sor kvantitatív real-

time PCR (qRT-PCR) segítségével. tekintve, hogy a munka ezen része kollaborációban 

készült, jelen dolgozatban a DNS analízis pontos, részletes leírásától eltekintek.  

 

8.3.3. Statisztikai analízis: 

 

Mann-Whitney U teszt (GraphPad Prism v5, La Jolla, CA, USA) segítségével határoztuk 

meg a szignifikanciát, p<0.05 valószínűséget tartottuk szignifikánsnak. 
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9. A PACAP vizsgálata humán szövetmintákban 

 

53 gyulladásos bélbetegségben szenvedő (23 Crohn-beteg, 30 colitis ulcerosás), valamint 

13 ép nyálkahártyával bíró, funkcionális hasmenés miatt colonoscopián átesett beteg 

szöveti mintáiban hasonlítottuk össze a PACAP38 és 27 szinteket. A betegeket a vizsgálat 

során vett szövettani minta alapján soroltuk 3 alcsoportba:  

1. akut gyulladással járó csoport, szövettani mintáiban kriptitisz, kripta abszcesszus vagy 

neutrofil granulocita infiltráció észlelhető, 

2. krónikus gyulladással bíró csoport, szövettani mintáiban limfocita vagy plazmasejtes 

infiltráció látható, 

3. ép nyálkahártyával bíró csoport, szövettani mintáiban ép nyálkahártya észlelhető, 

gyulladásos jelek nem láthatók. 

Mindemellett megvizsgáltuk, hogy akut gyulladás esetén a betegek által szedett 

antibiotikus kezelés (metronidazol vagy metronidazol/ciprofloxacin) befolyásolja-e a 

minták PACAP szintjét.  

8 antrum gasztritiszben és 6 gyomorfekélyben szenvedő beteg szöveti mintáit is 

megvizsgáltuk. Antrum gasztritisz esetén a gyulladt és ép (corpus) nyálkahártya adatait, 

míg fekély esetén a fekélyalap, fekélyszél és az ép gyomor nyálkahártya szöveti mintáit 

hasonlítottuk össze, emellett Helicobacter pylori pozitivitás alapján is elvégeztük a 

minták PACAP szintjeinek összehasonlítását.  

A vizsgálatot az etikai bizottság előzetes engedélyével végeztük (2784,3117, Pécsi Tudo-

mányegyetem; 8-28/92 009-10 I 8EKU, ETT TUKEB). A vizsgált mintákat lemértük, 

majd jéghideg desztillált vízzel homogenizáltuk. A homogenizátumot lecentrifugáltuk 

(12.000 rpm, 4 °C, 30 min). 

A vizsgálatok során a PACAP27 és 38 szinteket RIA módszerrel mértük. Az általunk 

használt PACAP38 antiszérumot karbodiimid által konjugált Cys23- PACAP24-28 és 

borjú thyreoglobulin antigén ellen termeltetik nyúlban, melyet 1:10000 hígításban 

használtuk. A PACAP1-27 esetén 1:45000 hígítást alkalmaztunk. Jelöletlen antigén: Saját 

laboratóriumban készült mono-125I izotóppal jódozott birka PACAP24-38 és birka 

PACAP1-27. A RIA mérés során birka PACAP1-27 illetve PACAP1-38 peptidet 

használtunk standardként 0-1000 fmol/ml tartományban. A RIA teszteket 1 ml 0,05 mol/l 

koncentrációjú (pH 7,4) foszfát pufferben végeztük. A polipropilén RIA csövekbe 
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duplikátumban az alábbi inkubációs elegyet mértük be: -100 μl PACAP1-27 vagy 

PACAP1-38 standard, ill. mérni kívánt/ismeretlen minta,-100 μl antiszérum”88111-3” 

PACAP1-38 (1: 10000 hígításban), vagy „88123-3” PACAP1-27 (1: 45000 hígításban), -

100 μl (kb. 5000cpm) 125I izotóppal jelölt PACAP24-38 vagy PACAP1-27-assay-puffer. 

A mintákat az összekeverést követően 4 °C-on 48-72 óráig inkubáltuk. Ezután az 

antitesthez kötött jelölt antigén frakciót elválasztottuk a szabad jelölt peptidektől. A 

csöveket 4 °C-on 15 percig 3000 rpm-en centrifugáltuk, a felülúszót leöntöttük. A szénhez 

kötődött szabad peptidfrakció radioaktivitását NZ310 típusú spektrométeren megmértük. 

Ebből következtethetünk az ellenanyaghoz kötött radioaktivitás értékére, majd egy 

kalibrációs görbéről leolvashatjuk az ismeretlen minta PACAP1-38 vagy PACAP1-27 

koncentrációját. A statisztikai analízist kétutas ANOVA-val végeztük. 
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IV. Eredmények 

1.A PACAP INT407-sejtek proliferációjára kifejtett hatása 

A PACAP sejtproliferációra kifejtett hatását MTT-teszt segítségével vizsgáltuk. A túlélő 

sejtek aránya tekintetében az alkalmazott PACAP-koncentrációk egyike sem okozott 

szignifikáns változást (7. ábra).  

 

                     

 

 

7.ábra. A túlélő INT407sejtek aránya különböző koncentrációjú PACAP-kezelést követően 

(túlélő sejtek aránya %-ban±SEM). 

 

 

Tekintettel arra, hogy az MTT-teszt csak arról ad információt, hogy a sejtek élnek-e vagy 

sem, míg a klonogén túlélési teszt a súlyosan sérült élő, de már replikációra nem képes 

sejteket is tudja vizsgálni, így az eredmények pontosabb értékelése végett klonogén 

túlélési assay-t is végeztünk. A vizsgálat során azt találtuk, hogy 100 nM koncentrációban 

alkalmazott PACAP nem befolyásolja a kolóniaszámot 7 napos inkubációs idő után 

(8.ábra). 
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8.ábra. PACAP-kezelés hatása a sejtkolóniák számára 

 (kolóniák száma a kontrollhoz viszonyítva, %-ban±SEM) 

 

A PACAP viabilitást és kolóniaszámot befolyásoló hatása mellett a különböző 

tumorképződés-asszociált faktorok expressziójára kifejtett hatását is vizsgáltuk oncology 

array segítségével. A Proteome Profiler Human XL oncology array (9. ábra) során a 

felülúszóban található szénsav-anhidráz IX, FoxO1 és p27 szintje szignifikánsan 

csökkent, míg az enoláz-2 és a galektin-3 expressziójában nem észleltünk változást 

(10.ábra). 

                             

 

9. ábra. A PACAP különböző tumorképződés asszociált faktorok expressziójára kifejtett hatása. Az 

eredmény az ábrán jelölt pontoknak megfelelő faktorok esetén volt reprodukálható: szénsav-anhidráz 

IX(1), enoláz-2(2), FoxO1(3), galektin-3(4), p27(5). 
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10.ábra. Az oncology array kvantitatív analízise (pixel intenzitás átlaga±SEM; *p<0,05, **p<0,01 vs. 

kontroll) 

 

 

2.A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása gamma-sugárzás mellett 

 

A sejtek életképességének MTT-teszt segítségével való vizsgálata során azt tapasztaltuk, 

hogy valamennyi alkalmazott sugárdózis csökkentette a sejtek viabilitását és az 

irradiációt megelőzően 2 órával történt PACAP-előkezelés nem befolyásolta a túlélő 

sejtek arányát (11. ábra).   
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11.ábra. A túlélő sejtek aránya PACAP előkezelést követően gamma-sugárzás esetén 

(túlélő sejtek aránya %-ban±SEM; *p<0,05 vs. kontroll) 

 

 

Ezzel szemben az elvégzett klonogén assay azt mutatta, hogy a PACAP képes 

befolyásolni a gamma-sugárzásnak kitett sejtek klónképző képességét. Az irradiáció 

megváltoztatta a sejtek mitotikus aktivitását a használt dózistól függően, 0,5 Gy 

besugárzás esetén szignifikánsán nőtt, ugyanakkor 2, 3, illetve 4 Gy dózis alkalmazásakor 

jelentősen csökkent a klónképző potenciál. Mindemellett valamennyi esetben 

alacsonyabb proliferációs rátát eredményezett a PACAP-előkezelés, szignifikáns 

különbséget 0,5, 1 és 2 Gy sugárdózis alkalmazása esetén találtunk (12. ábra). 
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12.ábra. A PACAP hatása a gamma-sugárzásnak kitett sejtek klónképző képességére 

(kolóniák száma a kontrollhoz viszonyítva, %-ban±SEM; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll; 

#p<0,05). 

 

 

 Ezen jelenség molekuláris biológiai hátterének elemzése céljából western blot 

vizsgálatot végeztünk, mely a p-ERK1/2 szintjének jelentős csökkenését mutatta PACAP-

előkezelést követően 1 Gy dózisú irradiáció esetén (13.ábra). 

 

                           

13.ábra. A p-ERK1/2 szintjének változása sugárkezelést követően PACAP-hatás mellett. A mért optikai 

denzitást a kontroll sejtek β-aktin szintjéhez viszonyítva normalizáltuk. 
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3. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása in vitro hipoxiában 

 

A kobalt-kloriddal végzett vizsgálat során a sejtek viabilitása szignifikánsan csökkent a 

kontroll csoporthoz képest. A vizsgálat előtt 2 órával adott PACAP a túlélő sejtek arányát 

nem változtatta meg (14. ábra), és hasonló eredményt értünk el a sejtekhez szimultán 

adott CoCl2-kezelés kapcsán is, a túlélő sejtek aránya szimultán kezelés mellett sem 

változott (15. ábra).  

 

          

 

14.ábra. PACAP-előkezelés hatása a sejtek túlélőképességére in vitro hipoxiát követően.  (túlélő sejtek 

aránya %-ban±SEM; ***p<0,001 vs. kontroll). 
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15.ábra. Szimultán alkalmazott PACAP-kezelés hatása a sejtek túlélőképességére in vitro hipoxiát köve-

tően.  (túlélő sejtek aránya %-ban±SEM; ***p<0,001 vs. kontroll). 

 

 

 

4. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatása oxidatív stresszben 

 

Az oxidatív stresszt 1 mM H2O2-koncentráció hozzáadásával modelleztük. A H2O2 ilyen 

mennyiségben szignifikáns túlélés-csökkenést eredményez, ugyanakkor elegendő még az 

élő sejtek száma a kísérletek elvégzéséhez. A PACAP-pal való előkezelés nem 

befolyásolta a túlélő sejtek arányát, ugyanakkor a H2O2-dal szimultán adott PACAP 

szignifikánsan mérsékelte az oxidatív stressz hatását (16.ábra, 17.ábra). 
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16.ábra. A PACAP-előkezelés hatása a sejtek túlélőképességére oxidatív stressz esetén (túlélő sejtek 

aránya %-ban±SEM; ***p<0,001 vs. kontroll; ###p<0,001). 

 

             

17.ábra. A szimultán PACAP-kezelés hatása a sejtek túlélőképességére oxidatív stressz esetén.  (túlélő 

sejtek aránya %-ban±SEM; ***p<0,001 vs. kontroll; ###p<0,001). 
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Az exogén PACAP hatásának vizsgálata után kísérleteink az endogén PACAP szerepének 

feltérképezésére irányultak.  Ezen célból ADCYAP1 siRNS transzfekciót végeztünk. A 

csendesítés után a sejtek életképességét MTT-teszt segítségével vizsgáltuk. Mind az 

siRNS-sel transzfektált, mind a nem csendesített csoportban a sejtek túlélését 

szignifikánsan csökkentette az oxidatív stressz. Ugyanakkor összehasonlítva a két csoport 

viabilitását, azt találtuk, hogy a csendesítésen átesett  csoportban jelentősen alacsonyabb 

számú sejt maradt életképes, ezek a sejtek sokkal érzékenyebben reagáltak az oxidatív 

stressz károsító hatására. Exogén PACAP hozzáadása mellett mindkét csoportban 

mérsékelhető volt a H2O2 okozta viabilitást-csökkentő hatás. A kontroll csoportok 

viabilitásában nem találtunk különbséget (18.ábra). 

 

18.ábra. Az ADCYAP1 siRNS transzfekció hatása a túlélő sejtek arányára oxidatív stressz esetén (túlélő 

sejtek aránya %-ban±SEM; **p<0,01, ***p<0,001 vs. megfelelő kontroll; ###p<0,001; ^^p<0,01). 
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5. A PACAP bakteriális adhézióra kifejtett hatása 

 

A PACAP bakteriális adhézióra kifejtett hatásának vizsgálata során INT407 és Caco-2 

sejtkultúrák felhasználásával az alábbi baktériumokat vizsgálatuk: Escherichia coli 

ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 

13833, és Enterococcus feacalis (klinikailag izolált). A vizsgált baktériumok közül egyik 

esetben sem észleltünk PACAP hozzáadása mellett szignifikáns változást a bakteriális 

adhézióban. A PACAP kezelés sem az INT407 (19.ábra), sem a Caco-2 sejtkultúra 

(20.ábra)  esetén nem fejtett ki szignifikáns hatást a bakteriális adhézióra. Valamennyi 

vizsgálatot hat alkalommal ismételtük meg, minden esetben hasonló eredményt kaptunk, 

az észlelt különbségek biológiailag nem bizonyultak relevánsnak, így nem tekinettük azt 

szignifikánsnak.   

 

 

 

 

 

19.ábra. A PACAP bakteriális adhézióra kifejtett hatásának vizsgálata INT407 sejtkultúra 

felhasználásával. A vizsgálat során szignifikáns különbséget nem észleltünk a baktérium kolóniák 

számában PACAP hozzáadása mellett. 
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20.ábra. A PACAP bakteriális adhézióra kifejtett hatásának vizsgálata Caco-2 sejtkultúra 

felhasználásával. A vizsgálat során szignifikáns különbséget nem észleltünk a baktérium kolóniák 

számában PACAP hozzáadása mellett. 

 

 

 

 

6. A PACAP citokin-expresszióra kifejtett hatásának vizsgálata 

 

A PACAP bélrendszeri gyulladásos folyamatokra való hatásosságának vizsgálatához 

INT407 sejttenyészetet használtunk, a gyulladásos folyamatokban felszabaduló citokinek 

expresszióját humán citokin array segítségével vizsgáltuk. Vizsgálatunk során a PACAP 

önmagában szignifikánsan emelte az IL-8 és IL-18 expresszióját, kis mértékben változ-

tatta a CXCL-1 (C-X-C motif ligand 1) és a MIF (macrophage migration inhibitory factor) 

expresszióját. 100 ng/ml lipopoliszacharid hatására magas CXCL-1, IL-8, IL-18 és MIF 

szinteket mértünk. Ez a változás IL-8 és IL-18 esetében szignifikáns volt. A PACAP-elő-

kezelés csökkentette az LPS-indukálta emelkedett IL-8 és CXCL-1 expressziót. Mind a 

PACAP, mind az LPS egy enyhe, de nem szignifikáns, aktiváló hatást gyakorolt a MIF-

re (21. ábra, 22.ábra). 
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21. ábra. A PACAP citokin-expresszióra kifejtett hatása INT407 sejtkultúra felhasználásával. (a) kontroll 

sejtek, (b) 100 nM PACAP-pal kezelt sejtek, (c) 100 ng/ml LPS-sel kezelt sejtek, (d) 100 nM PACAP-

előkezelés után 100 ng/ml LPS-sel kezelt sejtek. Az eredmény az ábrán jelölt pontoknak megfelelő faktorok 

esetén volt reprodukálható: (1) CXCL-1, (2) IL-8, (3) IL-18, (4) MIF. Az LPS-indukálta változást CXCL-1 

és IL-8 esetében tudta a PACAP-előkezelés ellensúlyozni. A további pontok, ahol szignifikáns eredményt 

nem találtunk (bal felső saroktól indulva, számozás nélkül): CCL-1, CCL-2, MIP-1, RANTES, CD40 

ligand, C5a, CXCL10 CXCL11, CXCL12, G-CSF, GM-CSF, ICAM-1, IFN-, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10, IL-12, p70, IL-13, IL-16, IL-17, IL-21, IL-27, IL-32, Serpin E1, TNF-, TREM-1. 
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22. ábra. A citokin array kvantitatív analízise, pixel intenzitás átlaga±SEM; *p<0,05 vs kontroll 

sejtcsoport, #p<0,05, ##p<0,01 vs LPS-kezelt csoport. 

 

 

 

7. A bélflóra összetételének vizsgálata PACAP KO és vad egereknél 

 

A bélflóra összetételének vizsgálata során 2 hetes kortól 18 hónapos korig vizs-

gáltuk a PACAP KO és vad egerek mintáit. Vizsgálatunk során életkor szerinti különbség 

is adódott, vad egerek esetén a 2 hetes és az 1 hónapos egerek esetében szignifikánsan 

több az Enterobaktériumok száma (23. ábra). PACAP KO egerekben az idősebb, 12 hó-

napos állatok szignifikánsan kevesebb Enterobaktériummal rendelkeznek, mint az 1 és a 

3 hónapos társaik. 3 hónapos vad egerekben szignifikánsan alacsonyabb az Enterococ-

cusok száma, mint a fiatalabb egerekben (23. ábra). PACAP KO egerek esetén az 1 hó-

napnál fiatalabb állatokban az Enterococcusok szignifikánsan magasabb számban vannak 

jelen, mint a három hónapnál idősebbekben (23. ábra). Lactobacillusok esetén szintén a 

3 hónaposnál fiatalabb állatok esetében észleltünk jelentősen magasabb csíraszámot (24. 

ábra). A Bifidobaktériumok vizsgálata során vad egerekben 2 hetes életkorban találtuk a 

legnagyobb csíraszámot, míg 6 hónaposnál idősebb állatokban szignifikánsan alacso-

nyabb volt a Bifidobaktériumok jelenléte (24. ábra). Ugyanakkor KO egerek esetében a 



51 

 

Bifidobaktériumok valamenyi életkorban nagyon alacsony számban voltak jelen (24. 

ábra). Az obligát anaerob, Gram negatív baktériumokat vizsgálva a Bacterio-

ides/Prevotella törzsek fiatalabb állatokban nagyobb számban voltak jelen, mint idősek-

nél vad egerekben. PACAP KO egerek esetében 3 hónapos korig volt észlelhető mérsékelt 

csökkenés, utána növekedést észleltünk. A Clostridium coccoides esetében vad egereknél 

enyhe csökkenés volt igazolható 15 hónapnál idősebb állatokban, míg PACAP KO egerek 

esetében 6 hónapos kor után észlelhető csökkenés a baktériumszámban a fiatalabb álla-

tokkal összehasonlítva.   

 

 

23. ábra. Enterobacteriumok (A) és Enterococcusok (B) génkópiáinak száma a székletben 

PACAP KO (PACAP-üres kör) és vad (WT-sötét kör) egerek esetén életkori megoszlás szerint. A szignifi-

kancia meghatározás Mann-Whitney U teszt segítségével történt (p<0.05) 
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PACAP KO és vad egerek bélflórájának összetételét összehasonlítva azt találtuk, 

hogy a teljes baktériumgénszámot tekintve nincs különbség a két csoport között, ugyan-

akkor az egyes baktériumokat külön véve jelentős különbségek voltak igazolhatóak. Az 

Enterobaktériumok kisebb mennyiségben vannak jelen KO egerekben 1 hónapos életkor-

ban, míg Enterococcusok esetében a 6 hónapnál idősebb állatokban észlelhető különbség, 

a vad egerekben magasabb számban mutatható ki (23. ábra). Az egér intesztinális Bac-

teroides törzsek mérsékelten nagyobb mennyiségben voltak kimutathatók PACAP KO 

egerek bélflórájában 1 és 6 hónapos korban, míg későbbi életkorban, 12 hónaposnál idő-

sebb egerek esetén Bacteroides/Prevotella spp., 15 hónapos kor után Lactobacillusok ese-

tén volt hasonló változás igazolható. A legszembetűnőbb különbség azonban a Bifidobak-

tériumok esetén adódott, KO egereknél szinte hiányzott a bélflórából (24. ábra), aminek 

komoly patofiziológiai jelentősége lehet egyes betegségek kialakulása esetén. 

 

24. ábra. Lactobacillusok (A) és Bifidobacteriumok (B) génkópiáinak száma a székletben PACAP KO 

(PACAP-üres kör) és vad (WT-sötét kör) egerek esetén életkori megoszlás szerint. A szignifikancia megha-

tározás Mann-Whitney U teszt segítségével történt (p<0.05) 
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8. A PACAP vizsgálata humán szöveti mintákban 

 

Gyulladásos bélbetegségben szenvedő betegek szöveti mintáiban mért PACAP38- és 

PACAP27-szintek vizsgálata kapcsán azt találtuk, hogy Crohn-betegség esetén nem volt 

jelentős különbség a PACAP-szintekben az ép és gyulladt nyálkahártya adatait 

összehasonlítva (25. ábra, 26. ábra), míg colitis ulcerosa esetén az akut gyulladással járó 

megbetegedés mellett vett minták PACAP-szintjei jelentősen magasabbak voltak a 

normál nyálkahártyában mértekhez képest (27. ábra, 28. ábra).  

 

 

 

                

 

25. ábra. PACAP38 szintjeinek összehasonlítása Crohn-betegség esetén.  
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26. ábra. PACAP27 szintjeinek összehasonlítása Crohn-betegség esetén.  

 

             

        

     27.ábra. PACAP38 szintjeinek összehasonlítása colitis ulcerosa esetén.  (**p<0,01, ***P<0,001). 

 

** 
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28.ábra. PACAP27 szintjeinek összehasonlítása colitis ulcerosa esetén. (**p<0,01, ***P<0,001). 

 

 

Összehasonlítva az antibiotikumot szedő és antibiotikum-kezelésben nem részesülő 

colitis ulcerosás betegek mintáit, azt találtuk, hogy antibiotikum-szedés mellett 

szignifikánsan alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje (29. ábra, 30. 

ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

29. ábra. Antibiotikumot szedő és nem szedő betegek mintáiban a PACAP38 szintjeinek összehasonlítása. 

(**p<0,01,***p<0,001). 
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30. ábra. Antibiotikumot szedő és nem szedő betegek mintáiban a PACAP27 szintjeinek összehasonlítása. 

(**p<0,01,***p<0,001). 

 

 

Az antrum gasztritiszben szenvedő betegek mintáinak vizsgálata során nem észleltünk 

jelentős különbséget a gyulladt antrum és az ép corpus minták PACAP38-szintjeinek 

összehasonlítása során (31. ábra). Összehasonlítva a Helicobacter pylori pozitív és 

negatív mintákat szintén nem találtunk szignifikáns különbséget (32. ábra).  A 

gyomorfekély esetén a fekélyalap, fekélyszél és az ép gyomornyálkahártya mintáiban 

mérhető PACAP38 értékeiben szintén nem észleltünk szignifikáns különbséget (33. ábra).  
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31.ábra. Antrum gasztritiszben szenvedő betegek mintáinak vizsgálata során a gyulladt antrum és az ép 

corpus nyálkahártya PACAP38-szintjeinek összehasonlítása. 

 

 

 

 32.ábra. Antrumból és corpusból származó szövetminták PACAP38-szintjeinek összehasonlítása 

Helicobacter pylori-pozitivitás alapján.  
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33.ábra. Fekélyalap, fekélyszél és normál nyálkahártya PACAP38 értékeinek összehasonlítása. 
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V. MEGBESZÉLÉS 

 

1. INT407-sejteken végzett vizsgálatokkal kapcsolatos következtetések 

 

Vizsgálatunk célja volt a PACAP humán intesztinális hámsejtekre kifejtett hatását 

vizsgálni. Korábbi irodalmi adatokat áttekintve az található, hogy humán colon tumor 

sejtvonalhoz (HCT-8) adva a PACAP növelni képes az életképes sejtek számát (Le et al., 

2002.), ugyanakkor négy másik colon tumoros sejtvonal esetében csökkentette a sejtek 

proliferációját (HT29, SW403, DLD-1, Caco-2) (Leliévre et al., 1998). PACAP KO ege-

rek esetén gyulladásos bélbetegségmodellben, DSS-indukálta colitis esetén a KO egerek-

ben a betegség tünetei sokkal súlyosabbak, mint a vad egerek esetében. Emellett a KO 

egerek 60%-ában colon tumor alakul ki (Nemetz el al., 2008). Kutatócsoportunk korábbi 

vizsgálata során vastagbéltumorok műtéti preparátumában jelentősen alacsonyabb 

PACAP38-szint volt kimutatható (Szántó et al., 2012). Mindezek alapján feltételezhető, 

hogy a PACAP befolyásolja a colon tumorok növekedését, és feltehetően specifikus ha-

tása van a vastagbélben. Ugyanakkor – vizsgálatainkat megelőzően - az irodalomban nem 

volt fellelhető adat a PACAP vékonybélben kifejtett in vitro hatásait illetően. A PACAP 

vékonybélhámsejtekre kifejtett hatásának vizsgálatához humán embrionális jejunumból 

és ileumból izolált INT407-sejteket használtunk. Vizsgálatunk első részében a PACAP 

sejtproliferációra és a sejtek klónképző képességére kifejtett hatását vizsgáltuk, majd a 

sejtciklusban szereplő, tumorképződésben részt vevő faktorok expressziójára kifejtett ha-

tását teszteltük Proteome Profiler Human XL Oncology Array segítségével. Vizsgálata-

ink során azt találtuk, hogy a PACAP önmagában alkalmazva nem változtatta meg a sej-

tek viabilitását MTT-teszt során, ugyanakkor klonogén assay esetén sem befolyásolta a 

klónképző képességet. Mindez korábbi megfigyeléseinkkel összhangban van, mely sze-

rint a PACAP önmagában való exogén adása nem befolyásolja in vitro az élő sejtek ará-

nyát (Rácz et al., 2007; Horváth et al., 2011; 2014). Kísérleteink során a PACAP szigni-

fikánsan csökkentette a szénsav-anhidráz IX, FoxO1 és p27 expressziójának szintjét. A 

szénsav-anhidráz IX a vesetumorok kialakulásában játszó faktor (Tostain et al., 2010), 

szintje szignifikánsan csökken PACAP-kezelés hatására. A FoxO1 az apoptózist és a sejt-

ciklus felfüggesztését elősegítő peptid (Lu and Huang, 2011), melynek szintje szintén 

szignifikánsan csökken PACAP hatására. A p27 (vagy Kip1) a ciklin-dependens kináz 
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(CDK) inhibitorok közé tartozik, melynek mind pozitív, mind negatív hatása lehet a cik-

lin-dependens kináz aktivitást illetően (Moller, 2000). A FoxO1 aktivációja növeli a p27 

génjének transzkripcióját és féléletidejét (Lu és Huang, 2011), így ezen szabályozó fehér-

jék feltehetően együtt, egymással összhangban működnek. Mindezen adatok alapján fel-

tételezhetjük, hogy a PACAP részt vesz a sejtciklus szabályozásában INT407-sejtek ese-

tén, de nincs jelentős hatása normál körülmények között.  

Vizsgálatunk következő részében a PACAP különböző stresszorok mellett kifej-

tett hatását vizsgáltuk. Első lépésben in vitro hipoxiát modellezve CoCl2-ot adtunk az 

INT407-sejtekhez, majd emellett vizsgáltuk a PACAP hatását. Eredményeinkben azt ta-

láltuk, hogy sem a PACAP-előkezelés, sem a CoCl2-vel együtt adott PACAP nem javí-

totta jelentősen a sejtek túlélését. A következőkben a PACAP gamma-sugárzás mellett 

kifejtett hatását vizsgáltuk. Tekintettel arra, hogy a sugárterápiának a gyors turnoverű 

bélhámsejteket károsító hatása és az ennek következtében kialakuló hasmenés egy igen 

komoly szövődménye, ezért vizsgálatunk célja volt meghatározni, vajon a PACAP befo-

lyásolja-e a besugarazott vékonybélhámsejtek túlélését. A hipoxiánál tapasztaltakhoz ha-

sonlóan azt találtuk, hogy a PACAP az irradiált sejtek túlélését nem befolyásolta, viszont 

meglepő módon csökkentette a sejtek klonogén potenciálját, azaz felerősítette a sugárzás 

károsító hatását. A háttérben zajló molekuláris mechanizmusok feltérképezése céljából 

végzett western blot során a p-ERK1/2 szintjének csökkenése volt detektálható 1 Gy su-

gárdózis esetén alkalmazott PACAP-előkezelés mellett. Az ERK egy antiapoptotikus ha-

tású szignáltranszdukciós útvonal tagja, így a PACAP sugárzás okozta sejtkárosító hatá-

sának fokozását támasztotta alá ez a vizsgálatunk is.  

A következő stresszor alkalmazása esetén a PACAP az oxidatív stressznek kitett 

sejtek túlélését javította, de csak abban az esetben, amikor a PACAP-ot H2O2-dal együtt 

adtuk a sejtekhez. Az ionizáló sugárzás sejtkárosodáshoz vezető mechanizmusa több pon-

ton megegyezik az oxidatív stressz esetén zajló folyamattal, amelynek során a hidrogén-

peroxid-kezelés reaktív oxigéngyökök felszabadulásával vezet a sejtek károsításához. A 

gamma-sugárzás nagyon gyorsan ROS-képződéshez vezet, hidroxilgyök (OH˙), ionizált 

víz (H2O
+), hidrogén gyök (˙H) és hidrált elektronok (eaq

-) keletkeznek, majd szekunder 

ROS-termékek alakulnak ki (O2˙
- és H2O2). Ezek a ROS-termékek reaktív nitrogéngyö-

kökkel (reactive nitrogen species, RNS) együtt számos kaszkádot indítanak el, melyek 

kölcsönhatásba lépve a sejtek egyes elemeivel azok károsodását okozzák (Reisz et al., 

2014). 
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A PACAP gamma-sugárzás mellett kifejtett hatásának vizsgálata során azt találtuk, 

hogy a sejtek viabilitását a gamma-sugárzás csökkentette, ugyanakkor azonban a sejtek 

életképességét a PACAP-előkezelés egyik esetben sem befolyásolta. A PACAP csak ab-

ban az esetben javította a sejtek túlélését, ha hidrogén-peroxiddal együtt, szimultán adtuk 

a sejtekhez, viszont a kísérleti elrendezés miatt a besugarazott sejteket szimultán kezelni 

nem lehetett. 

A sejtek életképességének vizsgálatát mind MTT-teszt, mind klonogén assay se-

gítségével elvégeztük, mivel az MTT-teszt csak arról ad információt, hogy a sejt a káro-

sító faktor hatására elpusztult-e, vagy sem, ugyanakkor a szenzitívebb klonogén assay 

arról is információt ad, hogy az élő sejt milyen mértékben károsodott, mivel a súlyosan 

károsodott sejtek nem képesek osztódásra, klónképzésre. Vizsgálatunkban azt találtuk, 

hogy a PACAP csökkentette az irradiált sejtek klonogén potenciálját valamennyi sugár-

dózis alkalmazása esetén, ugyanakkor a PACAP-kezelés irradiáció nélkül nem rontotta 

az INT407-sejtek klónképző képességét. A klonogén assay-t H2O2-kezelt sejtek esetén 

nem tudtunk alkalmazni, mivel ezek a sejtek nem élik túl a klonogén assay-vel járó hosszú 

kísérleti procedúrát. Mindezen eredmények alapján feltételezhető, hogy a PACAP hatásai 

nagymértékben függenek az alkalmazás időpontjának megválasztásától. Ezt támasztja alá 

munkacsoportunk egy korábbi vizsgálata is, melynek során a PACAP protektív hatású 

volt a HTR8/SVneo humán trofoblaszt sejtekre 2 órával az oxidatív stressz kezdete előtt 

adva, de ugyanakkor a PACAP és a H2O2 együttes alkalmazásakor nem befolyásolta az 

oxidatív stressz hatását (Horváth et al., 2014) szemben a jelen vizsgálati eredménnyel, 

ahol a PACAP a H2O2 hatását szimultán alkalmazás mellett befolyásolta. Mindezek alap-

ján feltételezhető, hogy az exogén PACAP hatásai nemcsak a sejt típusától, hanem az 

alkalmazás időpontjától és a celluláris stresszor fajtájától is függenek.  

Az exogén PACAP hatásainak vizsgálatát követően a sejtekben lévő, endogén 

PACAP szerepét vizsgáltuk poszttranszkripciós géncsendesítés segítségével. A vizsgála-

taink során használt sejtvonalat embrionális szövetből izolálták, ezek az embrionális sej-

tek az enteroendokrin sejteknek is prekurzorai, így feltehetően tartalmaznak endogén 

PACAP-ot. Korábbi vizsgálatok során immunhisztokémiailag már igazolták csirke vé-

konybélhámsejtekben a PACAP jelenlétét (Pirone et al.,  2011) és miután a PACAP az 

evolúció során nagymértékben konzerválódott, feltételezhető, hogy az emberi INT407-

sejtek is expresszálják. Vizsgálatunk során azt találtuk, hogy H2O2-indukálta oxidatív 
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stressz-szel szemben az ADCYAP1 siRNS-sel történt transzfekció a sejtek fokozott érzé-

kenységét váltotta ki, mely korábbi vizsgálati eredményeinkkel összhangban van, azaz a 

PACAP-génhiányos egerek különféle károsító hatással szemben sokkal sérülékenyebbek, 

mind a vad típusú egerek (Reglődi et al., 2012). Ugyanakkor PACAP KO egerekből szár-

mazó primer vesesejtkultúrát vizsgálva azt találtuk, hogy H2O2 -indukálta oxidatív stressz 

mellett a sejtek túlélése rosszabb, annak ellenére, hogy normál körülmények között nincs 

különbség a PACAP-génhiányos és a vad egerekből származó sejtek között (Horváth et 

al., 2010). Mindemellett számos korábbi közlemény eredményei is azt támasztják alá, 

hogy a PACAP KO egerek valamennyi stresszor hatására sérülékenyebbek, mint a vad 

társaik, így renális iszkémia/reperfúzió mellett (Szakály et al., 2011), de a magasabb vul-

nerabilitást leírták kisagyi szemcsesejtek esetén in vitro (Vaudry et al., 2005), vékonybél-

iszkémia (Ferencz et al., 2010a,b), és DSS-indukálta colitis (Azuma et al., 2008) in vivo 

modelljeiben. PACAP KO egerek esetében mind a pre-szenilis, mind a szenilis amiloid 

generalizáltabban, súlyosabban jelenik meg. A hisztopatológiai vizsgálatok korral össze-

függő szisztémás amiloidózist igazoltak számos szervben, de a bélben kifejezetten súlyo-

san jelent meg (Reglődi at al., 2018b). Mindezek az adatok jelenlegi vizsgálati eredmé-

nyeinkkel összhangban azt támasztják alá, hogy az endogén PACAP-nak védő szerepe 

van a különböző szövetekben, különböző körülmények között, különböző stresszorok 

mellett. Mind az exogén, mind az endogén PACAP-nak szabályozó szerepe van a vékony-

bél epiteliális sejtjeiben, de ez bizonyos keretek között érvényesül csak, elsősorban a 

stresszor típusától és a PACAP alkalmazási idejétől függően. A három különféle stresz-

szorral (hipoxia, oxidatív stressz, ionizáló sugárzás) végzett vizsgálataink adatait össze-

hasonlítva arra a következtetésre juthatunk, hogy a PACAP védi az oxidatív stressz-szel 

szemben a sejteket mind exogén, mind endogén formában, de nem képes az INT407-

sejtek életképességét javítani gamma-sugárzás és in vitro hipoxia mellett, sőt a klonogén 

potenciált csökkentheti is.  
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2. A bakteriális adhézióra és a bélflórára kifejtett hatás vizsgálata 

 

A bélrendszeri bakteriális infekciók kialakulása esetén döntő jelentőségű a bakté-

riumok és az intesztinális hámsejtek felszíne közt létrejövő adhézió. Akut ileitisz esetén 

sok esetben a kommenzális bélflóra tagja, így például az Escherichia coli transzlokálódik 

az epiteliális barrieren át az intesztinális lamina propriába, majd az átjutott baktérium, 

vagy a bakteriális sejtfal egyes alkotóeleme (pl.: LPS) a véráramba jutva szepszist vagy 

többszervi elégtelenséget okozhat (Bereswill et al., 2010). Egereken Toxoplasma gondii-

indukálta akut ileitisz esetén profilaxisként vagy terápiaként alkalmazott exogén PACAP 

a gyulladásos folyamat súlyosságát enyhíti,  a Th1-mediálta immunválaszt és az oxidatív 

stresszt csökkenti, ugyanakkor elősegíti az antiinflammatórikus citokinválaszt (Hei-

mesaat et al., 2014).  A PACAP bakteriális adhézióra és bélrendszeri gyulladásos folya-

matokra való hatásosságának vizsgálata során azt találtuk, hogy a PACAP önmagában is, 

de különösen LPS beadása után befolyásolja a citokin-expressziót INT407 vékonybél-

hámsejtek esetén. Mindezek alapján feltételezhető, hogy az endotoxinhatás után mérhető 

csökkent citokin-expresszió egy további tényező lehet a PACAP gyulladáscsökkentő ha-

tásmechanizmusában a bélrendszer gyulladásos folyamatai esetén.  Vizsgálatunk során 

nem találtunk direkt hatást a bakteriális adhézióra, ami azt sugallja, hogy a PACAP nem 

befolyásolja közvetlenül a baktériumok bélhámsejtekhez való tapadását, azonban részt 

vesz a különböző kórokozók által indukált gyulladásos reakciókban. Korábbi irodalmi 

adatok alapján is feltételezhető, hogy a PACAP közvetlen hatással lehet a baktériumokra 

és más kórokozókra. A PACAP első közvetlen antimikrobiális hatását bizonyítottan a 

Tetrahymena thermophila protozoon esetében írták le, ahol a PACAP kemorepellens ha-

tást mutatott (Mace et al., 2000), ennek kapcsán ugyanazon a receptoron keresztül hatott, 

mint a lizozim (Hassenzahl et al., 2001). Egy későbbi tanulmány igazolta egyéb parazita, 

így a Trypanosoma brucei elleni hatásosságát is. Mind a VIP, mind a PACAP elpusztította 

a parazita véráramba jutó, fertőző formáját, ugyanakkor a nem fertőző parazitákra nem 

voltak hatással (Gonzalez-Rey et al., 2006). A paraziták integritását a citoszólba jutva és 

ott felhalmozódva károsították (Gonzalez-Rey et al., 2006). Egy a közelmúltban publikált 

vizsgálat igazolta, hogy a PACAP, valamint a vele rokon peptidek és analógok képesek 

közvetlen antibakteriális hatást kifejteni (Starr et al., 2018). Mind a PACAP38, mind a 

PACAP27, valamint a vele rokon VIP és szekretin rendelkezik antibakteriális hatással a 
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Gram-negatív kórokozók, így például az Escherichia coli-val szemben. A PACAP ugyan-

akkor hatással van a Gram-pozitív Staphylococcus aureus-ra is. Egy másik vizsgálat 

emellett azt mutatta, hogy a PACAP mérsékelt sterilizáló hatást gyakorolt a Pseudomonas 

aeruginosa-val és az Escherichia coli-val szemben, míg ezt a hatást a többi peptid eseté-

ben nem lehetett ilyen markánsan bizonyítani. A PACAP emellett mérsékelt aktivitást 

mutatott a Bacillus cereus ellen is (Starr et al., 2018). A PACAP antibakteriális hatásme-

chanizmusát membrán-permeabilizációs hatásnak találták anélkül, hogy toxikus mellék-

hatásokat okozna. Ezt támasztja alá a vörösvérsejtek zavartalan hemolitikus aktivitása 

(Starr et al., 2018). A PACAP direkt antimikróbás hatását igazolta Debbabi és munkatársai 

közelmúltban elvégzett vizsgálata is, ahol számos baktérium mellett a Burkholderia 

cenocepacia törzzsel szemben mutatott kifejezett antibakteriális hatást a PACAP 

(Debbabi et al., 2018). Mindezen adatok amellett szólnak, hogy a PACAP közvetlenül a 

baktériumokra hat. Vizsgálatunk során felvetettük, hogy a PACAP hatással van a bakté-

riumok bélhámsejtekhez való adhéziójára is, azonban ezt igazolni nem tudtuk. Követke-

zésképpen jelenlegi tudásunk alapján úgy tűnik, hogy a PACAP védő hatást fejt ki a bél 

gyulladásos megbetegedéseiben mind direkt antibakteriális hatásával, mind citoprotektív 

hatásán keresztül anélkül, hogy befolyásolná a baktériumok bélfalhoz történő tapadását.  

A következő lépésben emiatt megvizsgáltuk a PACAP citokin-expresszióra való hatását 

INT407 sejtkultúra felhasználásával. Miután ismert, hogy a PACAP hatással van a gyul-

ladásos citokinek és kemokinek képződésére különböző sejtek esetén, ezért célul tűztük 

ki ezen hatás vizsgálatát vékonybélhámsejtek esetén.  Vizsgálatunk során azt találtuk, 

hogy a PACAP megváltoztatta számos citokin expresszióját. Az IL-8 a kemokincsalád 

tagja, mely erős kemotaktikus hatással rendelkezik (Baggiolini et al., 1989), ugyanakkor 

fontos szerepet játszik a gyulladásos, autoimmun és fertőző megbetegedések esetén (Ha-

rada et al., 1994; Koch et al., 1992; Smyth et al. 1991). Jelen vizsgálatunk során azt talál-

tuk, hogy LPS hatására szignifikánsan megnőtt az IL-8 expressziója, amit a PACAP-ke-

zelés képes volt megakadályozni. Eredményünk összhangban van Zhang és munkacso-

portjának vizsgálati eredményével (2005), akik a PACAP expresszió-csökkentő hatását 

írták le IL-1β-vel stimulált ARPE sejtek esetén. Vizsgálatunkban az IL-8 mellett LPS 

hatására szignifikáns IL-18 expressziót találtunk, melyet azonban a PACAP-kezelés nem 

befolyásolt.  LPS hatására emelkedet CXCL-1-expressziót mértünk, melyet a PACAP-

előkezelés szignifikánsan csökkentett. A CXCL-1 neutrofil granulociták, makrofágok és 
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epitélsejtek által termelt kemoattraktáns aktivitással rendelkező citokin, mely fontos sze-

repet játszik a neutrofil granulociták aktiválásában (Sawant et al., 2016). Delgado és mun-

katársai korábban leírták a PACAP expresszió-csökkentő hatását LPS-stimulálta peri-

tonealis makrofágok és mikrogliasejtek esetén (Delgado et al., 2001, 2002). Összességé-

ben elmondható, hogy a PACAP képes számos citokin expresszióját befolyásolni. Ezt 

bizonyították már számos sejt és szövet esetében, így limfociták (Wang et al., 1999), aszt-

rociták és mikrogliasejtek esetén (Gottschall et al., 1994; Delgado et al., 2002), retina 

krónikus hipoperfúziós modelljében (Szabó et al., 2012) és a vesében diabéteszes és isz-

kémiás nefropátia esetén (Horváth et al. 2010; Bánki et al. 2013). A PACAP citokin-exp-

resszióra kifejtett hatása különböző az egyes sejtek esetén és függ a károsító tényező tí-

pusától is. Számos esetben a PACAP önmagában nem hat a citokin-expresszióra, de el-

lensúlyozza a károsító tényező okozta változásokat (Szabó et al., 2012).  Összességében 

megfigyeléseink azt mutatják, hogy a PACAP nincs közvetlen hatással a baktériumok 

bélfalhoz történő adhéziójára, ugyanakkor képes ellensúlyozni az endotoxinnal kiváltott 

citokin-expressziót, ami valószínűleg hozzájárul a peptid jól ismert bélvédő hatásaihoz   

A bélflóra kulcsfontosságú szerepet tölt be a szervezet védekező rendszerében, 

megváltozása számos - nem csak gasztointesztinális - megbetegedés kialakulásában játsz-

hat szerepet (Ekmekciu et al., 2017). A béltraktus bakteriális kolonizációja közvetlenül a 

születés után kezdődik fakultatív anaerob, kommenzális baktériumok, így Enterobaktéri-

umok, Enterococcusok, Lactobacillusok kolonizációjával (Tojo et al., 2014). Genotípus-

tól függetlenül a székletben a bakteriális génszámok fokozatosan csökkennek az életkor 

előrehaladtával különösen 3 hónapos kor után. Ezzel szemben az obligát anaerob bakté-

riumok, mint a Bacteroides és Clostridium törzsek és a Bifidobaktérium is általában fo-

lyamatosan jelen vannak (Langille et al., 2014). Vizsgálati eredményeink ennek megfele-

lőek voltak atekintetben, hogy az egér intesztinális Bacteroides törzsek száma egy hóna-

pos korra megnőtt, habár a Bacteroides/Prevotella spp. száma alacsonyabb volt 15 hóna-

pos kor után vad egerekben. Ugyanakkor a Bifidobaktériumok PACAP KO egerekben 

szinte alig voltak kimutathatók már 2 hetes korban is, míg vad egerekben 2 hetes korban 

volt a legmagasabb a szintjük, majd 3 hónapos kor után volt megfigyelhető egy enyhe 

csökkenés. A Bifidobaktériumok fontos szerepet töltenek be az intesztinális homeosztá-

zisban, az alacsony Bifidobaktérium számmal jellemezhető diszbiózis számos immunpa-

tológiai folyamatban játszhat szerepet, így például IBD, irritábilis bél szindróma, cöliákia 
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és atópiás megbetegedések esetén (Tojo et al., 2014). Arra, hogy pontosan mivel magya-

rázható a Bifidobaktérium jótékony hatása genom alapú elemzések során derült fény 

(Klijn et al., 2005). Ezek közül kiemelendő a laktát- és ecetsavtermelés, ezáltal az intralu-

minalis pH csökkentése, a funkcionális oxidatív stressz mechanizmusok aktiválása, mely 

az enterális patogénekkel szembeni védekezésben segít, emellett a Bifidobaktériumnak 

metabolikus hatásai vannak, így vitaminképzés, epesavak hidrolízise, konjugált lenolaj-

sav termelés, oxalátlebomlás (Klijn et al., 2005). A számos jótékony hatása közül is talán 

a legfontosabb, hogy a Bifidobacterium dentium képes a béltraktusban a viszcerális szen-

zitivitást módosítani γ-amino-vajsav termelés által, amely egy primer gátló neurotransz-

mitter a központi idegrendszerben emlősöknél (Pokusavea et al., 2017).  Bifidobakté-

rium-tartalmú probiotikum javítja IBD-s betegek panaszait és a remissziót képes nyújtani 

(Tojo et al., 2014). Ezek alapján nagyon valószínű, hogy PACAP KO egerek esetén a 

Bifidobaktérium hiánya egy kulcsfaktor a különböző toxikus ágensek mellett észlelt fo-

kozott sérülékenységben és a különböző intesztinális és extraintesztinális immunpatoló-

giai folyamatokra észlelt fokozott fogékonyság esetén. 

 

3. A PACAP humán szöveti mintákban való vizsgálata 

 

A PACAP izolációját követően számos humán szöveti mintában igazolták jelen-

létét (Palkovits et al., 1995). A legnagyobb koncentrációban az agyban és az endokrin 

mirigyekben volt kimutatható, de számos vizsgálat során igazolták jelenlétét a vérben is 

(Hansen et al., 2013). Jellemző ugyanakkor az is, hogy a PACAP szinje a plazmában, 

illetve számos más testfolyadékban változik a különböző fiziológiai, illetve patofizioló-

giai körülmények között (Reglődi et al. 2010; Han et al., 2014). Terhesség alatt jelentősen 

megnő a szintje, míg szülés közben rapidan csökken (Reglődi et al., 2010). A központ 

idegrendszer és a perifériás szövetek sérülései esetén megnő a PACAP-szint (Somogy-

vári-Vígh és Reglődi, 2004). Pszoriázisos betegek bőrében (Steinhoff et al., 1999), illetve 

iszkémiás szívbetegség esetén a szív szöveteiben ugyancsak magasabb PACAP-szint 

mérhető (Szántó et al., 2012), míg tüdő-, vagy colon tumoros mintákban alacsony a 

PACAP szintje (Szántó et al., 2012). Húgyhólyagdaganat esetén nincs különbség az 

egészséges és tumoros mintákat vizsgálva, azonban vesetumoros mintákban alacsonyabb, 

míg prosztatatumor esetén magasabb a szöveti PACAP-szint (Tamás et al., 2016). Mind-

ezek alapján a PACAP-szint változásnak akár diagnosztikus/prognosztikus értéke is lehet 
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egyes megbetegedések esetén. Gyulladásos bélbetegség esetén felmerül védő hatása, 

IBD-ben szenvedő kutyák vékony- és vastagbelének mukozájában elhelyezkedő axonter-

minálisokban fokozott expressziót mutat (Gonkowski et al., 2013). A gyulladásos bélbe-

tegség pontos patomechanizmusa a mai napig sem ismert, azonban az oxidatív stressz, a 

reaktív oxigén metabolitok szerepe egyértelmű a betegség kialakulásában (Bhattacharyya 

et al., 2014).  INT407-sejteken végzett vizsgálataink igazolták, hogy a PACAP védő ha-

tást fejt ki az oxidatív stressz-szel szemben.  Emiatt vizsgálatunk további célja volt meg-

határozni gyulladásos bélbetegségben szenvedő betegek szöveti mintáiban a PACAP 

szintjét, összehasonlítva ép, egészséges vastagbélnyálkahártyából vett szöveti minták 

PACAP-szintjeivel. A gyulladásos bélbetegség két ismert formáját, a Crohn-betegséget és 

a colitis ulcerosa-t külön kezeltük, a mintákat a szövettani vizsgálat alapján akut és kró-

nikus gyulladással járó csoportokba soroltuk. Az irodalmi adatokat áttekintve humán szö-

veti minták PACAP-szintjét csak Kaminska és munkatársai vizsgálták, akik gyermekkori 

colitis ulcerosa esetén a gyulladt területekről vett mintákban a PACAP-tartalmú idegros-

tok csökkenését igazolták (Kaminska et al., 2006; Kaminska et al., 2007). Vizsgálataink 

során Crohn-betegség esetén a szöveti mintákban mért PACAP38- és PACAP27-szintek-

ben nem volt jelentős különbség az ép és gyulladt nyálkahártya adatait összehasonlítva 

sem az akut, sem a krónikus gyulladásos csoport esetén. Kaminska és munkatársainak 

eredményeivel szemben vizsgálatunk során  felnőtt, colitis ulcerosában szenvedő betegek 

mintái esetén az akut gyulladással járó megbetegedés mellett vett szöveti minták PACAP-

szintjei jelentősen magasabbak voltak a normál nyálkahártyában mértekhez képest. Fel-

tehetően a különbség abból adódott, hogy a szöveti PACAP-szint összefüggésben lehet a 

betegség klinikai aktivitásával, és míg Kaminska és munkatársai a különböző aktivitású 

betegeket együttesen vizsgálta, addig munkacsoportunk külön értékelte a betegeket be-

tegségük klinikai aktivitása szerint. Krónikus gyulladás mellett a colitis ulcerosás beteg-

csoportban sem találtunk jelentős különbséget a PACAP-szinteket a normál nyálkahártya 

adataival összehasonlítva. Akut gyulladás mellett észlelt magas PACAP-szinteket első-

sorban a szövetekben jelen lévő gyulladásos citokinek hatásának tarthatjuk. 

Emellett az antibiotikumot szedő és antibiotikum-kezelésben nem részesülő coli-

tis ulcerosás betegek mintáit összehasonlítva azt találtuk, hogy antibiotikum-szedés mel-

lett szignifikánsan alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje. A bélflóra 

fontos szerepet játszik a gyulladásos bélbetegség pathogenezisében és a szövődmények 
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kialakulásában (Loh and Blaut, 2012; Scott et al., 2015). A bélflóra megváltozása, külö-

nösen az intesztinális flóra diverzitásának csökkenése összefüggésben áll a krónikus bél-

gyulladással (Ott et al., 2004; Loh and Blaut, 2012). Bizonyos kórokozók, mint a virulens 

Escherichia coli törzsek (Darfeuille-Michaud et al., 2004), bizonyos Bacteroides speci-

esek (Swidsinski et al., 2005) és a Mycobacterium avium (Sartor, 2005) szerepét már ko-

rábban összefüggésbe hozták a gyulladásos bélbetegség patogenezisével. Az antibiotiku-

mok csökkenthetik ezen baktériumok koncentrációját a bél lumenében, valamint megvál-

toztatják a bélflóra összetételét (Scott et al., 2015; Sartor 2004). A klinikai gyakorlatban 

elsősorban a ciprofloxacint és a metronidazolt alkalmazzuk gyulladásos bélbetegség ese-

tén. Vizsgálatunkban a betegek metronidazolt vagy kombinált ciprofloxacin és metroni-

dazol kezelést kaptak, mely mellett feltehetően csökkent a szövetekben a gyulladásos és 

immunsejtek jelenléte, feltehetően ezzel összefüggésben csökkent le a PACAP mennyi-

sége is. 

A vékony és vastagbél mellett a PACAP a gyomor működésére is hat. Ahogy ösz-

szefoglaló közleményünkben is részleteztük, a PACAP a gyomor motilitását, vérátáram-

lását, savszekréció szabályozását befolyásoló hatásán túl a sejtproliferációra és a sejtek 

differenciálódására is hatással van (Reglődi et al., 2018c).  A PAC1-receptorokon keresz-

tül hatva a PACAP fontos szerepet játszik a gyomorsav-szekréció szabályozásában nem-

csak egészséges nyálkahártya mellett, hanem a gyomor különböző megbetegedései esetén 

is (Lu et al., 2011). Egy korábbi vizsgálat során patkányokban változó PACAP szöveti 

expressziót találtak a gyomorfekély gyógyulása kapcsán. Lokálisan adott ecetsavval in-

dukált fekély esetén a PACAP és a VIP mennyiségét vizsgálva azt találták, hogy míg a 

VIP immunreaktivitása nem változott az idegrostokban, addig a vizsgálat első napján a 

PACAP-szint jelentősen lecsökkent a fekély széli részén. Ugyanakkor a fekély gyógyulá-

sának 10. napján a PACAP immunreaktivitása megnőtt, a fekély mellett található myen-

tericus ganglionokban fokozódott a VIP és a PACAP mRNS expresszió (Mei és  Sundler, 

1998). A szerzők véleménye alapján a szelektív PACAP-csökkenés a fekélyszélnél vagy 

a túlzott kibocsátás, vagy a szintézis csökkenésének következménye. Duodenális fekély 

esetén a PACAP szintén védő hatást nyújt (Yagi et al., 1998) korábbi irodalmi adatokból 

ismert duodenális bikarbonát szekréciót fokozó hatása által (Konturek et al., 2004). Int-

ravénásan alkalmazott PACAP1-27 injekció vagy infúzió megnöveli a duodenális bikar-

bonátszekréciót anélkül, hogy a savszekréciót befolyásolná, ezáltal szignifikánsan csök-
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kenti a duodenális lézió súlyosságát (Yagi et al., 1998).  Vizsgálataink során humán szö-

veti mintákban vizsgáltuk a PACAP-szinteket, ennek kapcsán 8 antrum gasztritiszben és 

6 gyomorfekélyben szenvedő beteg szöveti mintáit vizsgáltuk meg. Antrum gasztritisz 

esetén a gyulladt antrum és ép corpusnyálkahártya adatait, míg fekély esetén a fekélyalap, 

fekélyszél és az ép gyomor nyálkahártya szöveti mintáit hasonlítottuk össze. Tekintettel 

arra, hogy gyomornyálkahártya-gyulladás hátterében gyakran találunk Helicobacter 

pylori-pozitivitást, így vizsgálatunk során Helicobacter pylori-pozitivitás alapján is elvé-

geztük a szöveti minták PACAP-szintjeinek összehasonlítását. A gasztritiszes minták 

vizsgálata során nem találtunk jelentős különbséget a gyulladt és ép nyálkahártya adatait 

összehasonlítva, ugyancsak nem volt szignifikáns különbség a Helicobacter pylori-pozi-

tív és -negatív betegek szöveti mintáiban mérhető PACAP38-szintek között. Fekélybe-

tegség esetén látható volt különbség a fekély széli részéből vett minták PACAP-szintje és 

a normál nyálkahártya adatai között. Tehát a tendencia hasonló volt, mint a korábban, 

patkányoknál kísérletes körülmények között talált különbség esetén, mely szerint a fekély 

széli részén csökkent a PACAP-expresszió (Mei és Sundler, 1998), azonban az értékeket 

kielemezve a különbség nem bizonyult szignifikánsnak. Feltehetően a különbség oka az, 

hogy állatkísérletek során kontrollált, egyéb betegségektől mentes, teljesen homogén cso-

portok vannak, viszont humán vizsgálatok során a betegek sokkal diverzebbek, mint az 

indukált fekélymodellben a patkányok.  
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VI. Új eredmények összefoglalása 

 

A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatásának vizsgálata során azt találtuk, hogy a 

PACAP védi az oxidatív stressz-szel szemben a sejteket mind exogén, mind endogén for-

mában, de nem képes az INT407-sejtek életképességét javítani gamma-sugárzás és in 

vitro hipoxia mellett.  

 

A PACAP nincs közvetlen hatással a baktériumok bélfalhoz történő adhéziójára, ugyan-

akkor képes ellensúlyozni az endotoxinnal kiváltott citokin-expressziót. LPS hatására 

szignifikánsan megnőtt az IL-8 expressziója, amit a PACAP-kezelés képes volt megaka-

dályozni.  

 

PACAP KO és vad egerek bélflórájának vizsgálata során azt találtuk, hogy KO egerek 

esetében a Bifidobaktérium csaknem hiányzott a bélflórából. 

 

Colitis ulcerosa aktív stádiumában szignifikánsan magasabb PACAP-szintek mérhetők a 

szöveti mintákban az ép nyálkahártya adataival összehasonlítva. Antibiotikum szedése 

mellett szignifikánsan csökken a PACAP mennyisége colitis ulcerosa esetén. 

 

Antrum gasztritisz esetén nincs különbség a nyálkahártyában mérhető PACAP-szintek 

között az ép és a gyulladt nyálkahártya adatait összehasonlítva. Ugyancsak nincs különb-

ség Helicobacter pylori-pozitív és -negatív betegek szöveti mintáiban mérhető 

PACAP38-szintekben. 

 

Gyomorfekély esetén a fekély széli részéből vett minták PACAP38-szintje és a normál 

nyálkahártya adatai között csökkenő tendencia volt látható, mely eltérés hasonló volt, 

mint a korábban, patkányoknál kísérletes körülmények között észlelt különbség.  
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