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Roviditések jegyzéke:

ADCYAPI ............. a PACAP-ot kodolo gén

ATGI16LI ................ autofagia kapcsolt gén

Bad ....cooooiiiiien Bcl-2 kapcsolt promoter
Bax....oooiiiiiiien, Bcl-2 kapcsolt X fehérje

Bel o, B-sejtes limfoma

BDNF .....coceviiennn brain-derived neurotrophic factor
CagA...cooovvvveeenn, citotoxin-asszocialt gén
CARDIS....ccveee. caspase recruitment domain - kaszpaz aktivaciés domain
CDK ..o ciklin-dependens kinaz
CoCla...oo, kobalt-klorid

COX.iriiiiiieeee ciklooxigenaz

CU i colitis ulcerosa

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

DMSO ....ccccevvieen dimetil-szulfoxid

DPBS.....cociii Dulbecco-féle PBS
DSS.. dextran-szodium-szulfat

ECL ..o enterokromaffinszert sejt

FBS. .o foetal bovine serum
FoxOl...cocoovviiinn. forkhead box fehérje

GAPD ... gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
HIFlo ..o hipoxia-indukélhat6 faktor

HRP ..o horseradish peroxidase — tormaperoxidaz
H2O0 hidrogén-peroxid

HoS.o hidrogén-szulfid

| 137 D 2R inflammatory bowel disease - gyulladasos bélbetegség
IEN-Y e, interferon-y

IL ., interleukin

KO oo knockout

LPS . lipopoliszacharid

\Y/1D) L muramil-dipeptid

MIF ..o makrofadg migraciot gatlo faktor



1\Y 1 1 R 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolium-bromid

NFKB1 .........ccceee. NF-kB-t kodol6 gén

NO ..o nitrogén-monoxid

NOD2 ....cccovevrre. nukleotidko6tési oligomerizacios domain

NSAID................ nonsteroidal anti-inflammatory drug — nem szteroid gyulla-
déascsokkentd

PACL ... PACAP-specifikus receptor

PACAP............... pituitary adenylate cyclase activating polypeptide - hipofizis
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ROS ..o reaktiv oxigénszabadgyok

RPMI ... Roswell Park Memorial Institute

SIRNS.......coiiiinn small interfering RNS

LG transzformalo névekedési faktor

TLR .o, toll-like receptor

TNF tumor nekrozis faktor

TRPA-T....ccoeiis tranziens receptor potencial Ankyrin 1

VacA ..o vakuolizal¢ citotoxin A

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

VIP.ooiiiiii vazoaktiv intesztinalis polipeptid

VPAC......coeii a VIP-et és a PACAP-ot azonos affinitassal kotd receptor



I. Bevezetés

1. Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat ciklaz aktivaldo polipeptid (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide, PACAP) egy neuroprotektiv peptid, melyet 1989-ben izolaltak
el6szor birka hipotalamuszbdl hipofizis sejtkultirakban kifejtett adenilat ciklaz aktivalo
hatasa révén (Miyata et al., 1989). A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis
polipeptid (VIP) peptidcsalad tagja (Arimura, 1998; Mustafa és Eiden, 2008), mely a
szervezetben két bioldgiailag aktiv formaban taldlhaté meg: 38 aminosavbol allo6 forma
(PACAP38) és 27 aminosavbol allo polipeptid (PACAP27). A PACAP mindkét forméa;jat
az ADCYAP1 gén kdodolja. Szerkezete rendkiviil konzervalt, minden emldsben azonos és
egyéb gerinces allatokban is csak 1-4 aminosav eltérés mutathato ki (Vincze és Koves,
2001; Vaudry et al.,, 2009). A 27 aminosavat tartalmaz6 PACAP27 a vazoaktiv
intesztinalis polipeptiddel 68%-ban homolog (Vaudry et al., 2009). Az emlds szervezet
szoveteiben a PACAP38 dominal, a szovetekben el6forduld PACAP 90%-at a PACAP38
adja (Arimura et al., 1991; Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004). Hatasait G-protein-
kapcsolt receptorokon fejti ki (1. dbra). Harom receptortipusa ismert: VPAC1 és VPAC2,
melyekhez a PACAP ¢és a VIP egyenld affinitassal tud kotddni, ugyanakkor a PACI-
receptorhoz 1000-szer jobban kotddik a PACAP, mint a VIP (Harmar et al.,, 1998;
Laburthe et al. 2007; Harmar et al., 2012). A PACAP legnagyobb mennyiségben a
kozponti és a periférias idegrendszerben taldlhatdé meg (Shioda és Nakamachi, 2015),
azonban tobb korabbi tanulmény igazolta széles korti eléforduldsat a szervezetben az
idegrendszeren kiviil is. A kozponti idegrendszerben a hipotalamuszban mutathaté ki
legnagyobb mennyiségben, de jelen van a kéregallomanyban, kdzépagyban, agytdrzsben,
cerebellumban, talamuszban, hipofizisben is (Hannibal, 2002; Oride et al., 2018;
Hirabayashi et al., 2018). A periférias idegrendszerben a spindlis ganglionok érzo
idegsejtjeiben, valamint a vegetativ pre- és posztganglionaris neuronokban mutathato ki
(Arimura, 1998; Koves et al., 1990; Vaudry et al., 2000a). Szinte valamennyi
szervrendszerben megtalalhato, tobbek kozott az urogenitalis szervekben (Arimura et al.,
1991; Tamas et al., 2016), endokrin mirigyekben (Arimura et al., 1991; Liu et al., 2016),

kardiovaszkularis rendszerben (Nandha et al., 1991; Ivic et al., 2017) és a



gasztrointesztinalis traktus egész hosszaban (Kdves et al.,1991; Arciszewski et al., 2015;
Ji et al, 2013; Regldédi et al.,, 2018). PACI receptor az agyban, a gerincveldben, az
adenohipofizisben, a mellékveseveldben és a herében talalhato (Kdves et al, 1991; Vaudry et
al, 2009; Tokuda et al., 2006; Girard et al., 2017), mig VPACl-receptor a kdzponti
idegrendszeren tul a tiidében, a majban, a lépben, a timuszban, az ovariumban és a
gasztrointesztinalis traktusban is jelen van (Hashimoto et al., 1996; Joo et al., 2004; Bukowski
és Wasowicz, 2015; Padua et al., 2016). A PACAP mindhérom receptora megtalalhato a
mukozaban, az endotél- és simaizomsejtekben, a myentericus neuronokban és a

neuroendokrin sejtekben (Schulz et al., 2004).
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1.abra: A PACAP PACI-receptoron torténd hatasmechanizmusanak sematikus jelatviteli utja a
szimpatikus neuronokon. Gs-proteinen at ciklikus AMP aktivalodik, mely segiti az extracellularis szignal
regulalt kindz (ERK) aktivaciot és ezaltal a nuklearis transzlokdciot. Emellett a gyors PACI-receptor
medidlta Gq-aktivdcio foszfolipdz C uton at PI3K/Akt aktivalodadst eredményez, mely fehérje

foszforilaciohoz és ezaltal a sejt tuléléséhez vezet. (Forras: May et al., J Biol Chem. 2010-modositva)



1.1. A PACAP élettani hatasai

Ma mar jol ismert, hogy a PACAP rendkiviil széles korti élettani hatasokkal
rendelkezik, befolyasolja szinte valamennyi szervrendszer miikodését. A hipofizisben
mind az eliils6, mind a hats6 lebeny miitkodésének szabalyozasaban részt vesz (Azuma et
al., 2013; Oride et al., 2018). Az endokrin rendszerre kifejtett hatasai koziil jol ismert,
hogy befolyasolja a nemi hormonok elvalasztasat (Okada et al., 2007), a spermatogenezist
(Reglddi et al., 2018a), a follikulusok érését (Reglddi et al., 2012c¢), fokozza a csont- és
porcfejlédést (Juhész et al., 2015), serkenti a hasnyalmirigy inzulinelvéalasztasat (Winzell
¢és Ahren, 2007; Ma et al., 2015). Endokrin hatdsain tl szerepet jatszik a cirkadian ritmus
szabalyozasaban (Hannibal et al., 2006; Hannibal et al., 2016), a hipotalamusz
taplalkozast és hdszabalyozast iranyitd kdzpontjainak szabélyozésdban (Banki et al.,
2014b), serkenti a memoriafolyamatokat (Matsuyama et al., 2003; Ago et al., 2017) és
antidepresszans hatasu (Reichenstein et al., 2008; Seiglie et al., 2015). A PACAP mind a
kozponti, mind a periférids idegrendszerben széles korli hatasokkal bir. Tobbek kozott
részt vesz a neuronalis differencialédasban, a neuroszekretoros rendszer aktivaciojaban,
a neuronalis progenitor sejtek képzddésében (Yan et al, 2013), valamint befolyasolja a
szinapszisok plaszticitasat (Starr és Margiotta, 2017). Hatéssal van a fajdalomingerek
periférias és centralis folyamataira (Dickinson és Fleetwood-Walker, 1999; Davis-Taber
et al., 2008; Yokai et al., 2016; Tajti et al., 2015) és a stresszadaptacios magatartas
szabalyozéasaban is szerepet jatszik (Agarwal et al., 2005; Gaszner et al., 2012). Részt
vesz a belsd szervek simaizom-kontrakcidjanak és mirigyelvalasztasanak iranyitdsaban
¢és hatékony vazodilatator hatassal bir (Lenti et al., 2007; Vamos et al., 2014).
Neuroprotektiv hatdsa mellett neurotréfikus hatast is, segiti a neuronok novekedését és
differencialodasat, valamint védi a neuronokat a kiilonb6z6 karos behatasokkal szemben
(Lee ¢és Seo, 2014). Neurotrofikus ¢€s neuroprotektiv hatdsa direkt és indirekt
mechanizmusokon keresztiil valosulhat meg. Direkt védd hatasa tobbek kozott a kaszpaz-
3 apoptotikus enzim gatlasa révén (Vaudry et al., 2000b), vagy proapoptotikus faktorok,
igy Bad és Bax expressziojanak csokkentésével (Falluel-Morel et al., 2004), valamint
antiapoptotikus Bcl-2, Bcl-xL és 14-3-3 szintjének novelésével érvényesiil. Emellett
csokken a mitokondriumbol kidramlé citokrom C mennyisége is (Somogyvari-Vigh és
Reglddi, 2004; Meyer, 2006; Botia et al., 2007; Atlasz et al., 2010). Indirekt

neuroprotektiv hatasa a gliasejtek gyullad4sos valaszreakcidinak modositadsaval valosul



meg (Delgado ¢és Ganea, 2003). Ismert neuroprotektiv hatisa mellett altalanos
citoprotektiv hatdsa is, az idegsejteken kiviil védi a karositd hatdsokkal szemben a
szivizomsejteket (Gasz et al., 2006; Mori et al., 2010), a trofoblaszt sejteket (Horvath et
al., 2014), az endotélsejteket (Racz et al., 2007) és a pigmenthamsejteket is (Fabian et al.,
2012). Citoprotektiv hatdsan tal szamos in vivo és in vitro kisérlet igazolta antioxidans és

antiinflammatorikus védo hatasat (Reglddi et al., 2012; Vaudry et al., 2009).

1.2. APACAP gasztrointesztinalis traktusra kifejtett hatasai

A PACAP és receptorainak eldfordulasat szamos korabbi tanulmany igazolta a
gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban a neuroendokrin és az intersticialis sejtekben,
a plexus myentericus €s submucosus rostjaiban, valamint a hasnyalmirigyben, az
epeholyagban és a majban is (Arciszewski et al., 2015; Ji et al, 2013; Koves et al., 1993;
Ohetal., 2005; Vuetal., 2016; Zhang et al., 2006). A PACAP-nak szamos, sokrétli hatasat
igazoltdk a gyomor-bél traktus egész teriiletén (Fujimiya and Inui, 2000; Wu et al., 2015;
Farre et al., 2006; Leung et al., 2001; Oh et al., 2005).

Immunhisztokémiai vizsgalatok igazoltdk a PACAP el6fordulasat a nyeldcsdben,
az alsé nyeldcso zardizomban talalhatd plexus myentericus rostjaiban. Mind a PACAP27,
(Farre et al., 2006; Farre és Sifrin, 2008).

A gyomorban hatassal van a gyomor motilitasara, a gyomorsav-szekréciora €s a
gyomor vérellatasara is. Az also nyeldcsd zaréizomhoz hasonloan relaxalja a gyomorfun-
dus izomzatat (Yasuyuki et al., 2016; Larsson et al., 1995). Patkany gyomorfundusabdl
kivett izommintaban VIP, szekretin és PACAP adédsa mellett relaxéacio volt megfigyelhetd
(Robberecht et al., 1998), mely relaxalé hatas mind a hosszanti, mind a korkords izom-
rétegben kimutathaté (Azuma et al., 2016). PACAP knockout (KO) egerekben csokkent
gyomorrelaxacio figyelheté meg (Hagi et al., 2008). Emellett a PACAP a pylorus ellazu-
lasat is elosegiti (Tadashi et al., 2000). In vivo intravénasan alkalmazott PACAP-injekcio
szignifikans pylorus relaxaciot okoz patkanyoknal, mindezek alapjan feltételezhetd, hogy
a PACAP gatl6 neurotranszmitterként hat a patkdny pylorusban és ezaltal szabalyozza a
gyomor iiriilését (Ishiguchi et al., 2000).

A PACAP gyomorsav-szekréciora kifejtett hatdsa dsszetett. A kefalikus fazisban a

vagalis afferensek acetilkolin és PACAP felszabaditasa révén stimuldljdk a gyomorsav



crer

felszabadulé szomatosztatin és az enterokromaffin-szeri sejtekbdl (ECL) felszabaduld
hisztamin szabalyozza a gyomorsav-szekréciot (Vu et al., 2016). A gyomorban talalhaté
ECL sejtek felszinén PACI1-receptor igazolhato (Oh et al., 2005). In vitro koriilmények
kozott a PAC1-receptor aktivacidja az ECL-sejtekbdl hisztamin felszabaduldsat eredmé-
nyezi (Zeng et al., 1999) kalciumbearamlast kvetéen (Lindstrom et al., 2001). Elettani
koriilmények kozott a gasztrin, illetve a hisztamin fokozza a parietalis sejtekbdl a gyo-
morsav felszabaduldsat. A PACAP-indukalta gyomorsav-szekrécidt foszfodiészteraz-4-
A PACAP ugyanakkor a gyomor D-sejtjein taldlhatd6 VPACI receptorokon at szo-
matosztatin felszabadulasat segiti eld, mely prosztaglandin E2 (PGE2) felszabaditasa ré-
receptor génhidnyos egerekben a gyomorban az alap savszekrécié magas, az exogén
gasztrin nagyobb hatassal bir, ugyanakkor a hisztamin stimulécios 1t intakt marad (Lu et
al., 2011).

PACAP-immunreaktiv rostok a gyomor ereinek falaban és az erek kornyezetében
is kimutathatok (Sundler et al., 1992; Naruse et al., 1996). A PACAP éltalanos vazodi-
latator hatasat szamos kisérletben bizonyitottak (Ivic et al., 2017; Vamos et al., 2014;
Banki et al., 2014), ez a vazodilatator hatas igazolhat6 a gyomor ereinek esetében is (Tor-
noe et al., 2001). PACAPerg idegrostok jelentds mennyiségben a submukozaban vannak,
azonban kisebb mennyiségben a mukoza teriiletén is kimutathatok, melyek elsdsorban az
erekhez kapcsolodnak, mindez jelzi a PACAP lehetséges szerepét a gyomor vérellatasa-
ban (Tornoe et al., 2001; Reglddi et al., 2018c).

Endogén PACAP38 és PACAP27 a gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban,
igy a vékonybélben is kimutathatd, kiilonésen nagy koncentracidoban a jejunum ¢és az
ileum teriiletén (Hannibal et al., 1998). Korabbi, PACAP intesztinalis hatasait targyalo
Osszefoglald kozleményiinkben részleteztiik a PACAP bélrendszerben kifejtett hatasait:
szamos hatasa igazolt a vékonybélben, befolyésolja a bélfal motilitasat, a zard6izmok mi-
kodését és az intesztinalis szekréciot (Horvath et al., 2016). Eldsegiti bizonyos noveke-
rived neurotrophic factor (BDNF) szekréciojat (Al-Qudah et al., 2015), valamint a sejt-
migraciora is hatassal van. Vékonybél autotranszplantaci6 soran a PACAP védi a vékony-

bélsejteket az iszkémids karosodastol. PACAP38-at tartalmaz6 University of Wisconsin



oldatban tortént vékonybél-konzervalas és autotranszplantacié soran a PACAP38 noveli
a szoveti PACAP38- ¢s PACAP27-szinteket és csokkenti a citokin-expressziot, mindez a
PACAP38 citoprotektiv és antiinflammatoérikus hatasat tdmasztja ala vékonybél au-
totranszplantaciés modellben (Nedvig et al., 2013). Egereken Toxoplasma gondii-indu-
kalta experimentalis akut ileitisz esetén az infekciot kvetden profilaxisként vagy terapi-
aként alkalmazott exogén PACAP a gyulladasos folyamat stilyossagat enyhiti, a Thl-
medialta immunvalaszt és az oxidativ stresszt csokkenti, ugyanakkor eldsegiti az anti-
inflammatoérikus citokin valaszt (Heimesaat et al., 2014). A vizsgalat soran azt talaltak,
hogy a PACAP-indukalta gyulladascsokkentd hatas nem korlatozddott csak a vékony-
bélre, extraintesztinalisan is megnyilvanult, igy a majban, vesében, tiidében is igazolni
lehetett (Heimesaat et al., 2014). Akut ileitisz esetén gyakran a kommenzalis bélflora
tagja, igy példaul az Escherichia coli transzlokalddik az epitelialis barrieren at az inteszti-
nalis lamina propriaba, majd az atjutott baktérium, vagy a bakterialis sejtfal egyes alko-
toeleme (pl.: lipopoliszacharid - LPS) a véraramba jutva szepszist vagy tobbszervi elég-
telenséget okozhat (Bereswill et al., 2010). A profilaktikusan adott PACAP megeldzte a
szepszist és a tobbszervi elégtelenséget azaltal, hogy a proinflammatorikus citokin-exp-
ressziot csokkentette, ugyanakkor antiinflammatodrikus citokinek mennyiségét szisztéma-
san novelte. A vizsgalat alatt a majban az antiinflammatérikus hatasu IL.-4, a szérumban
¢és a Iépben az IL-10 mennyisége ndtt PACAP-profilaxist kovetden (Heimesaat et al.,
2014).

A vékonybélhez hasonloan PACAP-receptorok a vastagbélben is eléfordulnak. A
PACAP a vastagbélben gatolja az intersticidlis Cajal-sejtek pacemaker aktivitasat (Wu et
al., 2015), ezaltal befolyasolja a vastagbél falanak motilitasat. Gonkowski és Calka sertés
vastagbélbetegségekben vizsgaltak a PACAP el6fordulasat (Gonkowski et al., 2012). A
leszallo vastagbélben kémiailag indukalt gyulladas, idegsériilés és proliferativ enteropatia
esetén megnovekedett a PACAP27-szerli immunreaktiv (LI) idegrostok szdma a korkoros
1izomrétegben. Wojtkiewicz és munkatarsai (2012) leirtdk, hogy a colon als6 szakaszat
ellaté ganglion mesentericum inferius neurokémiai Gsszetételében gyulladas indukalta
valtozas Iéphet fel sertések esetében. Habar a PACAP szintjét nem vizsgaltak, azt talaltak,
hogy a VIP immunreaktiv neuronok szdma csokken proliferativ enteropatiaban
(Wojtkiewicz et al., 2012). A PACAP és a PACAP-receptorok expresszidjaban torténd
valtozast irtak le dextran-szodium-szultat (DSS)-indukalta colitis esetén is egerekben. A

PACAP (és a VIP) mRNS fokozott expresszidja volt kimutathato TRPA 1 (tranziens
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receptor potencial Ankyrin type 1) knockout egerekben is, mig a vad kontroll csoportban
ez nem volt igazolhaté (Kun et al., 2014). Kordbban szamos human vizsgalat igazolta a
PACAP szintjének valtozasat a vastagbél betegségei esetén is. A rektum ¢és a szigma
teriiletén talalt tumorok szdvettani mintaiban szignifikansan alacsonyabb PACAP-szintet
talaltak, mint a normal nyalkahartya teriiletérdl vett mintakban (Szanto et al., 2012),
ugyanakkor tlineteket okozo vastagbél divertikuldris betegség, vagy manifeszt
divertikulitisz esetén a colon biopszids mintakban a PACAP szintje kifejezetten
emelkedett (Simpson et al., 2009). Gyermekkori colitis ulcerosa esetén a gyulladt
teriiletekrél vett mintdkban a PACAP-tartalmu idegrostok csokkenését igazoltdk
(Kaminska et al., 2006; Kaminska et al., 2007). Hirschprung-betegség esetén az
aganglionaris szegmens teriiletén ugyancsak csokken a PACAP szintje (Shen et al., 1992),
mig IBD-ben szenvedd kutydk vékony- és vastagbelének mukozijdban elhelyezkedd
axonterminalisokban fokozott expressziot mutat (Gonkowski et al., 2013). Crohn-
betegségben szenvedd betegek vékonybelében szintén fokozott PACAP-expressziot
mutattak ki a plexus myentericus és a korkords izomréteg idegrostjaiban (Bélai et al.,

1997).

1.3. PACAP génhidnyos egerek

Az endogén PACAP hidnya szdmos biokémiai és viselkedésbeli eltéréssel tarsul.
PACAP hianya esetén a kiilonb6z6 in vivo €s in vitro inzultusokra sokkal sériilékenyeb-
ben, sokkal érzékenyebben reagalnak az allatok. PACAP-hianyos egerek fertilitasi rataja
csokken (Shintani et al., 2002; Lajko et al., 2018; Reglddi et al, 2018) tovabba a kiilon-
bozd anyagcsere-valtozasok, 1égzdszervi abnormalitdsok, megnovekedett inzulinérzé-
kenység miatt magasabb a mortalitasi ratajuk, mint a vad egereké (Gray et al., 2001;
Hashimoto et al., 2001; Reglddi et al., 2012b). A PACAP antidepresszans hatassal rendel-
kezik, valamint szerepe van a stressz szabalyozasaban, igy a PACAP-hianyos egerek de-
presszidszerli viselkedést mutatnak, stlyos abnormalis vélaszokat adnak a kiilonb6z6
stressz-szitudciokra és hiperaktivak (Hashimoto el al., 2011; Mabuchi et al., 2004; Hame-
link et al., 2002; Reglddi et al., 2012b; Farkas et al., 2017a). A PACAP fontos szerepet
jatszik a fogfejlodésben is. 1 éves egerek fogainak vizsgalata soran azt talaltdk, hogy KO

egerek fogaiban a dentin mennyisége és a kalcium-hidroxiapatit denzitasa alacsonyabb
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a vad egerekben mértekhez képest (Sandor et al., 2016). PACAP génhianyos egerek ese-
tén korai 6regedési jelenség is kimutathatd, a szisztémas szenilis amiloid6zis megjelenése
gyorsitott KO egerek esetén (Reglddi et al., 2018b). PACAP KO és vad egerek vizsgalata
soran azt talaltak, hogy fiatal PACAP KO egerek esetében mind a pre-szenilis, mind a
szenilis amiloid fokozottan volt jelen, valamint generalizaltabban, stilyosabban jelent
meg. A hisztopatologiai vizsgalatok korral 6sszefliggd szisztémas amiloidozist igazoltak
a vesében, 1épben, majban, borben, pajzsmirigyben, bélben, 1égcsdben és a nyeldcsében
is. Habar a lokalis amiloidogén fehérje expresszio zavart volt a KO allatokban, nem volt
kiilonbség a lipid paraméterek kdzott, ami arra utal, hogy egy komplex 0t vezet a novekvo
¢letkorral Osszefiiggd amiloid depozicibhoz PACAP hianya esetén (Reglodi et al.,
2018Db).

Jol ismert, hogy a PACAP neurotréfikus és neuroprotektiv hatassal rendelkezik.
Globalis és fokalis agyi iszkémia esetén védo hatasu (Dohi et al., 2002; Reglddi et al.,
2002; Tamas et al., 2002). Fokalis iszkémia esetén csokkenti az agyi infarktus teriiletét,
mig globalis iszkémia mellett kb. 50%-kal csdkkenti a hippocampus teriiletén a neuronok
pusztulasat. Az arteria cerebri media elzarddasakor az agyi 6déma mértéke 25%-kal
nagyobb PACAP-hidnyos egerek esetén (Nakamachi et al., 2010). Exogén PACAP
hozzaadasaval az iszkémids karosodds mértéke csokkenthetd. Ugyanakkor az is
igazoldodott, hogy az iszkémia-indukalta antiapoptotikus hatasu Bcl-2 fehérje mennyisége
csokken PACAP-hidnyos egerek esetén, mig a citokrom C citoplazméaba torténd
bearamlasa fokozodik a vad egerekhez képest (Ohtaki et al., 2006). Korabbi tanulmanyok
igazoltak azt is, hogy a PACAP neuroprotektiv hatdsa interleukin 6 (IL-6)-fliggd (Ohtaki
et al.,, 2006). Mindezek mellett a PACAP-hidnyos egerek mortalitisa magasabb agyi
iszkémiat kovetden (Nakamachi et al., 2010). Az iszkémia indukalta retinadegeneracio
szovettanilag igazoltan silyosabb PACAP-hiany esetén (Szabadfi et al., 2012). Szklerdzis
multiplex modellben, experimentalis autoimmun enkefalomielitisz esetén a KO egerek
esetében a gyulladds sulyosabb meértékii és nagyobb terliletet érint, az egereknek
stlyosabb tiineteik vannak. Mindez azt tdmasztja ald, hogy az endogén PACAP védo
hatassal rendelkezik szklerdzis multiplex modellben (Tan et al., 2009; Abad and Washek
2011; Abad et al., 2016). A vesé€ben szintén védd hatasat sikeriilt igazolni a kiilonb6zo
inzultusokkal szemben, igy iszkémia/reperfiizios sériilés, myelomas konnytlilanc protein
okozta nefropatia, cisplatin és ciklosporin indukalta nefrotoxicitas esetén (Li et al., 2008;

Reglddi et al., 2012a; Li et al., 2011; Szakaly et al., 2008; Laszlo et al., 2015). PACAP
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KO egerek veséibdl izolalt teljes sejttenyészetet hidrogén-peroxid alkalmazéaséaval
oxidativ stressznek kitéve, a sejtek életképessége csokken a vad egerek sejtjeihez képest.
Ugyancsak hasonldé eredmény sziiletett kobalt-klorid altal in vitro hipoxidnak Kkitett
sejttenyészet esetén is (Horvath et al., 2010a; 2010b).

A vékonybélben iszkémia/reperfuzids sériilés esetén védé hatasu a PACAP.
PACAP-hidnyos egerekben a szoveti oxidativ stressz paraméterek Iényegesen
magasabbak, mint a vad egerekben. PACAP KO egerek vékonybelének szovettani
elemzése azt mutatja, hogy sulyosabban karosodik a bél mukozaja, szubmukozaja és a
kriptak (Ferencz et al., 2010a). Experimentalis vékonybél-transzplantici6 esetén a KO
egerek esetén a szoveti sériilés sulyosabb, a mukoza, szubmukoza vastagsaga és a kriptak
mélysége csokken. Ugyanakkor a konzervalo oldathoz adott PACAP védd hatdsunak
bizonyult (Ferencz et al., 2010b). A vastagbélben az endogén PACAP védd hatdsa szintén
kimutathat6. Gyulladasos bélbetegség modellben, DSS-indukalta colitis esetén a KO
egerekben a betegség tiinetei, igy a testsulycsokkenés, vérzés, hasmenés sokkal
stlyosabbak, a mortalitasuk 50%-kal magasabb, mint a vad egereké. Emellett a vastagbél
rovidiil. KO egerek esetén a proximalis colonban az IL-1p, IL-6, mig a disztalis colonban
az IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-12 és a KC szintje 50%-kal magasabb, mint a vad egerekben
(Azuma et al., 2008). Szovettani vizsgalatuk soran a gyulladasos score 50-70%-kal
magasabb, ugyanakkor a KO egerek 60%-aban colon tumor alakul ki (Nemetz el al.,
2008).

A hasnyalmirigyben az intrapankreatikus ganglionokban €s a vegetativ idegekben
talalhatd6 PACAP, mely védi a B-sejteket a kiilonb6z6 inzultusokkal szemben (Onoue et
al., 2008). PACAP KO egerek esetén a magas gliikkdz- és palmitatszint csokkenti a gliikoz-
indukalta intracellularis kalciumszintet és az inzulinszekréciot, az egerek gliikotoxicitas
¢s lipotoxicités iranti érzékenysége fokozott (Nakata et al., 2010; Sakurai et al., 2011a).
Az endogén PACAP védo hatasa igazolodott a szivben is, védi a szivizomsejteket az
oxidativ stressz-szel, a doxorubicin okozta kdrosodassal és az iszkémia/reperfiizios
sériiléssel szemben (Gasz et al.,, 2006; Racz et al., 2008; Alston et al., 2011). KO
egerekben a doxorubicin-indukalta kardiomiopatia sokkal sulyosabb, vad egerekhez
képest szignifikdnsan magasabb a mortalitasuk. Endotoxin-indukalta léguti gyulladas
sulyosabb PACAP hidnya esetén. Mind a peribronchidlis gyulladds, mind a
perivaszkularis 6déma sulyosabb, emellett megnd a léguti hiperreaktivitas (Elekes et al.,

2011).
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PACAP-hidnyos egerek esetén szignifikansan magasabb a reaktiv oxigén
metabolitok szintje, ugyanakkor az antioxiddnsok hatdsa alacsonyabb a plazmaban
(Ohtaki et al., 2010). Mindez alatamasztja, hogy az endogén PACAP citoprotektiv hatasu,
hidnya esetén fokozddik a sejtek sériilékenysége a kiilonbozd kiils6 behatasokkal
szemben (Reglddi et al., 2012b).

A PACAP citoprotektiv hatasa mellett jol ismert antiinflammatorikus védo hatasa
is, ezért vizsgalataink soran célul tiiztiik ki a gasztrointesztinalis traktus egyes gyulladasos
megbetegedéseiben a PACAP szerepének vizsgalatat. Emiatt a kovetkezd fejezetekben
részletesen ismertetem a gyulladasos bélbetegség, a gasztritisz és a fekélybetegség

patogenezisét.

2. Gyulladasos bélbetegségek patogenezise

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel disease - IBD) kronikus,
betegség. Az IBD feltehetéen genetikailag fogékony egyénekben valamilyen kiilsd
tényez6 hatasara elindulo, kérosan regulalt, folyamatos immunvéalasz eredményeként jon
1étre (Zhang et al., 2014). A Crohn-betegség transzmuralis, szegmentalis gyulladast okoz,
mely megjelenhet a gasztrointesztinalis traktus barmely szakaszan, azonban
leggyakrabban a terminalis ileum és a coecum érintett. Ezzel szemben a colitis ulcerosa
a bél nyalkahartyajan hoz létre fekélyes gyulladast €s csak a vastagbelet érinti (Abraham
¢s Cho, 2009). Szovettanilag a colitis ulcerosa aktiv, florid stadiumaban a limfocitas,
plazmasejtes beszlirddés mellett neutrofil granulocitak, kriptakarosodas, kriptitisz, kripta
abszcesszus is megjelenhet, mig a gyogyuld és az endoszkdposan negativ teriileteken
plazmasejtes, limfocitas besziirddés figyelhetd meg. Crohn-betegség esetén a limfocitak,
plazmasejtek, neutrofil granulocitak mellett granulomakat lehet latni (Tiszlavicz, 2011).
Habar az IBD etiologiaja tovabbra is nagyrészt ismeretlen, szamos kutatasi eredmény
bizonyitja, hogy a genetikai fogékonysag, a kiilsé kornyezeti tényezdk, a bélflora és a
megvaltozott immunvélasz mind része az IBD patogenezisének (Danese és Fiocchi,
2006).

A gyulladasos bélbetegségek kutatdsa soran elsd alkalommal a Crohn-betegség

kialakulasanak el6segitésében gyanusithatdé NOD2 (nucleotide-binding oligomerization
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domain containing 2) gént irtak le (Ogura et al., 2001). A NOD2/CARD15 (caspase rec-
ruitment domain) a monocitakban a muramil- dipeptidet (MDP) és a bakterialis lipopo-
liszacharidot érzékel6 NOD2 fehérjét kodolja. Els6sorban monocitakban expresszalodik
és az NF-xB transzkripcios faktort aktivalja (Lala et al., 2003). A gén mutacioi, polimor-
fizmusai a Crohn-betegség kialakulasanak esélyét novelik. Gyulladasos bélbetegség ese-
tén az immunvalaszban jelentds szerepe van az autofagianak, az ATG16LI (autophagy-
related gene like 1) polimorfizmusa szintén Crohn-betegséggel mutat szoros kapcsolatot
(Rioux et al., 2007).

Az autofagia részt vesz az intracellularis homeosztazisban, hozzajarul a citoszol-
ris mikrobak eltavolitasahoz (Khor et al., 2011). Az elmult idészakban irtak le az IBD ¢és
az IL23R gén kozti kapcsolatot, mely gén a proinflammatorikus hatasa I1L-23-t kodolja.
Az IL-23 kulcsfontossagu citokin mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunitasban, és
kdzponti szerepe van a kérokozokkal szembeni védelemben. Az IL23R gén polimorfiz-
musa 0sszefliggésben van mind a Crohn-betegség, mind a colitis ulcerosa eléfordulasaval
(Takatori et al., 2009).

Kétségkiviil a kdrnyezeti tényezoknek is jelentds szerepe van az IBD patogenezi-
sében. Szamos kornyezeti tényezot vizsgaltak mint lehetséges riziko faktort a gyulladasos
bélbetegségek kialakulasaban, igy a dohanyzast, étkezési szokasokat, gyogyszerszedést,
lakohelyet, szocidlis helyzetet, stresszt, pszichés tényezdket (Loftus, 2004). Mindezek
koziil a dohanyzas maradt a legszélesebb korben vizsgalt rizikotényezo. Paradox modon
a dohanyzas colitis ulcerosa esetén kedvez6 hatast, mig Crohn-betegség esetén egyértel-
miien rontja a tlineteket. Az aktiv dohanyzés csokkenti a colitis ulcerosa fellangolasanak
lehetdségét (Nakamura et al., 1994), miitét utan ritkdbban alakul ki pouchitis, dohdnyzas
mellett ritkabban van sziikség colectomiara (Silverstein et al., 1994). Ugyanakkor Crohn-
betegségben a dohanyzas kedvezOtlen hatdst. Hajlamosit a betegség kialakuldséara és
rontja a lefolyasat (Franceschi et al.,1987), dohanyosok korében gyakoribb a sztenotizald
¢s a fisztulazo lefolyas (Lindberg et al., 1992). A gyulladasos bélbetegségek rizikoténye-
z061 kozott vizsgaltak vitaminhiany lehet6ségét is. Az alacsony D- vitamin-szintnek sze-
repe lehet IBD kialakulasaban. DSS-indukalta colitis esetén a gyulladas sulyossaga mér-
sékelhet6 volt D-vitamin bevitelével (Cantorna et al., 2000). A nem-szteroid gyulladas-
csokkentok (nonsteroidal anti-inflammatory drug-NSAID) vizsgalata kapcsan azt talal-

tak, hogy a nagy dozisban, hosszan szedett NSAID-terapia mellett novekedhet a Crohn-
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betegség és a colitis ulcerosa rizikoja (Ananthakrishnan et al., 2012). A stressz, a depresz-
szi0 ¢és a szorongas egyértelmiien szerepet jatszhat az IBD kialakuldsaban (Bitton et al,
2008).

A normal bélflora a sziiletésiinket kovetd hetekben alakul ki, majd egészséges ko-
riilmények kozott stabilan megmarad. Szamos klinikai tanulmany igazolta, hogy IBD ese-
tén megvaltozik a normal bélflora, szignifikdnsan csdkken a széklet mikrobiom biodiver-
zitasa az egészséges kontrollhoz képest (Joossens et al, 2011). Az egészséges bélben a
Firmicuta és Bacteroides phyla torzsek predominansak, amelyek hozzéajarulnak az
epitélium metabolikus szubsztratjainak képzodéséhez. Ezzel szemben Crohn- betegség-
ben a Firmicuta és Bacteroides torzsek relativ hianya, valamint az Enterobacteriumok
tulzott jelenléte figyelhetd meg, mig colitis ulcerosa esetén a Clostridium torzsek csok-
kenése és az Escherichia coli torzsek fokozott jelenléte mutathato ki (Martinez et al.,
2008). A normal bélflora Osszetételének megvaltozasa kedvezétleniil befolyasolja az
epitél integritasat és a mukoza immunvédekezését.

A gyulladasos bélbetegség patogenezisében kiemelt jelentdsége van a mukozalis
immunitasnak és a T-sejt-valasznak is. FeltehetOen a velesziiletett és a szerzett immunitas
diszfunkcidja vezet egy aberrans gyulladasos valaszhoz a bélben. A Crohn-betegséget a
hibas Th1-valasszal, mig a colitis ulcerosat a nem szokvanyos Th2-valasszal hozzak 6sz-
szefiiggésbe (2. abra) (Cobrin et al., 2005; Targan et al., 2005). Az Gjonnan leirt Th17-
sejtek szintén részt vesznek a gyulladdsos vélaszban IBD esetén (Geremia et al., 2012).
A velesziiletett immunrendszer egyik fontos eleme az epitelialis barrier miikddése, mely
az els6 vonal a patogénekkel szembeni védekezeésben, szamos sejt aktivalhatja, igy epitél-
sejtek, makrofagok, neutrofil granulocitak, monocitak, dentritikus sejtek. A sejtfelszini
toll-like receptorok (TLR) és a citoszolban 1évé NOD-like receptorok mikrobialis antigé-
nek felismerése altal aktivaljak az immunrendszert (Abreu et al., 2005). Szamos klinikai
vizsgalat igazolta, hogy a velesziiletett immunitast kozvetito sejtek viselkedése, valamint
a TLR és a NOD fehérjék expresszioja és funkcidja megvaltozik IBD esetén. Egy angol
tanulmany azt mutatja, hogy trauma hatasara a mukozalis neutrofilek IL-1f és IL-8 ter-
melése szelektiven csokken Crohn-betegekben, mig colitis ulcerosa esetén nem valtozik
(Marks et al., 2006). NOD2 mutacio6 esetén bakterialis antigén, LPS hatasara fokozo6dik
az IL-12 expresszio, igy a NOD2 csokkent miikddése ellenére is termelddhetnek

inflammatorikus citokinek (Bonen et al., 2003). Ugyanakkor a NOD2 funkcidjanak el-
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vesztése a TLR2-stimulacio gatlasanak hianyahoz vezet, ami gyulladdsos utak aktivalo-
dasahoz és tulzott Thl-valaszokhoz vezethet (Watanabe et al., 2004). A gyulladas akti-
valodasaban, a relapszusok kialakulasdban az NF-kB aktivalodéasa is megfigyelhetd, az
NF-kB azonban nemcsak proinflammatorikus faktorokat termel, hanem rész vesz a gyul-
ladasos folyamat eliminalasaban is. Az NFKBI1 kodol6 gén polimorfizmusa noveli a co-
litis ulcerosa kialakulasanak rizikdjat (Karban et al., 2004). Az IL23 egy kulcsfontossagt
citokin mind a velesziiletett, mind a szerzett immunitasban, kozponti szerepe van a kor-
okozokkal szembeni védekezésben. Az IL23R gén polimorfizmusa 0sszefiiggésben van
mind a Crohn-betegség, mind a colitis ulcerosa kialakulasaval (Takatori et al., 2009). Jol
ismert, hogy gyulladasos bélbetegségben az epitelialis barrier sériilt és fokozott az in-
tesztinalis permeabilitas (Salim et al., 2011). Az enteralis korokozdk ¢és az ételallergének-
kel szemben az els6 fizikai barrier a mukozalis felszinen az intesztinalis epitélt boritd
nyakréteg. A nyakréteg jelentOsége a baktériumok atjutasanak megakadalyozasa és ezal-
tal a bélgyulladas megel6zése (Van der Sluis et al., 2006). A masodik vonal a védekezés-
ben az intesztinalis epitélium, amely enterocitakbodl €s specidlis epitelidlis sejtekbdl, igy
kehelysejtekbol és Paneth-sejtekbdl épiil fel. A fizikai védelem nyujtasa mellett az epit-
elidlis sejtek szamos antimikrobialis peptidet is termelnek. Crohn-betegség esetén ezen
antimikrobidlis peptidek expresszidja karosodik (Wehkamp et al., 2003).

A szerzett immunitds a velesziiletett immunitassal szemben specifikus, gyakran
az immunvalasz napokat vesz igénybe és fligg a T-sejtek tipusatol és szamatol. Az 1L-12
altal aktivalt Th1-sejtek IFN-y képzésében, mig a Th2-sejtek IL-4, IL-5 és IL-13 terme-
1ésében vesznek részt (Korn et al., 2009). Crohn-betegség esetén abnormalis Thl- im-
munvalasz figyelhetd meg, Crohn-betegek mukozalis T-sejtjeinek fokozott az IL-2 és
IFN-y termelése (Breese et al., 1993). Ugyanakkor colitis ulcerosa esetén nagyobb meny-
nyiségben szabadulnak fel atipusos NK-sejtek és Th2 altal termelt IL-13 (Heller et al.,
2005; Fuss et al., 2004). Mindezek alapjan a Crohn-betegséget a hibas Th1-valasszal, mig
a colitis ulcerosat a nem szokvanyos Th2-valasszal hozzak 6sszefiiggésbe (Cobrin et al.,
2005; Targan et al., 2005). A Th17- sejtek IL-17A, IL-17F, IL-21 és IL-22 expresszidjara
alkalmasak, a sejtek 1L-23, IL-6 és TGF-p (transforming growth factor-p) kombinalt ha-
tasara aktivalodnak (Zhou et al., 2007). A Th17-sejtek és kiilondsen az altaluk termelt IL-
17A szerepét az intesztinalis gyulladasban szamos munkacsoport kutatja. Az IL-17A ma-

gas transzkripcios szintjét kimutattdk mind Crohn-betegek, mind colitis ulcerosaban szen-
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vedo betegek nyalkahartyajaban (Kobayashi et al., 2008). Emellett a Th17-sejtek fonto-
sak az IL-21 citokin termelésében, amely fokozottan van jelen IBD-s betegek nyalkahar-

tydjaban (Sarra et al., 2010).
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2.abra. A citokinek szerepe az IBD patogenezisében. Kornyezeti triggerek, igy mikroorganizmusok
hatasara dentritikus sejtek, neutrofilek, makrofiagok, természetes 610 sejtek (NK) intesztindlis epitél
sejtek (IEC), természetes limfoid sejtek (ILC), mukozalis effektor és regulator T sejtek citokineket ter-
melnek a gyulladt mukozaban. A proinflammatorikus és antiinflammatorikus citokinek kozotti egyen-
suly szabalyozza a nyalkahartya gyulladas kialakulasat. (forras: Nature reviews Immunology,

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

A gyulladéasos bélbetegség esetén az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén szabadgyo-
kok (ROS) szerepe egyértelmil a betegség kialakuldsaban (Bhattacharyya et al., 2014).
IBD esetén megnovekedett a ROS termékek szintje, ugyanakkor az antioxidansok kisebb
mennyiségben vannak jelen (Colgan et al., 2010; Iborra et al., 2011). A ROS termékek
neutrofil granulocitdk aktivalasaval fokozzak az immunreakciot és ezéltal tovabbi szo-
vetkarosodast okoznak. A fagocitak altal szekretalt O>"~, HxO, és OH™ a gyulladas helyén
felhalmozodva lipidperoxidaciot eredményez (Bulger et al., 1998). Kisérletes koriilmé-

nyek kozott egerekben DSS-indukalta colitis esetén IxkBa és NF-xB ttvonalak aktivalod-
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nak a ROS-termékek 4ltal. A DSS megnoveli a sejtek szulfat terhelését, ami ROS termé-
kek aktivalodasahoz és ezaltal a gyulladasos valasz kialakulasahoz vezet (Bhattacharyya

etal., 2009).

3. Gasztritisz és a gyomorfekély patomechanizmusa

A gasztritisz pontos definialasa nehéz, miutan masként értelmezik a betegek, a
klinikusok és a patologusok is. Altalanossagban azonban elmondhatjuk, hogy ma mar
egyetértés van atekintetben, hogy a gasztritisz egy szovettani megjeldlés, mely a gyomor
nyalkahartyajanak szovettanilag igazolt gyulladasat jelenti (Lee et al., 2010). Sok esetben
nincs Osszefiiggés a beteg panaszai, az endoszkdpos kép, valamint a patologiai lelet ko-
zOtt. Szovettani vizsgalatuk sordn kiilonbo6z6 eltérések alakulhatnak ki, amelyek egymas-
sal parhuzamosan is megjelenhetnek (Lash et al., 2009). A felszini epitelialis sejtek karo-
sodésa szinte valamennyi gasztritiszes formanal megfigyelhetd, de legmarkansabban He-
licobacter pylori infekcid okozta gasztritisz esetén. A Helicobacter pylori a gyomornyal-
kahartya epitéljén kolonizalodik, mely lokalis gyulladast valt ki. A baktérium virulencia-
faktorai, igy az uredz, katalaz, flagella segitik el6 a kolonizaciot, majd a gyomormukoza-
ban proinflammatérikus faktorok gyulladast valtanak ki. A legismertebb proinflammato-
rikus faktorok a citotoxin-asszocialt gén (CagA) és a vakuolizalo citotoxin (VacA), me-
lyek jelenléte szoros Osszefliggést mutat a fekélybetegség kialakulasaval is (Atherton,
2006; Miiller, 2012). Az akut gyulladasos reakcio soran a CagA fehérje epitelialis citoki-
nek, igy IL-8 felszabadulasat stimulalja NF-kB aktivalasan keresztiil (Brandt et al., 2005).
A gyulladésos citokinek hatidsdra a mukozaban neutrofil granulocitdk és makrofagok
aramlanak, emellett szubepitelidlisan lizoszomalis enzimek, leukotriének és oxigén sza-
badgyokok szabadulnak fel. A bakteridlis antigének hatasara T- €s B-limfocitak aktiva-
l6dnak, dontéen Th1 tipusti immunvalasz indul el, melynek soran tovabbi proinflammato-
rikus citokinek, igy IL-1, IL-2, IL-6 és TNF-a, valamint Helicobacter pylori ellenes spe-
cifikus antitestek szabadulnak fel (Atherton, 2006). A baktérium hatasara trombocita ere-
detli novekedési faktor (platelet derived growth factor-PDGF) expresszalodik, mely lo-
kalisan trombusképz6dést okoz és kovetkezményesen iszkémias karosodashoz vezet (Mi-
haly et al., 2014). Az epitelidlis sejtek karosodasa epés reflux esetén a nedvben 1évo en-
zimek, epesavak hatdsara, mig nem-szteroid gyulladascsokkentOk esetén a prosztaglan-

dinszintézis gatlasa kovetkeztében jon 1étre (Mihaly et al., 2014). Az epitelidlis sejtek
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karosodasa mellett gasztritiszek esetén az alabbi szdvettani eltérések alakulhatnak ki:
foveolaris hiperplazia, hiperémia, 6déma, leukocitas besziirddés, limfoid aggregatumok,
atrofia, intesztinalis metaplazia, endokrin sejtes hiperpldzia vagy interfoveolaris sima-
izomhiperplazia. Ezen szovettani eltérések egymassal parhuzamosan is megjelenhetnek
(Mihaly et al., 2014).

Akut gasztritiszt elsésorban fertézések okoznak, leggyakrabban a Helicobacter
pylori, de egyéb karosito tényezOk, mint az alkohol, vagy bizonyos gyogyszerek is okoz-
hatnak heveny gyomornyalkahartya sériilést. Idiilt gasztritisz esetén els@sorban limfoci-
tak és plazmasejtek vannak jelen, neutrofil granulocitak csak elvétve talalhatok a muko-
zaban. Az idiilt gasztritisz két leggyakoribb formaja az ,,A” tipusu, autoimmun metaplasz-
tikus atrofias gasztritisz, melyre elsGsorban a corpus és a fundus mirigyeinek autoimmun
karosodasa jellemz6, a masik a ,,B” tipusti, Helicobacter pylori okozta idiilt gasztritisz
(Mihaly et al., 2014). Autoimmun gasztritisz esetén gyakran parietalis sejt ellenes vagy a
protonpumpa antigénjével szembeni antitestek jelennek meg. A mirigyek pusztulasaban
¢s a gyomornyalkahartya idiilt gyulladasasanak létrejottében CD4+ limfocitak jatszanak
szerepet, amelyek gyulladasos citokinek, igy TNF-a felszabadulésat eredményezik, me-
lyek elésegitik a B-limfocitadk immunglobulin-termelését. Emellett a CD4+ limfocitak
novelik a performinmedialt citotoxicitast €s az apoptozist (D’Elios et al., 2001). Az idiilt
gasztritiszek kozil a leggyakrabban Helicobacer pylori okozta ,,B” tipust gasztritisszel
talalkozunk. Mig a Helicobacter pylori okozta gasztritisz heveny szakaszaban a nyalka-
hartya heveny gyulladasa, er6zidk, apr6 fekélyek megjelenése a jellemzd, ugy az idiilt
szakaszban az epitélsejtek karosodasa, a mononuklearis sejtes infiltracio és a limfoid fol-
likulusok megjelenése figyelheté meg (Mihdly et al., 2014).

Helicobacter pylori infekcio kovetkeztében peptikus fekélybetegség is kialakul-
hat. Peptikus fekélyrdl akkor beszélhetiink, ha a gyomorsosav hatasara aktivalodo pep-
szin nyalkahartya-sériilést okoz. A fekély patogenezisében jelentds szerepet jatszik a gyo-
mor védekezd (nyak-bikarbonat réteg, prosztaglandinok, sejtregeneracio, mukozalis vér-
ataramlés) és agressziv faktorai (sosav, pepszin, epesavak) kozti egyensuly felbomlasa.
A peptikus fekélybetegség leggyakoribb okai a Helicobacter pylori fertézés, valamint a
NSAID-kezelés, ritkabban egyéb tényezok is allhatnak a fekély hatterében, igy stressz,
Zollinger-Ellison szindroma, Crohn-betegség. Helicobacter pylori fert6zés hatasara a

gyomornyalkahartydban gyulladasos citokinek, igy IL-8 és IL-1p expresszalodik (Noach
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et al., 1994), melyek hatasara neutrofil granulocitdk és makrofagok lizoszomalis enzime-
ket, leukotriéneket és reaktiv oxigén szabadgyokoket aktivalnak, melyek mukozalis sérii-
1ést okoznak ¢és elésegitik a fekély kialakulasat. Emellett a Helicobacter pylori magas
ureaz-aktivitassal rendelkezik, mely ammonia képz6dését segiti eld. A nagy koncentraci-
oban jelen 1évé ammonia toxikus komplexek, igy ammonium-klorid képzédéséhez vezet,
mely a bakterialis foszfolipazokkal egyiitt karositjak a gyomor epitelialis barrierjének in-
tegritasat (Prabhu és Shivani, 2014). A mukozalis integritas kdrositasa révén okoz fekély-
betegséget a tartds NSAID-kezelés is, mely a gyomor prosztaglandinszintézisét gatolja
(Wallace et al., 2008). Mind a ciklooxigenaz-1 (COX-1), mind a COX-2 enzim gatlasa
révén eldsegitheti a nyalkahartya-karosodast. A ciklooxigendz enzim gétldsa mellett
csokken a gyomormukoza vérataramldsa, a nyak- és a bikarbonat termelés. JOl ismert,
hogy a nitrogén-monoxid (NO) és a hidrogén-szulfid (H2S) a mukoza integritasanak meg-
tartasaban jatszik fontos szerepet, emellett gatolja a gyomor nyalkahartyajaban a neutrofil
adherenciat is. A NSAID-ok a NO és a H2S gatlasa révén is mukoza-karosodast okoznak.
A neutrofil adherencia mellett oxigén szabadgyokok, proteazok szabadulnak fel, valamint

csokken a kapillaris vérataramlas (Wallace et al., 2008).
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I1. Célkitiizés

1. A PACAP hatasa sokrétii, antiapoptotikus, neuroprotektiv, antiinflammatorikus,
valamint sejttulélést eldsegitd hatasa jol ismert. Vizsgalatunk célja volt meghatarozni a
PACAP hatasdt human intesztinalis epitéliumbol szarmazo INT407-sejtek esetén
kiilonb6zé karositd behatasokkal szemben, mint oxidativ stressz, in vitro hipoxia,

gamma-sugarzas.

2. A bélrendszeri bakterialis infekciok kialakuldsa esetén donto jelentéségii a baktériumok
¢s az intesztindlis epitelialis sejtek felszine kozt 1étrejovo adhézid. Célul thiztiik ki a bak-
teridlis adhézié vizsgalatat INT407 és Caco-2 sejttenyészetben a kommenzalis floraban
jelen 1€v4 és patogénként is elédfordulod, valamint bélgyulladést okozd baktériumok esetén.
Vizsgalatunkat kiterjesztettiik az irdnyba, hogy tovabbi informéciot nyerjiink a PACAP
hatasairdl a bélrendszeri gyulladasos folyamatok esetén INT407 sejttenyészet felhaszna-
lasaval. Jol ismert, hogy PACAP KO egerek esetén a DSS-indukalta colitis stilyosabb
formaban jelenik meg, mint a vad egerekben. Ugyanakkor az intesztinalis mikrobiom
kulcsfontossagi szamos megbetegedés, igy az IBD patogenezisében is. Emiatt célul tliz-

tiik ki a bélflora Osszetételének Osszehasonlitdsait PACAP KO ¢és vad egerek esetében.

3. A PACAP ¢és receptorai a gasztrointesztinalis traktus teljes hosszéban jelen vannak.
Korabban szamos kozlemény igazolta a PACAP kiilonb6zd hatasat a gyomor-bél traktus
egeész teriiletén. Vizsgalatunk soran célul tliztiik ki a PACAP szintjeinek meghatarozéasat
a gyomor-bél traktus egyes gyulladdsos megbetegedései esetén human szdveti mintak

felhasznalasaval.
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ITI. Anyagok és modszerek
1.Sejtkultarak

1.1. INT407-sejtek

Az INT407 sejtvonalat 2 honapos huméan embri6 jejunumabdl €s ileumabol izolaltak és
széles korben alkalmazzak kutatasi célokra (3. abra). A sejteket Roswell Park Memorial
Institute (RPMI 1640) médiumban (Lonza, Switzerland) novesztettiik, melyhez 10%
FBS-t (foetal bovine serum) (Biosera, USA) és 1% penicillin-streptomycint (Biosera,
USA) adtunk. A sejteket tripszinnel (Trypsin/EDTA; Biosera, USA) torténd izolalas utan
96-lyukt microplate-re helyeztiik és 10% FBS-t tartalmazé RPMI médiumban 37°C-on
5% COg-tartalom mellett inkubaltuk 24 6ran keresztiil.

3.abra: INT407 sejttenyészet fénymikroszképos képe (sajdat anyag)
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1.2. Caco-2 sejtek

A Caco-2 sejtvonalat (4. abra) human colon adenocarcinomabdl izolaltak, szamos teriile-
ten alkalmazzak a klinikai kutatdsban. A sejteket magas gliikoztartalmtit DMEM/F-12 mé-
diumban (Biosera, USA) novesztettiik, melyet 10% FBS és 1% penicillin-streptomycin
(Biosera, USA) hozzdadasaval egészitettiink ki. A sejteket tripszinnel passzaltuk
(Trypsin/EDTA; Biosera, USA), majd 10% FBS-t tartalma DMEM médiummal higitottuk. A
vizsgélatokat megelézden a sejteket 24 6ran at, 37°C-on, 5% CO»-t tartalmazé termosztatban

inkubaltuk.

ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

Low Density

4.abra: Caco-2 sejttenyészet féenymikroszkopos képe. (Forras:https://www.lgestandards-atcc.org/pro-
ducts/all/HTB-37.aspx?geo_country=hu#tcharacteristics).

2. PACAP38

Valamennyi vizsgélatunkhoz PACAP38-at hasznaltunk, melyet Prof. Dr. Toth Gabor
laborjaban szintetizaltak a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében
(Jozsa et al., 2005). A kisérletekhez hasznalt koncentraciokat korabbi in vitro kisérleteink

soran hataroztunk meg.
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3. APACAP INT407-sejtek proliferacidjara kifejtett hatasa

3.1. Proliferacios teszt

A sejteket az alabbi csoportokra osztottuk:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 10 nM PACAP-pal kezelt sejtek

3. 100 nM PACAP-pal kezelt sejtek

4.1 uM PACAP-pal kezelt sejtek

24 oras inkubacio utan a PACAP hatasat a sejtproliferaciora MTT-teszt ((3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, Sigma, Hungary) segitségével

vizsgaltuk.

3.2.Klonogén assay

A PACAP INT407-sejtek klonogenitasara kifejtett hatasat klonogén assay segitségével
vizsgaltuk. A sejteket 6-lyuku plate-re raktuk ki ugy, hogy 500 sejt/2ml médium jusson
egy lyukba, majd a vizsgalat masnapjan a sejteket vagy kezelés nélkiil hagytuk, vagy 100
nM PACAP-pal kezeltiik. 7 napos inkubaciot kovetden a médiumot ledntdttiik, a sejteket
Coomassie brilliant blue-val festettiik és a legalabb 50 sejtet tartalmazo koloniakat szam-
laltuk.

3.3.0ncology array

Az oncology array segitségével vizsgaltuk a PACAP kiilonb6z6 tumorgenezisben szere-
pet jatszo fehérje expresszidjara kifejtett hatasat (Proteome Profiler Human XL Oncology
Array). A vizsgalathoz 6-lyuku plate-et hasznaltunk, a kontroll csoportként hasznalt INT
407-sejteket kezelés nélkiil hagytuk, mig a masik sejtcsoporthoz 100 nM PACAP-ot ad-
tunk, majd a vizsgalatot 24 6ras inkubalast kovetden végeztiik el. Inkubalas utan a leontott
feltilszot felhasznalva az array-t a gyarto leirasa alapjan készitettiik eld és végeztiik el. A
membranokat egy oran at blokkoltuk, majd a feliilliszoval egy éjszakan at 2-8°C-on razogé-
pen inkubaltuk. Lemosast kdvetéen a membranokat detektald antitest koktéllal inkubaltuk

egy Oran at, majd ismételt mosast kovetden a membranokra HRP (horseradisch peroxidase)-
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konjugalt sztreptavidint tettlink 30 percre, ezutan a membranokra kemilumineszcens reagenst
pipettaztunk, majd rontgenfilmre elohivtuk. A filmet szkennelés utan Imagel szoftver segit-

ségével analizaltuk és az 1. tdblazatban feltiintetett tumor-fiiggd proteineket vizsgaltuk.

Human XL Oncology Array Coordinates

—rms RO 0 GO N M SO
T

—_T o TMmoO MR =

A Ref AFP

AREG ANGPT1 ANGPTL4 ENPP-2 Axl BCLx CA125 E-Cadherin  VE- Ref
ATX MUC16 Cadherin
B CapG cA9 CTSB CTSD CTSS CEACAM-5  DCN Dkk-1 DLL-1 EGFR
ErbB1
© ENG Endostatin ~ ENO2 eNOS EpCAM ERa ErbB2 HER3 HER4 FGF
CD105 NSE TROP1 NR3A1
D FoxC2 Fox01 Galectin3 ~ GM-CSF CGa/p MET HIF1A FoxA2 HSP32 ICAM-1 IL2RA IL-6
FKHR (HCG) CD54 CD25
E CXCL-8 1L18BP Kallikrein3 ~ Kallikreins  Kallikreiné  Leptin Lumican CCL-2 CCL-8 CCL7 M-CSF Mesothelin
IL-8 MCP-1 MCP-2 MCP-3
F CCL-3 CCL-20 MMP-2 MMP-3 MMP-9 MSP MUC-1 Nectin-4 OPN p27 p53 PDGF-AA
MIP-1a MIP-3a MST-1 Kip1
G D31 ProgR Progranulin  Prolactin Prostasin E-Selectin ~ Serpin BS Serpin E1 Snail SPARC Survivin TenascinC
PECAM-1 NR3C3
H THBS1 Tie-2 PLAU VCAM-1 VEGF Vimentin
uPA CD106
| Ref Neg

kontroll

1. tabldzat. Proteome Profiler Human XL Oncology Array dltal detektalhato tumorfiiggo fehérjék.

Az oncology array-vel mérhetd faktorok tabldzata.
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4. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasa gamma-sugarzas mellett

rrrrrr

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

sugardozissal végeztiik.
4.1. A sejtek viabilitasa

Az izolalt sejteket 96-1yuku plate-re helyeztiik (10000 sejt/well). A vizsgalathoz az alabbi
sejtcsoportokat alkalmaztuk:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport

3. 0,5 Gy irradiacionak kitett sejtek

4. 0,5 Gy irradiacionak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal el6kezelve

5. 1 Gy irradiacionak kitett sejtek

6. 1 Gy irradiacionak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal elokezelve

7.2 Gy irradiacionak kitett sejtek

8. 2 Gy irradidcionak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal elkezelve

9. 4 Gy irradiacionak kitett sejtek

10. 4 Gy irradiacidnak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal elokezelve

A PACAP-ot a kezelt csoporthoz a besugarzast megelézden két éraval adtuk. Az irradia-

ciot kdvetden 24 oraval sejttalélést vizsgaltunk MTT teszt segitségével.
4.2. Klonogén assay

A fent leirtaknak megfelelden 6-lyuku plate-et hasznaltunk, melybe a sejteket ugy raktuk
ki, hogy lyukanként 500 sejt jusson. A vizsgalat masnapjan a sejtek felét kezelés nélkiil
hagytuk, mig a masik felét 100 nM PACAP-pal kezeltiik az irradidciot megelézden két
oraval. 7 napos inkubaciot kovetéen a médiumot eltavolitottuk, majd a sejteket Coomas-

sie brilliant blue-val festettiik és a legalabb 50 sejtet tartalmazo koloniakat szamlaltuk.
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4.3. Phospho-ERK 1/2 western blot

A vizsgalathoz 6-lyuku plate-et hasznaltunk, valamennyi lyukba 10° sejtet helyeztiink. A
sejteket az alabbiak szerint csoportositottuk:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt

3. 0,5 Gy irradiacidnak kitett sejtek

4. 0,5 Gy irradiacionak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal elkezelve

5. 1 Gy irradiacionak kitett sejtek

6. 1 Gy irradiacionak kitett sejtek 100 nM PACAP-pal el6kezelve

A vizsgélat masnapjan, egy napos inkubdcio utdn a sejtek membranjat foszfatdz inhibitor
(NazgVOgy)-tartalmu jéghideg lizis pufferben és proteaz inhibitort tartalmaz6 PBS-ben li-
zaltuk (Sigma, Hungary), majd 5 percig, 4 “C-on centrifugaltuk (12000x g) az oldatot. A
fehérjemintdkat 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) szeparaltuk, majd nitro-
celluléz membranra vittiikk at. A kovetkezd 1épésben a membranokat sovany tejporral
blokkoltuk, majd anti-B-aktin és anti-p-ERK1/2 antitesttel (Cell Signaling Technology,
USA) kezeltiik. Masodlagos antitestként HRP-konjugalt anti-nytl IgG-t (Bio-Rad, Hun-
gary) alkalmaztunk. Az eléhivast ECL kemilumineszcens rendszer segitségével

(Amersham Pharmacia Biotech, UK) végeztiik.

5.A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasa in vitro hipoxiaban

In vitro hipoxia modellezésére CoClz-t alkalmaztunk 500 uM koncentracioban, mivel
ilyen mennyiségben szignifikans talélés-csokkenést eredményez, ugyanakkor elegendd
még az ¢l sejtek szama a kisérletek elvégzéséhez. In vitro hipoxia esetén a kobalt gatolja
az interakciot a hipoxia-indukalhato6 faktor (HIF 1) és a von Hippel-Lindau (VHL) faktor
kozott. Megfeleld oxigénkoncentracio esetén a VHL kapcsolodik a HIF1a-hoz, és annak
lebontédsat indukalja. Kobalt alkalmazasakor azonban a HIF1la nem degradalodik és a
HIF1pB-val dimerizalddva kifejti a génexpresszidra gyakorolt hatasait (Yuan et al., 2003),

ezaltal utanozza az alacsony oxigénkoncentracié esetén létrejovo génexpresszios mintd-
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zatot. A vizsgalatot két fazisban végeztiik, els6 alkalommal a hipoxia modellezésére al-
kalmazott CoCl; hozzaadasa a sejtekhez a PACAP-elékezelést kovetden két oraval tor-
tént, mig a kovetkezo kisérletben a PACAP-ot szimultan adtuk a sejtekhez. A vizsgalat-
hoz az alabbi sejtcsoportokat alkalmaztuk:

I.fazisban alkalmazott sejtcsoportok:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport

3. 500 uM CoClz-dal kezelt csoport

4. 100 nM PACAP+ 2 o6raval késobb 500 uM CoCl; kezelés

II.fazisban alkalmazott sejtcsoportok:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport

3. 500 uM CoClz-dal kezelt csoport

4. 100 nM PACAP+ szimultan adott 500 uM CoCl; kezelés

A CoCly-kezelés 24 oran at tartott, majd a sejtek életképességét MTT assay-vel vizsgaltuk.

6. A PACAP INT407-sejtekre Kkifejtett hatasa oxidativ stresszben

A vizsgalatot két fazisban végeztiik, az els6 kisérletben PACAP-eldkezelést kovetden 2
oraval tortént a H2O, sejtekhez valo hozzaadasa, mig a vizsgalat masodik fazisaban a
PACAP-ot és a H202-t szimultan adtuk a sejtekhez. A vizsgalathoz az alabbi sejtcsopor-
tokat alkalmaztuk:

I. fazisban alkalmazott sejtcsoportok:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport

3. 1 mM H0»-dal kezelt csoport

4. 100 nM PACAP+2 6ra malva 1 mM H»0,-dal kezelt csoport

II. fazisban alkalmazott sejtcsoportok:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal kezelt csoport

3. 1 mM H0»-dal kezelt csoport
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4. 100 nM PACAP+szimultan 1 mM H20--dal kezelt csoport
A H20: kezelést 24 oran at végeztiik, majd a sejtek viabilitdsat MTT assay segitségével

vizsgaltuk meg.

6.1. RNS csendesités

Az exogén PACAP-pal tortént vizsgalatok utan olyan kisérletet végeztiink, melynek célja
az endogén PACAP szerepének tisztazasa RNS interferencia (5. dbra) segitségével. Vizs-
galatunkhoz a ADCYAP1 génrdl atirodott PACAP mRNS-t célz6, mesterséges small in-
terfering RNS-t (siRNS) (Dharmacon, GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) hasznaltunk.
Pozitiv kontrollként a GAPD (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz) enzim mRNS-ére
specifikus siRNS-t, mig negativ kontrollként Non-targeting poolt hasznaltunk, amely
nem specifikusan kotédé siRNS szekvenciakat tartalmaz. A kisérlet sordn 5-5 nmol
GAPD kontroll pool, Non-targeting pool és ADCYAP1 specifikus siRNS-t oldottunk fel
1x RNaz-mentes pufferban (60 mM KCIl, 6 mM HEPES-pH7, 0,2 mM MgCl»). A kisér-
letek elétt wellenként 10* sejtet vettiink fel 96-lyuku lemezen. 25-25 nM GAPD kontroll
pool, Non-targeting pool és ADCYAP1 siRNS-t oldottunk fel DharmaFECT]1 transzfek-
cios reagens (Dharmacon, GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) tartalmu, szérum mentes
RPMI médiumban. A transzfekcio utan a sejteket 48 oran at inkubaltuk, majd a kovetkezd
csoportokban kezeltiik a mintakat: kezeletlen kontroll csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt,
ImM H>0-dal kezelt, 100 nM PACAP-pal+1 mM H»O;-dal kezelt sejtek. A sejtek via-
bilitasat MTT teszt segitségével mértiik.
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5.dabra: Géncsendesités sejttenyészetben RNS interferencia alapu modszerrel (forrds: elte.prompt.hu/si-

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

6.2. MTT-teszt

Az inkubacios periddust kovetden a sejtek viabilitasat MTT-teszt segitségével vizsgaltuk
(6. abra). A vizsgalathoz alkalmazott sarga szinlt MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-
feniltetrazolium-bromid) festéket lila szinli formazanna alakitjdk az €16 sejtekben 1évo
mitokondrialis enzimek, a lila formazan abszorpcidjat vizsgalva tudunk az éI6 sejtek
mennyiségére kovetkeztetni. Az inkubacids peri(')dus végeén a sejteket PBS-ben (Sigma,
sejtekhez és 3 Oran at 37°C—0n, 5%-o0s CO; tartalmaz6 kozegben inkubaltuk. Ezt kove-
tden az oldatot leszivtuk és a formazan tartalma partikulumokat 200 ul DMSO-val (di-
metil-szulfoxid) feloldottuk, majd ELISA olvaso (Dialab Kft, Hungary) segitségével, 570

nm hullamhosszon lemértiik az abszorbancia értéket.
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6.abra: MTT teszt soran a sarga szinti MTT-festéket lila szinii formazanna alakitiak az él6 sejtekben lévé

mitokondridlis enzimek, a festékabszorbancia értékét ELISA leolvasoval mérjiik. (Forrds: hitps://icbg.uc-

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

kezelés(2), inkubacios periodus(3), MTT hozzdaadasa, abszorbancia mérése ELISA leolvasoval(4). (For-
ras: http://www.itsbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=57&no=119)

7. Statisztikai analizis

Valamennyi vizsgalatot legalabb harom alkalommal ismételtiink meg. A statisztikai

analizist kétutas ANOVA segitségével végeztik, p<0,05 valdszinliséget tartottuk

szignifikansnak.

8. A PACAP hatasanak vizsgalata a bakterialis adhéziora és a bélflorara

8.1. A bakterialis adhézo vizsgalata

A vizsgélat megkezdése el6tt az INT407 és Caco-2 sejteket tripankékkel valo festést ko-
vetden megszamoltuk. A vizsgalathoz 24-1yuku plate-et hasznéltunk, valamennyi lyukba

3x10° sejtet helyeztiink. Mind a vékonybélbdl szarmazd INT407-sejteket, mind a vastag-
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bél karcindmabol szarmazo Caco-2 sejteket 10% FBS-t tartalmaz6 médiumban novesz-
tettiik antibiotikum nélkiil, 5% CO;-tartalom mellett, 37°C-on. A 24-lyuku plate well-
jeinek felébe a médiumhoz 400 ng/ml PACAP38-at adtunk. 24 6ras inkubalést kdvetden
a sejteket harom alkalommal atmostuk 1ml/well DPBS-el (Dulbecco’s phosphate-buft-
ered saline), majd 3x10® baktérium hozzaad4saval megfertdztiik Sket. 3 6ran at, 5% CO,-
tartalom mellett, 37°C-on inkubaltuk, majd ismét harom alkalommal mostuk at DPBS-
sel. A baktériummal fert6zott sejtek kinyerése céljabol az INT407 és Caco-2 sejteket
atmostuk, valamennyi well-be 1 ml 0,1% Triton-X100-at, 0,25% tripszint tettiink, majd a
plate-eket 10 percen at szobahdémérsékleten inkubaltuk. A lizdtumokat ismételt pi-
pettazassal homogenizaltuk, majd tizszeres higitas utan 10 pl-t raktunk Mueller-Hinton
agarlemezre ¢és 24 6ran at, 37°C-on inkubaltuk. A kdvetkezé napon megszamoltuk a ko-
l6nidkat, meghatdrozva ezzel a vékony- és vastagbélhamsejtekhez tapadt baktériumok
mennyis¢gét.

A vizsgalat soran az aldbbi baktériumokat hasznaltuk: Escherichia coli ATCC 25922, Sal-
monella Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 13833, Enterococcus

feacalis. A vizsgélatot hat alkalommal ismételtiik meg.

8.2. Citokin array

A PACAP citokin-expressziora kifejtett hatasat Proteome Profiler Human Cytokine Ar-
ray kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével vizsgaltuk. A vizsgalt
INT407-sejteket 6-lyuku plate helyeztiik, majd a vizsgalathoz az alabbi sejtcsoportokat
alkalmaztuk:

1. kezelés nélkiili kontroll csoport

2. 100 nM PACAP-pal 24 o6ran at kezelt csoport

3. 100 ng/ml lipopoliszachariddal (LPS) 24 6réan 4t kezelt csoport

4. 100 nM PACAP-pal 2 oran at elokezelt, majd 24 oran at 100 ng/ml LPS-sel kezelt
csoport

Az inkubaciot kdvetden a ledntott feliiluszot 6sszegytijtottiik, majd a vizsgalatot a gyartoi
leiras alapjan készitettiik eld és végeztiik el. A kit valamennyi sziikséges Osszetevot tar-
talmazta. A membranokat egy 6ran at blokkoltuk, majd detektalo antitest koktéllal inku-

baltuk ismét egy 6rdn at szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a membranokat minta/antitest
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koktéllal egy €jszakan at 2-8 °C-on inkubaltuk. Lemosast kovetden a membranokra HRP
(horseradish peroxidase)-konjugalt sztreptavidint tettiink 30 percre, majd a membranokra ke-
milumineszcens reagenst pipettaztunk, majd rontgenfilmre el6hivtuk. Az adatokat ImagelJ
szoftver segitségével analizaltuk és a 2. tablazatban feltlintetett fehérjéket vizsgaltuk. A vizs-

galatot harom alkalommal ismételtiik meg.

Human Cytokine Array Coordinates

WS e o
—r eSO o2 e B e Ee

A OO OO0 COOO COCO COOO OO

momm

CCL-1 CCL-2 CCL-3 CCL-5 CD40LG CXCL-1 CXCL-10
MCP-1 MIP-1at RANTES TNFSF5 CSa GROa IP-10
B CXCL-11 CXCL-12 G-CSF GM-CSF ICAM-1 IFN-y IL-1a IL-1B
I-TAC SDF-1 CD54 IL-1F1 IL-1F2
C IL-1ra IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 IL-12p70
IL-1F3
D IL-13 IL-16 IL-17A IL-17E IL-18 IL-21 IL-27 IL-32a
IL-1F4
E Ref MIF SerpinEl TNF-a TREM-1 Negativ
PAI-1 kontroll

2. tdblazat. Proteome Profiler Human Cytokine Array dltal vizsgalt fehérjék. A citokin array-vel

mérhetd faktorok tablazata.

Statisztikai analizis:
A statisztikai analizist kétutas variancia analizis segitségével végeztik, p<0,05

valdszintiséget tartottuk szignifikansnak.
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8.3. A bélflora osszetételének osszehasonlitisa PACAP KO és vad egereknél

8.3.1 Kiserleti egerek

Mind a PACAP KO, mind a vad egerek nyitott ketrecekben néttek fel standard koriilmé-
nyek kozott, 22-24 °C szobahdmérsékleten, 5515 % paratartalom mellett a Pécsi Tudo-
manyegyetem Allathazdban. Az egerek korlatlanul hozzafértek sterilizalt vizhez és stan-
dard élelemhez. A PACAP KO egerek genotipusa PCR segitségével volt megerdsitve ko-
rabbi vizsgalataink soran (Farkas et al., 2017b).

Valamennyi allatkisérlet soran az allatok jolétérdl sz6l6 Eurdpai Irdnyelveket kovettiik

(2010/63/EU), etikai bizottsag jovahagyasat kovetéen (BA02/2000-15024/2011).

8.3.2.A széklet bélflora molekularis analizise

Friss székletet gylijtottiink dssze 2 hetes, 1 honapos, 3 hoénapos, 6 hdénapos, 12 honapos
¢és 15 honaposnal idésebb (15-18 honap kozotti) KO és vad egerektdl, majd azt azonnal
folyékony nitrogénbe téve fagyasztottuk és a mintakat feldolgozasukig -80 °C-on taroltuk.
A vizsgélatra a Berlini Charité Egyetem Mikrobiologiai Laborjaban kertilt sor, ahol az
egerek beélflorajanak vizsgalata soran Enterobaktériumok, Enterococcusok, Lactobacillus,
Bifidobaktérium, Bacteroides/Prevotella spp., egér intesztinalis Bacteroides torzsek, Clo-
stridium coccoides csoport, és Clostridium leptum vizsgalatara keriilt sor kvantitativ real-
time PCR (qRT-PCR) segitségével. tekintve, hogy a munka ezen része kollaboracioban

késziilt, jelen dolgozatban a DNS analizis pontos, részletes leirasatol eltekintek.

8.3.3. Statisztikai analizis:

Mann-Whitney U teszt (GraphPad Prism v5, La Jolla, CA, USA) segitségével hataroztuk

meg a szignifikanciat, p<0.05 valosziniiséget tartottuk szignifikansnak.
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9. A PACAP vizsgalata human szovetmintakban

53 gyulladasos bélbetegségben szenvedo (23 Crohn-beteg, 30 colitis ulcerosas), valamint
13 ¢ép nyalkahartyaval bir6, funkciondlis hasmenés miatt colonoscopidn atesett beteg
szOveti mintdiban hasonlitottuk 6ssze a PACAP38 és 27 szinteket. A betegeket a vizsgalat
soran vett szovettani minta alapjan soroltuk 3 alcsoportba:

1. akut gyulladéssal jaré csoport, szovettani mintaiban kriptitisz, kripta abszcesszus vagy
neutrofil granulocita infiltraci6 észlelhetd,

2. kronikus gyulladéssal bird csoport, szovettani mintdiban limfocita vagy plazmasejtes
infiltracié lathato,

3. ¢ép nyalkahartyaval bird csoport, szovettani mintdiban ép nyalkahartya észlelhetd,
gyulladasos jelek nem lathatok.

Mindemellett megvizsgaltuk, hogy akut gyulladds esetén a betegek altal szedett
antibiotikus kezelés (metronidazol vagy metronidazol/ciprofloxacin) befolyasolja-e a
mintdk PACAP szintjét.

8 antrum gasztritiszben és 6 gyomorfekélyben szenvedd beteg szoveti mintdit is
megvizsgaltuk. Antrum gasztritisz esetén a gyulladt és €p (corpus) nyalkahartya adatait,
mig fekély esetén a fekélyalap, fekélyszél és az ép gyomor nyalkahartya szoveti mintait
hasonlitottuk Gssze, emellett Helicobacter pylori pozitivitds alapjan is elvégeztik a
mintak PACAP szintjeinek dsszehasonlitasat.

A vizsgalatot az etikai bizottsag eldzetes engedélyével végeztiik (2784,3117, Pécsi Tudo-
manyegyetem; 8-28/92 009-10 I 8EKU, ETT TUKEB). A vizsgalt mintakat lemértiik,
majd jéghideg desztillalt vizzel homogenizaltuk. A homogenizatumot lecentrifugaltuk
(12.000 rpm, 4 °C, 30 min).

A vizsgalatok soran a PACAP27 és 38 szinteket RIA modszerrel mértiik. Az altalunk
hasznalt PACAP38 antiszérumot karbodiimid altal konjugalt Cys23- PACAP24-28 ¢és
borju thyreoglobulin antigén ellen termeltetik nyulban, melyet 1:10000 higitasban
hasznaltuk. APACAP1-27 esetén 1:45000 higitast alkalmaztunk. Jeldletlen antigén: Sajat
laboratériumban késziilt mono-'*’I izotoppal jodozott birka PACAP24-38 és birka
PACAP1-27. A RIA mérés soran birka PACAPI-27 illetve PACAPI1-38 peptidet
hasznaltunk standardként 0-1000 fmol/ml tartomanyban. A RIA teszteket 1 ml 0,05 mol/l

crer
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duplikatumban az aladbbi inkubacids elegyet mértiik be: -100 ul PACAP1-27 vagy
PACAPI1-38 standard, ill. mérni kivant/ismeretlen minta,-100 pl antiszérum”88111-3”
PACAP1-38 (1: 10000 higitasban), vagy ,,88123-3” PACAP1-27 (1: 45000 higitasban), -
100 pl (kb. 5000cpm) 1 izotdppal jeldlt PACAP24-38 vagy PACAP1-27-assay-puffer.
A mintakat az Osszekeverést kovetden 4 °C-on 48-72 6rdig inkubaltuk. Ezutian az
antitesthez kotott jelolt antigén frakciot elvalasztottuk a szabad jelolt peptidektdl. A
csoveket 4 °C-on 15 percig 3000 rpm-en centrifugaltuk, a feliiluszot ledntottiik. A szénhez
kotodott szabad peptidfrakcid radioaktivitasat NZ310 tipusu spektrométeren megmértiik.
Ebbdl kovetkeztethetiink az ellenanyaghoz kotott radioaktivitds értékére, majd egy

kalibracios gorbérdl leolvashatjuk az ismeretlen minta PACAP1-38 vagy PACAP1-27

crer
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IV. Eredmények

1.A PACAP INT407-sejtek proliferaciojara kifejtett hatasa

A PACAP sejtproliferaciora kifejtett hatasat MTT-teszt segitségével vizsgaltuk. A tulélé

sejtek aranya tekintetében az alkalmazott PACAP-koncentraciok egyike sem okozott

szignifikans valtozast (7. abra).
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(tuléls sejtek aranya %-ban+SEM).

Tekintettel arra, hogy az MTT-teszt csak arrol ad informaciot, hogy a sejtek élnek-e vagy
sem, mig a klonogén talélési teszt a stilyosan sériilt €16, de mar replikdciora nem képes
sejteket is tudja vizsgalni, igy az eredmények pontosabb értékelése végett klonogén
tulélési assay-t is végeztiink. A vizsgalat sordn azt talaltuk, hogy 100 nM koncentracidban

alkalmazott PACAP nem befolyasolja a koloniaszamot 7 napos inkubécids idé utan
(8.abra).
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8.dbra. PACAP-kezelés hatasa a sejtkolonidk szamara

koloniak szama a kontrollhoz viszonyitva, %-ban+SEM)
y

A PACAP viabilitast és koloniaszamot befolydsold hatdsa mellett a kiilonbozd
tumorképzddés-asszocialt faktorok expressziojara kifejtett hatasat is vizsgaltuk oncology
array segitségével. A Proteome Profiler Human XL oncology array (9. abra) soran a
feliiliszoban taladlhaté szénsav-anhidraz IX, FoxOl és p27 szintje szignifikdnsan
csokkent, mig az enoldz-2 és a galektin-3 expresszidjaban nem észleltiink valtozast

(10.4bra).

Kontroll

100 nM PACAP

9. abra. A PACAP kiilonbézo tumorképzddés asszocialt faktorok expressziojara kifejtett hatasa. Az
eredmeény az abran jelolt pontoknak megfeleld faktorok esetén volt reprodukalhato: szénsav-anhidraz

1X(1), enolaz-2(2), FoxOl1(3), galektin-3(4), p27(5).
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10.abra. Az oncology array kvantitativ analizise (pixel intenzitds dtlaga+SEM; *p<0,05, **p<0,01 vs.
kontroll)

2.A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatisa gamma-sugarzas mellett

A sejtek ¢életképességének MTT-teszt segitségével valo vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk,
hogy valamennyi alkalmazott sugarddézis csokkentette a sejtek viabilitasat és az
irradiaciot megel6zden 2 oraval tortént PACAP-elokezelés nem befolyasolta a taléld

sejtek aranyat (11. abra).
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11.abra. A tulélo sejtek aranya PACAP elkezelést kévetéen gamma-sugarzas esetén

(tulélo sejtek aranya %-ban+SEM; *p<0,05 vs. kontroll)

Ezzel szemben az elvégzett klonogén assay azt mutatta, hogy a PACAP képes
befolyasolni a gamma-sugarzasnak kitett sejtek klonképzd képességét. Az irradidcio
megvaltoztatta a sejtek mitotikus aktivitasat a hasznalt dozistol fliggéen, 0,5 Gy
besugarzas esetén szignifikansan nétt, ugyanakkor 2, 3, illetve 4 Gy dozis alkalmazasakor
jelentdsen csokkent a klonképzO potencidl. Mindemellett valamennyi esetben
alacsonyabb proliferacios ratat eredményezett a PACAP-elokezelés, szignifikans

kiilonbséget 0,5, 1 és 2 Gy sugarddzis alkalmazasa esetén talaltunk (12. dbra).
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12.abra. A PACAP hatdsa a gamma-sugdrzasnak kitett sejtek klonképzo képességére

(koloniak szama a kontrollhoz viszonyitva, %-bantSEM; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll;
#p<0,05).

Ezen jelenség molekularis bioldgiai hatterének elemzése céljabol western blot
vizsgalatot végeztlink, mely a p-ERK1/2 szintjének jelentds csokkenését mutatta PACAP-

elékezelést kovetden 1 Gy dozisu irradidcio esetén (13.4bra).

P-ERK12 | guap e g e qug P9 | 20
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B-aktin D N D O 4 W | 5.
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PACAP - - # 2= @
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13.dbra. A p-ERK1/2 szintjének valtozasa sugarkezelést kovetden PACAP-hatas mellett. A mért optikai

denzitast a kontroll sejtek p-aktin szintjéhez viszonyitva normalizaltuk.
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3. APACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasa in vitro hipoxiaban

A kobalt-kloriddal végzett vizsgalat soran a sejtek viabilitasa szignifikdnsan csokkent a
kontroll csoporthoz képest. A vizsgalat elott 2 6raval adott PACAP a tal¢€l6 sejtek aranyat
nem valtoztatta meg (14. abra), és hasonld eredményt értiink el a sejtekhez szimultan
adott CoCl-kezelés kapcsan is, a tuléld sejtek ardnya szimultan kezelés mellett sem

valtozott (15. abra).
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14.abra. PACAP-elbkezelés hatdsa a sejtek tuléloképességére in vitro hipoxiat kovetéen. (tuléld sejtek
aranya %-ban+SEM; ***p<(,001 vs. kontroll).
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15.abra. Szimultan alkalmazott PACAP-kezelés hatasa a sejtek tuléléképességére in vitro hipoxidat kove-
toen. (tuléld sejtek aranya %-ban+SEM; ***p<0,001 vs. kontroll).

4. A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasa oxidativ stresszben

Az oxidativ stresszt | mM H2Os-koncentracid hozzdadasaval modelleztiik. A H2O; ilyen
mennyiségben szignifikans tulélés-csokkenést eredményez, ugyanakkor elegendé még az
¢l sejtek szdma a kisérletek elvégzéséhez. A PACAP-pal valo eldkezelés nem
befolyasolta a tuléld sejtek aranyat, ugyanakkor a H>O»-dal szimultan adott PACAP

szignifikansan mérsékelte az oxidativ stressz hatasat (16.4abra, 17.4bra).
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16.abra. A PACAP-eldkezelés hatdsa a sejtek tuléloképességere oxidativ stressz esetén (tulélo sejtek

aranya %-bantSEM; ***p<0,001 vs. kontroll; ###p<0,001).
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17.dbra. A szimultan PACAP-kezelés hatasa a sejtek tuléléképességére oxidativ stressz esetén. (tulélo

sejtek aranya %o-bantSEM; ***p<0,001 vs. kontroll; ###p<0,001).
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Az exogén PACAP hatdsanak vizsgalata utan kisérleteink az endogén PACAP szerepének
feltérképezésére iranyultak. Ezen célbol ADCYAP1 siRNS transzfekciot végeztiink. A
csendesités utan a sejtek életképességét MTT-teszt segitségével vizsgaltuk. Mind az
siRNS-sel transzfektalt, mind a nem csendesitett csoportban a sejtek tulélését
szignifikansan csokkentette az oxidativ stressz. Ugyanakkor 6sszehasonlitva a két csoport
viabilitasat, azt talaltuk, hogy a csendesitésen atesett csoportban jelentdsen alacsonyabb
szamu sejt maradt életképes, ezek a sejtek sokkal érzékenyebben reagéltak az oxidativ
stressz karositd hatasara. Exogén PACAP hozzdadasa mellett mindkét csoportban
mérsékelhetd volt a H>O» okozta viabilitast-csokkentd hatds. A kontroll csoportok

viabilitasdban nem talaltunk kiilonbséget (18.4bra).
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18.dbra. Az ADCYAPI siRNS transzfekcio hatasa a tulélo sejtek aranydara oxidativ stressz esetén (tulélé
sejtek aranya %o-bantSEM; **p<0,01, ***p<0,001 vs. megfelelo kontroll; ###p<0,001; ~'p<0,01).
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5. A PACAP bakterialis adhéziora kifejtett hatasa

A PACAP bakterialis adhéziora kifejtett hatasanak vizsgalata soran INT407 és Caco-2
sejtkulturak felhasznaldsaval az alabbi baktériumokat vizsgalatuk: Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC
13833, és Enterococcus feacalis (klinikailag izolalt). A vizsgalt baktériumok koziil egyik
esetben sem észleltink PACAP hozzaadasa mellett szignifikans valtozast a bakterialis
adhézioban. A PACAP kezelés sem az INT407 (19.abra), sem a Caco-2 sejtkulttra
(20.4bra) esetén nem fejtett ki szignifikans hatast a bakterialis adhéziéra. Valamennyi
vizsgélatot hat alkalommal ismételtiik meg, minden esetben hasonl6 eredményt kaptunk,
az észlelt kiilonbségek biologiailag nem bizonyultak relevansnak, igy nem tekinettiik azt

szignifikansnak.
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19.abra. A PACAP bakterialis adhéziora kifejtett hatasanak vizsgalata INT407 sejtkultura
felhasznalasaval. A vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget nem észleltiink a baktérium koloniak

szamaban PACAP hozzaadasa mellett.
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20.abra. A PACAP bakteridalis adhéziora kifejtett hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtkultura
felhasznalasaval. A vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget nem észleltiink a baktérium koloniak

szamaban PACAP hozzdaaddasa mellett.

6. A PACAP citokin-expressziora kifejtett hatasanak vizsgalata

A PACAP bélrendszeri gyulladdsos folyamatokra vald hatdsossdganak vizsgalatdhoz
INT407 sejttenyészetet hasznaltunk, a gyulladdsos folyamatokban felszabadul6 citokinek
expressziojat human citokin array segitségével vizsgaltuk. Vizsgalatunk soran a PACAP
onmagaban szignifikdnsan emelte az IL-8 és IL-18 expresszidjat, kis mértékben valtoz-
tatta a CXCL-1 (C-X-C motifligand 1) és a MIF (macrophage migration inhibitory factor)
expressziojat. 100 ng/ml lipopoliszacharid hatdsara magas CXCL-1, IL-8, IL-18 és MIF
szinteket mértiink. Ez a valtozas 1L-8 és IL-18 esetében szignifikans volt. A PACAP-el6-
kezelés csokkentette az LPS-indukalta emelkedett IL-8 ¢s CXCL-1 expressziot. Mind a
PACAP, mind az LPS egy enyhe, de nem szignifikans, aktivalé hatast gyakorolt a MIF-
re (21. abra, 22.4bra).
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100 ng/ml LPS

100 nM PACAP+
100 ng/ml LPS

21. abra. A PACAP citokin-expressziora kifejtett hatisa INT407 sejtkultura felhasznaldasaval. (a) kontroll
sejtek, (b) 100 nM PACAP-pal kezelt sejtek, (c) 100 ng/ml LPS-sel kezelt sejtek, (d) 100 nM PACAP-
eldkezelés utan 100 ng/ml LPS-sel kezelt sejtek. Az eredmény az abran jelolt pontoknak megfeleld faktorok
esetén volt reprodukalhato: (1) CXCL-1, (2) IL-8, (3) IL-18, (4) MIF. Az LPS-indukalta valtozast CXCL-1
és IL-8 esetében tudta a PACAP-eldkezelés ellensulyozni. A tovabbi pontok, ahol szignifikans eredményt
nem talaltunk (bal felsé saroktol indulva, szamozas nélkiil): CCL-1, CCL-2, MIP-1a, RANTES, CD40
ligand, C5a, CXCL10 CXCLI11, CXCL12, G-CSE, GM-CSF, ICAM-1, IFN-y, IL-1ra, 1L-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12, p70, IL-13, IL-16, IL-17, IL-21, IL-27, IL-32a, Serpin E1, TNF-¢, TREM-1.
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22. abra. A citokin array kvantitativ analizise, pixel intenzitas atlaga=SEM; *p<0,05 vs kontroll

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

7. A bélflora osszetételének vizsgalata PACAP KO és vad egereknél

A bélflora Osszetételének vizsgalata sordan 2 hetes kortol 18 honapos korig vizs-
galtuk a PACAP KO ¢és vad egerek mintait. Vizsgalatunk soran €letkor szerinti kiilonbség
is adodott, vad egerek esetén a 2 hetes és az 1 honapos egerek esetében szignifikdnsan
tobb az Enterobaktériumok szama (23. abra). PACAP KO egerekben az iddsebb, 12 ho-
napos allatok szignifikansan kevesebb Enterobaktériummal rendelkeznek, mint az 1 és a
3 honapos tarsaik. 3 honapos vad egerekben szignifikdnsan alacsonyabb az Enterococ-
cusok szama, mint a fiatalabb egerekben (23. abra). PACAP KO egerek esetén az 1 ho-
napnal fiatalabb allatokban az Enterococcusok szignifikdnsan magasabb szamban vannak
jelen, mint a harom honapnal idésebbekben (23. 4bra). Lactobacillusok esetén szintén a
3 honaposnal fiatalabb allatok esetében észleltiink jelentdsen magasabb csiraszamot (24.
abra). A Bifidobaktériumok vizsgalata soran vad egerekben 2 hetes életkorban talaltuk a
legnagyobb csiraszamot, mig 6 honaposndl iddsebb allatokban szignifikdnsan alacso-

nyabb volt a Bifidobaktériumok jelenléte (24. abra). Ugyanakkor KO egerek esetében a
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Bifidobaktériumok valamenyi életkorban nagyon alacsony szamban voltak jelen (24.

abra). Az obligdit anaerob, Gram negativ baktériumokat vizsgalva a Bacterio-

ides/Prevotella torzsek fiatalabb allatokban nagyobb szamban voltak jelen, mint idések-

nél vad egerekben. PACAP KO egerek esetében 3 honapos korig volt észlelheté mérsékelt

csOkkenés, utana novekedést észleltiink. A Clostridium coccoides esetében vad egereknél

enyhe csokkenés volt igazolhato 15 honapnal id6sebb allatokban, mig PACAP KO egerek

esetében 6 honapos kor utan észlelheté csokkenés a baktériumszamban a fiatalabb alla-

tokkal 6sszehasonlitva.
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23. abra. Enterobacteriumok (4) és Enterococcusok (B) génkopidinak szama a székletben

PACAP KO (PACAP-iires kor) és vad (WT-sotét kor) egerek esetén életkori megoszlas szerint. A szignifi-

kancia meghatarozas Mann-Whitney U teszt segitségével tortént (p<0.05)
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PACAP KO ¢és vad egerek bélflorajanak osszetételét 6sszehasonlitva azt talaltuk,
hogy a teljes baktériumgénszamot tekintve nincs kiilonbség a két csoport kozott, ugyan-
akkor az egyes baktériumokat kiilon véve jelentds kiillonbségek voltak igazolhatoak. Az
Enterobaktériumok kisebb mennyiségben vannak jelen KO egerekben 1 honapos €letkor-
ban, mig Enterococcusok esetében a 6 hdnapnal idésebb allatokban észlelhetd kiilonbség,
a vad egerekben magasabb szamban mutathat6 ki (23. abra). Az egér intesztinalis Bac-
teroides torzsek mérsékelten nagyobb mennyiségben voltak kimutathatok PACAP KO
egerek bélflorajaban 1 €s 6 honapos korban, mig késobbi €letkorban, 12 honaposnal id6-
sebb egerek esetén Bacteroides/Prevotella spp., 15 honapos kor utan Lactobacillusok ese-
tén volt hasonld valtozas igazolhatd. A legszembetiindbb kiilonbség azonban a Bifidobak-
tériumok esetén adodott, KO egereknél szinte hidnyzott a bélflorabol (24. abra), aminek

komoly patofizioldgiai jelentdsége lehet egyes betegségek kialakulasa esetén.
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24. abra. Lactobacillusok (A) és Bifidobacteriumok (B) génkopidinak szama a székletben PACAP KO
(PACAP-iires kor) és vad (WT-sétét kor) egerek esetén életkori megoszias szerint. A szignifikancia megha-

tarozas Mann-Whitney U teszt segitségével tortént (p<0.05)
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8. A PACAP vizsgalata human szoveti mintakban

Gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek szoveti mintdiban mért PACAP38- ¢és
PACAP27-szintek vizsgalata kapcsan azt talaltuk, hogy Crohn-betegség esetén nem volt
jelentds kiilonbség a PACAP-szintekben az ép ¢és gyulladt nyalkahartya adatait
Osszehasonlitva (25. dbra, 26. dbra), mig colitis ulcerosa esetén az akut gyulladéssal jard
megbetegedés mellett vett mintdk PACAP-szintjei jelentésen magasabbak voltak a

normal nyalkahartyaban mértekhez képest (27. abra, 28. ébra).
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25. abra. PACAP3S8 szintjeinek dsszehasonlitasa Crohn-betegség esetén.
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26. abra. PACAP27 szintjeinek 6sszehasonlitisa Crohn-betegség esetén.
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27.abra. PACAP38 szintjeinek 6sszehasonlitasa colitis ulcerosa esetén. (**p<0,01, ***P<0,001).
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28.abra. PACAP27 szintjeinek dsszehasonlitasa colitis ulcerosa esetén. (**p<0,01, **¥*P<0,001).

Osszehasonlitva az antibiotikumot szedd és antibiotikum-kezelésben nem részesiild
colitis ulcerosas betegek mintait, azt talaltuk, hogy antibiotikum-szedés mellett
szignifikansan alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje (29. dbra, 30.
abra).
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29. abra. Antibiotikumot szedo6 és nem szedo betegek mintdiban a PACAP38 szintjeinek osszehasonlitasa.

(**p<0,01,***p<0,001).
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30. abra. Antibiotikumot szed6 és nem szedd betegek mintdiban a PACAP27 szintjeinek 6sszehasonlitdsa.

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

Az antrum gasztritiszben szenvedd betegek mintdinak vizsgalata sordn nem észleltiink
jelentds kiilonbséget a gyulladt antrum és az ép corpus mintdk PACAP38-szintjeinek
Osszehasonlitasa soran (31. dbra). Osszehasonlitva a Helicobacter pylori pozitiv és
negativ mintdkat szintén nem taladltunk szignifikdns kiilonbséget (32. é&bra). A
gyomorfekély esetén a fekélyalap, fekélyszEl és az €p gyomornyalkahartya mintaiban

mérhetd PACAP38 értékeiben szintén nem észleltiink szignifikans kiilonbséget (33. dbra).
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31.abra. Antrum gasztritiszben szenvedo betegek mintdinak vizsgalata soran a gyulladt antrum és az ép

corpus nyalkahdartya PACAP38-szintjeinek osszehasonlitdsa.

PACAP38

400

350

300

o 250
£

= 200
£

150

100

50

0

Antrum Hp neg. Antrum Hp poz. Corpus Hp neg. Corpus Hp poz.

32.abra. Antrumbol és corpusbol szarmazo szovetmintak PACAP38-szintjeinek dsszehasonlitdsa

Helicobacter pylori-pozitivitas alapjan.
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33.abra. Fekeélyalap, fekelyszél és normal nyalkahartya PACAP3S értékeinek osszehasonlitasa.
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V. MEGBESZELES

1. INT407-sejteken végzett vizsgalatokkal kapcsolatos kovetkeztetések

Vizsgalatunk célja volt a PACAP human intesztinalis hamsejtekre kifejtett hatasat
vizsgalni. Korabbi irodalmi adatokat attekintve az talalhatd, hogy human colon tumor
sejtvonalhoz (HCT-8) adva a PACAP novelni képes az életképes sejtek szamat (Le et al.,
2002.), ugyanakkor négy masik colon tumoros sejtvonal esetében csokkentette a sejtek
proliferaciojat (HT29, SW403, DLD-1, Caco-2) (Leliévre et al., 1998). PACAP KO ege-
rek esetén gyulladasos bélbetegségmodellben, DSS-indukélta colitis esetén a KO egerek-
ben a betegség tiinetei sokkal sulyosabbak, mint a vad egerek esetében. Emellett a KO
egerek 60%-aban colon tumor alakul ki (Nemetz el al., 2008). Kutatocsoportunk korabbi
vizsgalata sordn vastagbéltumorok miitéti prepardtuméaban jelentdésen alacsonyabb
PACAP38-szint volt kimutathatd (Szanto et al., 2012). Mindezek alapjan feltételezhetd,
hogy a PACAP befolyasolja a colon tumorok ndvekedését, és feltehetden specifikus ha-
tasa van a vastagbélben. Ugyanakkor — vizsgalatainkat megeldzden - az irodalomban nem
volt fellelhetd adat a PACAP vékonybélben kifejtett in vitro hatésait illetden. A PACAP
vékonybélhamsejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz human embrionalis jejunumbol
és ileumbol izolalt INT407-sejteket hasznaltunk. Vizsgalatunk elsd részében a PACAP
sejtproliferaciora ¢€s a sejtek klonképzd képességére kifejtett hatasat vizsgaltuk, majd a
sejtciklusban szerepld, tumorképzddésben részt vevd faktorok expresszidjara kifejtett ha-
tasat teszteltiik Proteome Profiler Human XL Oncology Array segitségével. Vizsgalata-
ink sorédn azt talaltuk, hogy a PACAP 6nmagaban alkalmazva nem valtoztatta meg a sej-
tek viabilitasat MTT-teszt soran, ugyanakkor klonogén assay esetén sem befolyésolta a
klonképzo képességet. Mindez korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban van, mely sze-
rint a PACAP 6nmagéban val6 exogén adasa nem befolyasolja in vitro az €16 sejtek ara-
nyat (Réacz et al., 2007; Horvath et al., 2011; 2014). Kisérleteink soran a PACAP szigni-
fikansan csokkentette a szénsav-anhidraz IX, FoxO1 és p27 expresszidjanak szintjét. A
szénsav-anhidraz IX a vesetumorok kialakulasaban jatszoé faktor (Tostain et al., 2010),
szintje szignifikansan csokken PACAP-kezelés hatasara. A FoxO1 az apoptozist és a sejt-
ciklus felfliggesztését eldsegité peptid (Lu and Huang, 2011), melynek szintje szintén
szignifikansan csokken PACAP hatéasara. A p27 (vagy Kipl) a ciklin-dependens kinaz
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(CDK) inhibitorok koz¢ tartozik, melynek mind pozitiv, mind negativ hatasa lehet a cik-
lin-dependens kinaz aktivitast illetéen (Moller, 2000). A FoxOl1 aktivacidja noveli a p27
jék feltehetden egyiitt, egymassal 6sszhangban miikodnek. Mindezen adatok alapjan fel-
tételezhetjiik, hogy a PACAP részt vesz a sejtciklus szabalyozasaban INT407-sejtek ese-
tén, de nincs jelentds hatasa normal koriilmények kozott.

Vizsgalatunk kovetkezo részében a PACAP kiilonb6z6 stresszorok mellett kifej-
tett hatasat vizsgaltuk. Elsé 1épésben in vitro hipoxiat modellezve CoClz-ot adtunk az
INT407-sejtekhez, majd emellett vizsgaltuk a PACAP hatésat. Eredményeinkben azt ta-
laltuk, hogy sem a PACAP-elokezelés, sem a CoCl,-vel egyiitt adott PACAP nem javi-
totta jelentdsen a sejtek tulélését. A kovetkezokben a PACAP gamma-sugarzas mellett
kifejtett hatasat vizsgéltuk. Tekintettel arra, hogy a sugarterapidnak a gyors turnoverii
bélhamsejteket karositd hatasa €s az ennek kovetkeztében kialakuld hasmenés egy igen
komoly szovodménye, ezért vizsgalatunk célja volt meghatarozni, vajon a PACAP befo-
lyasolja-e a besugarazott vékonybélhamsejtek ttlélését. A hipoxianal tapasztaltakhoz ha-
sonloan azt talaltuk, hogy a PACAP az irradialt sejtek ttlélését nem befolyasolta, viszont
meglep6 moédon csokkentette a sejtek klonogén potencialjat, azaz felerdsitette a sugarzas
karosito hatasat. A hattérben zajlo molekularis mechanizmusok feltérképezése céljabol
végzett western blot soran a p-ERK1/2 szintjének csdkkenése volt detektalhato 1 Gy su-
gardozis esetén alkalmazott PACAP-eldkezelés mellett. Az ERK egy antiapoptotikus ha-
tasu szignaltranszdukcids utvonal tagja, igy a PACAP sugarzas okozta sejtkarosito hata-
sanak fokozasat tamasztotta ald ez a vizsgalatunk is.

A kovetkezd stresszor alkalmazasa esetén a PACAP az oxidativ stressznek kitett
sejtek tulélését javitotta, de csak abban az esetben, amikor a PACAP-ot H202-dal egyiitt
adtuk a sejtekhez. Az ionizalo sugarzas sejtkarosodashoz vezetd mechanizmusa tobb pon-
ton megegyezik az oxidativ stressz esetén zajlo folyamattal, amelynek soran a hidrogén-
peroxid-kezelés reaktiv oxigéngyokok felszabadulasaval vezet a sejtek karositasahoz. A
gamma-sugarzas nagyon gyorsan ROS-képzddéshez vezet, hidroxilgyok (OH"), ionizalt
viz (H20"), hidrogén gydk (‘H) és hidralt elektronok (e.q) keletkeznek, majd szekunder
ROS-termékek alakulnak ki (02" és H2O»). Ezek a ROS-termékek reaktiv nitrogéngyd-
kokkel (reactive nitrogen species, RNS) egylitt szdmos kaszkadot inditanak el, melyek
kolcsonhatasba 1épve a sejtek egyes elemeivel azok kéarosodéasat okozzak (Reisz et al.,

2014).
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A PACAP gamma-sugarzas mellett kifejtett hatdsanak vizsgélata soran azt talaltuk,
hogy a sejtek viabilitasat a gamma-sugarzas csokkentette, ugyanakkor azonban a sejtek
¢letképességét a PACAP-elokezelés egyik esetben sem befolyéasolta. A PACAP csak ab-
ban az esetben javitotta a sejtek talélését, ha hidrogén-peroxiddal egyiitt, szimultan adtuk
a sejtekhez, viszont a kisérleti elrendezés miatt a besugarazott sejteket szimultan kezelni
nem lehetett.

A sejtek életképességének vizsgalatat mind MTT-teszt, mind klonogén assay se-
gitségével elvégeztiik, mivel az MTT-teszt csak arrol ad informaciot, hogy a sejt a karo-
sitd faktor hatasara elpusztult-e, vagy sem, ugyanakkor a szenzitivebb klonogén assay
arrol is informdaciot ad, hogy az €16 sejt milyen mértékben karosodott, mivel a stlyosan
karosodott sejtek nem képesek osztddasra, klonképzésre. Vizsgalatunkban azt talaltuk,
hogy a PACAP csokkentette az irradialt sejtek klonogén potencidljat valamennyi sugar-
dozis alkalmazésa esetén, ugyanakkor a PACAP-kezelés irradiacié nélkiill nem rontotta
az INT407-sejtek klonképzo képességét. A klonogén assay-t HoO»-kezelt sejtek esetén
nem tudtunk alkalmazni, mivel ezek a sejtek nem ¢élik tul a klonogén assay-vel jar6 hosszu
kisérleti procedurat. Mindezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP hatasai
nagymértékben fliggenek az alkalmazas iddpontjanak megvalasztasatol. Ezt timasztja ala
munkacsoportunk egy korabbi vizsgalata is, melynek soran a PACAP protektiv hatast
volt a HTR8/SVneo human trofoblaszt sejtekre 2 6raval az oxidativ stressz kezdete el6tt
adva, de ugyanakkor a PACAP ¢és a H,0: egyiittes alkalmazasakor nem befolyésolta az
oxidativ stressz hatdsat (Horvath et al., 2014) szemben a jelen vizsgalati eredménnyel,
ahol a PACAP a H>O» hatasat szimultan alkalmazas mellett befolyasolta. Mindezek alap-
jan feltételezhetd, hogy az exogén PACAP hatdsai nemcsak a sejt tipusatol, hanem az
alkalmazas id6pontjatol és a cellularis stresszor fajtdjatol is fiiggenek.

Az exogén PACAP hatdsainak vizsgélatat kovetden a sejtekben 1évd, endogén
PACAP szerepét vizsgaltuk poszttranszkripcids géncsendesités segitségével. A vizsgala-
taink soran hasznalt sejtvonalat embriondlis szovetbdl izolaltak, ezek az embrionalis sej-
tek az enteroendokrin sejteknek is prekurzorai, igy feltehetden tartalmaznak endogén
PACAP-ot. Korabbi vizsgalatok soran immunhisztokémiailag mar igazoltdk csirke vé-
konybélhamsejtekben a PACAP jelenlétét (Pirone et al., 2011) és miutan a PACAP az
evolucio soran nagymértékben konzervalodott, feltételezhetd, hogy az emberi INT407-

sejtek is expresszaljak. Vizsgalatunk sordn azt talaltuk, hogy H>O»-indukélta oxidativ
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stressz-szel szemben az ADCYAP1 siRNS-sel tortént transzfekcio a sejtek fokozott érzé-
kenységét valtotta ki, mely kordbbi vizsgalati eredményeinkkel 6sszhangban van, azaz a
PACAP-génhianyos egerek kiilonféle karosito hatassal szemben sokkal sériilékenyebbek,
mind a vad tipust egerek (Reglddi et al., 2012). Ugyanakkor PACAP KO egerekbdl szar-
maz0 primer vesesejtkultirat vizsgalva azt talaltuk, hogy H>O: -indukalta oxidativ stressz
mellett a sejtek tulélése rosszabb, annak ellenére, hogy normal koriilmények kozott nincs
kiilonbség a PACAP-génhianyos ¢és a vad egerekbdl szarmazo sejtek kozott (Horvath et
al., 2010). Mindemellett szdmos korabbi kézlemény eredményei is azt tamasztjak ala,
hogy a PACAP KO egerek valamennyi stresszor hatdsara sériilékenyebbek, mint a vad
tarsaik, igy rendlis iszkémia/reperfuzi6é mellett (Szakaly et al., 2011), de a magasabb vul-
nerabilitast leirtdk kisagyi szemcsesejtek esetén in vitro (Vaudry et al., 2005), vékonybél-
iszkémia (Ferencz et al., 2010a,b), és DSS-indukalta colitis (Azuma et al., 2008) in vivo
modelljeiben. PACAP KO egerek esetében mind a pre-szenilis, mind a szenilis amiloid
generalizaltabban, sulyosabban jelenik meg. A hisztopatologiai vizsgalatok korral dssze-
fliggd szisztémas amiloidozist igazoltak szamos szervben, de a bélben kifejezetten stlyo-
san jelent meg (Reglédi at al., 2018b). Mindezek az adatok jelenlegi vizsgalati eredmé-
nyeinkkel 6sszhangban azt tdmasztjak ald, hogy az endogén PACAP-nak védd szerepe
van a kiilonb6zd szdvetekben, kiilonb6zd koriilmények kozott, kiillonbozo stresszorok
mellett. Mind az exogén, mind az endogén PACAP-nak szabalyozé szerepe van a vékony-
bél epitelidlis sejtjeiben, de ez bizonyos keretek kozott érvényesiil csak, elsdsorban a
stresszor tipusatol és a PACAP alkalmazasi idejétdl fiiggden. A harom kiilonféle stresz-
szorral (hipoxia, oxidativ stressz, ionizalo sugarzas) végzett vizsgalataink adatait Gssze-
hasonlitva arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a PACAP védi az oxidativ stressz-szel
szemben a sejteket mind exogén, mind endogén formaban, de nem képes az INT407-
sejtek életképességét javitani gamma-sugarzas €s in vitro hipoxia mellett, s6t a klonogén

potencialt csokkentheti is.
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2. A bakterialis adhéziora és a bélflorara kifejtett hatas vizsgalata

A bélrendszeri bakterialis infekciok kialakulasa esetén donto jelentdségii a bakté-
riumok ¢és az intesztinalis hamsejtek felszine kozt 1étrejovo adhézid. Akut ileitisz esetén
sok esetben a kommenzalis bélflora tagja, igy példaul az Escherichia coli transzlokalddik
az epitelialis barrieren at az intesztinalis lamina propridba, majd az atjutott baktérium,
vagy a bakteridlis sejtfal egyes alkotdeleme (pl.: LPS) a véraramba jutva szepszist vagy
tobbszervi elégtelenséget okozhat (Bereswill et al., 2010). Egereken Toxoplasma gondii-
indukalta akut ileitisz esetén profilaxisként vagy terapiaként alkalmazott exogén PACAP
a gyulladasos folyamat sulyossagat enyhiti, a Th1-medialta immunvalaszt és az oxidativ
stresszt csokkenti, ugyanakkor eldsegiti az antiinflammatorikus citokinvalaszt (Hei-
mesaat et al., 2014). A PACAP bakterialis adhéziora és bélrendszeri gyulladasos folya-
matokra val6 hatasossaganak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a PACAP 6nmagaban is,
de kiilondsen LPS beadasa utan befolyasolja a citokin-expressziot INT407 vékonybél-
hamsejtek esetén. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az endotoxinhatas utan mérhetd
csokkent citokin-expresszid egy tovabbi tényezd lehet a PACAP gyulladascsokkentd ha-
tasmechanizmusaban a bélrendszer gyulladasos folyamatai esetén. Vizsgalatunk soran
nem talaltunk direkt hatast a bakterialis adhéziora, ami azt sugallja, hogy a PACAP nem
befolyasolja kozvetleniil a baktériumok bélhamsejtekhez valo tapadasat, azonban részt
vesz a kiilonboz6 korokozok altal indukalt gyulladasos reakcidkban. Korabbi irodalmi
adatok alapjan is feltételezhetd, hogy a PACAP kozvetlen hatéssal lehet a baktériumokra
és mas korokozokra. A PACAP els6é kozvetlen antimikrobialis hatasat bizonyitottan a
Tetrahymena thermophila protozoon esetében irtak le, ahol a PACAP kemorepellens ha-
tast mutatott (Mace et al., 2000), ennek kapcsan ugyanazon a receptoron keresztiil hatott,
mint a lizozim (Hassenzahl et al., 2001). Egy késébbi tanulmany igazolta egyéb parazita,
igy a Trypanosoma brucei elleni hatasossagat is. Mind a VIP, mind a PACAP elpusztitotta
a parazita véraramba juto, fert6zé formajat, ugyanakkor a nem fert6z6 parazitdkra nem
voltak hatassal (Gonzalez-Rey et al., 2006). A parazitak integritdsat a citoszdlba jutva és
ott felhalmozddva kérositottak (Gonzalez-Rey et al., 2006). Egy a kdzelmultban publikalt
vizsgalat igazolta, hogy a PACAP, valamint a vele rokon peptidek és analogok képesek
kozvetlen antibakterialis hatast kifejteni (Starr et al., 2018). Mind a PACAP38, mind a

PACAP27, valamint a vele rokon VIP és szekretin rendelkezik antibakterialis hatassal a
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Gram-negativ kérokozok, igy példaul az Escherichia coli-val szemben. A PACAP ugyan-
akkor hatassal van a Gram-pozitiv Staphylococcus aureus-ra is. Egy masik vizsgalat
emellett azt mutatta, hogy a PACAP mérsékelt sterilizal6 hatast gyakorolt a Pseudomonas
aeruginosa-val és az Escherichia coli-val szemben, mig ezt a hatdst a tobbi peptid eseté-
ben nem lehetett ilyen markansan bizonyitani. A PACAP emellett mérsékelt aktivitast
mutatott a Bacillus cereus ellen is (Starr et al., 2018). A PACAP antibakterialis hatdsme-
chanizmusat membran-permeabilizacids hatasnak talaltdk anélkiil, hogy toxikus mellék-
hatasokat okozna. Ezt tdmasztja ald a vordsvérsejtek zavartalan hemolitikus aktivitasa
(Starr et al., 2018). APACAP direkt antimikrobas hatasat igazolta Debbabi és munkatarsai
kozelmultban elvégzett vizsgalata is, ahol szamos baktérium mellett a Burkholderia
cenocepacia torzzsel szemben mutatott kifejezett antibakterialis hatdst a PACAP
(Debbabi et al., 2018). Mindezen adatok amellett szo6lnak, hogy a PACAP kozvetleniil a
baktériumokra hat. Vizsgalatunk soran felvetettiik, hogy a PACAP hatassal van a bakté-
zésképpen jelenlegi tudasunk alapjan Ugy tlinik, hogy a PACAP védd hatast fejt ki a bél
gyulladdsos megbetegedéseiben mind direkt antibakteridlis hatdséval, mind citoprotektiv
hatasan keresztiil anélkiil, hogy befolyasolna a baktériumok bélfalhoz térténd tapadasat.
A kovetkezd 1épésben emiatt megvizsgaltuk a PACAP citokin-expressziora vald hatasat
INT407 sejtkultara felhasznalasaval. Miutan ismert, hogy a PACAP hatassal van a gyul-
ladasos citokinek és kemokinek képzddésére kiillonbozd sejtek esetén, ezért célul tliztiik
ki ezen hatds vizsgalatat vékonybélhdmsejtek esetén. Vizsgalatunk soran azt talaltuk,
hogy a PACAP megvaltoztatta szamos citokin expressziojat. Az IL-8 a kemokincsalad
tagja, mely erds kemotaktikus hatassal rendelkezik (Baggiolini et al., 1989), ugyanakkor
fontos szerepet jatszik a gyulladdsos, autoimmun és fert6z6 megbetegedések esetén (Ha-
rada et al., 1994; Koch et al., 1992; Smyth et al. 1991). Jelen vizsgalatunk soran azt talal-
tuk, hogy LPS hatasara szignifikdnsan megnétt az IL-8 expresszidja, amit a PACAP-ke-
zelés képes volt megakadalyozni. Eredményiink dsszhangban van Zhang és munkacso-
portjanak vizsgalati eredményével (2005), akik a PACAP expresszio-csokkentd hatasat
irtak le IL-1pB-vel stimulalt ARPE sejtek esetén. Vizsgalatunkban az IL-8 mellett LPS
hatasara szignifikans IL-18 expressziot talaltunk, melyet azonban a PACAP-kezelés nem
befolyasolt. LPS hatasara emelkedet CXCL-1-expressziot mértiink, melyet a PACAP-

elékezelés szignifikdnsan csokkentett. A CXCL-1 neutrofil granulocitak, makrofagok és
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epitélsejtek altal termelt kemoattraktans aktivitassal rendelkez6 citokin, mely fontos sze-
repet jatszik a neutrofil granulocitak aktivalasaban (Sawant et al., 2016). Delgado és mun-
katarsai korabban leirtak a PACAP expresszio-csokkentd hatasat LPS-stimulalta peri-
tonealis makrofagok és mikrogliasejtek esetén (Delgado et al., 2001, 2002). Osszességé-
ben elmondhat6, hogy a PACAP képes szamos citokin expressziojat befolyasolni. Ezt
bizonyitottak mar szamos sejt és szovet esetében, igy limfocitak (Wang et al., 1999), aszt-
rocitak és mikrogliasejtek esetén (Gottschall et al., 1994; Delgado et al., 2002), retina
krénikus hipoperfuzios modelljében (Szabo et al., 2012) és a vesében diabéteszes €s isz-
kémias nefropatia esetén (Horvath et al. 2010; Banki et al. 2013). A PACAP citokin-exp-
resszidra kifejtett hatasa kiilonb6zo az egyes sejtek esetén és fiigg a karositod tényezo ti-
pusatdl is. Szamos esetben a PACAP 6nmagaban nem hat a citokin-expressziora, de el-
lenstilyozza a kérosité tényezd okozta valtozasokat (Szabé et al., 2012). Osszességében
megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a PACAP nincs kozvetlen hatdssal a baktériumok
citokin-expressziot, ami valosziniileg hozzajarul a peptid jol ismert bélvédd hatdsaihoz
A bélfléra kulcsfontossagl szerepet tolt be a szervezet védekezd rendszerében,
megvaltozasa szamos - nem csak gasztointesztinalis - megbetegedés kialakulasaban jatsz-
hat szerepet (Ekmekciu et al., 2017). A béltraktus bakterialis kolonizacidja kdzvetleniil a
sziiletés utan kezdddik fakultativ anaerob, kommenzalis baktériumok, igy Enterobaktéri-
umok, Enterococcusok, Lactobacillusok kolonizéciojaval (Tojo et al., 2014). Genotipus-
tol fliggetlentil a székletben a bakterialis génszamok fokozatosan cs6kkennek az életkor
elérehaladtaval kiilondsen 3 honapos kor utan. Ezzel szemben az obligat anaerob bakté-
riumok, mint a Bacteroides és Clostridium torzsek és a Bifidobaktérium is altalaban fo-
lyamatosan jelen vannak (Langille et al., 2014). Vizsgalati eredményeink ennek megfele-
16ek voltak atekintetben, hogy az egér intesztinalis Bacteroides torzsek szama egy hona-
pos korra megndtt, habar a Bacteroides/Prevotella spp. szama alacsonyabb volt 15 hona-
pos kor utan vad egerekben. Ugyanakkor a Bifidobaktériumok PACAP KO egerekben
szinte alig voltak kimutathatok mar 2 hetes korban is, mig vad egerekben 2 hetes korban
volt a legmagasabb a szintjiik, majd 3 honapos kor utan volt megfigyelhetd egy enyhe
csokkenés. A Bifidobaktériumok fontos szerepet téltenek be az intesztinalis homeoszta-
zisban, az alacsony Bifidobaktérium szammal jellemezhetd diszbidzis szamos immunpa-

toldgiai folyamatban jatszhat szerepet, igy példaul IBD, irritabilis bél szindroma, colidkia
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¢s atopias megbetegedések esetén (Tojo et al., 2014). Arra, hogy pontosan mivel magya-
razhato a Bifidobaktérium jotékony hatdsa genom alapt elemzések soran deriilt fény
(Klijn et al., 2005). Ezek koziil kiemelendd a laktat- és ecetsavtermelés, ezaltal az intralu-
minalis pH csokkentése, a funkcionalis oxidativ stressz mechanizmusok aktivalasa, mely
az enteralis patogénekkel szembeni védekezésben segit, emellett a Bifidobaktériumnak
metabolikus hatdsai vannak, igy vitaminképzés, epesavak hidrolizise, konjugalt lenolaj-
sav termelés, oxalatlebomlas (Klijn et al., 2005). A szamos jotékony hatasa koziil is talan
a legfontosabb, hogy a Bifidobacterium dentium képes a béltraktusban a viszceralis szen-
zitivitdst modositani y-amino-vajsav termelés altal, amely egy primer gatlé neurotransz-
mitter a kdzponti idegrendszerben emldsoknél (Pokusavea et al., 2017). Bifidobakté-
rium-tartalmu probiotikum javitja IBD-s betegek panaszait €s a remissziot képes nytjtani
(Tojo et al., 2014). Ezek alapjan nagyon valdszinii, hogy PACAP KO egerek esetén a
Bifidobaktérium hianya egy kulcsfaktor a kiilonb6z6 toxikus dgensek mellett észlelt fo-
kozott sériilékenységben ¢€s a kiilonboz6 intesztindlis és extraintesztinalis immunpatolo-

giai folyamatokra észlelt fokozott fogékonysag esetén.

3. A PACAP human szdéveti mintakban val6 vizsgalata

crer

1étét (Palkovits et al., 1995). A legnagyobb koncentracidban az agyban és az endokrin
mirigyekben volt kimutathat6, de szamos vizsgalat soran igazoltdk jelenlétét a vérben is
(Hansen et al., 2013). Jellemzd ugyanakkor az is, hogy a PACAP szinje a plazmaban,
illetve szamos mas testfolyadékban valtozik a kiilonb6z6 fiziologiai, illetve patofiziolo-
giai kortilmények kozott (Reglddi et al. 2010; Han et al., 2014). Terhesség alatt jelentdsen
megnd a szintje, mig sziilés kozben rapidan csdkken (Reglddi et al., 2010). A kdzpont
idegrendszer ¢és a periférias szovetek sériilései esetén megné a PACAP-szint (Somogy-
vari-Vigh és Reglddi, 2004). Pszoriazisos betegek borében (Steinhoff et al., 1999), illetve
iszkémids szivbetegség esetén a sziv szdveteiben ugyancsak magasabb PACAP-szint
mérhetd (Szanto et al., 2012), mig tiid6-, vagy colon tumoros mintdkban alacsony a
PACAP szintje (Szant6 et al., 2012). Hugyholyagdaganat esetén nincs kiilonbség az
egészséges €s tumoros mintakat vizsgalva, azonban vesetumoros mintdkban alacsonyabb,
mig prosztatatumor esetén magasabb a szoveti PACAP-szint (Tamas et al., 2016). Mind-

ezek alapjan a PACAP-szint valtozasnak akar diagnosztikus/prognosztikus értéke is lehet
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egyes megbetegedések esetén. Gyulladasos bélbetegség esetén felmeriil védd hatésa,
IBD-ben szenvedd kutyak vékony- és vastagbelének mukozajaban elhelyezkedd axonter-
minalisokban fokozott expressziot mutat (Gonkowski et al., 2013). A gyulladasos bélbe-
tegség pontos patomechanizmusa a mai napig sem ismert, azonban az oxidativ stressz, a
reaktiv oxigén metabolitok szerepe egyértelmii a betegség kialakuldsaban (Bhattacharyya
et al., 2014). INT407-sejteken végzett vizsgalataink igazoltak, hogy a PACAP védo ha-
tast fejt ki az oxidativ stressz-szel szemben. Emiatt vizsgalatunk tovabbi célja volt meg-
hatarozni gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek szoveti mintdiban a PACAP
szintjét, dsszehasonlitva ép, egészséges vastagbélnyalkahartyabol vett szoveti mintak
PACAP-szintjeivel. A gyulladasos bélbetegség két ismert formajat, a Crohn-betegséget és
a colitis ulcerosa-t kiilon kezeltiik, a mintékat a szdvettani vizsgélat alapjan akut és kro-
nikus gyulladassal jaré csoportokba soroltuk. Az irodalmi adatokat attekintve human szo-
veti mintdk PACAP-szintjét csak Kaminska és munkatarsai vizsgaltak, akik gyermekkori
colitis ulcerosa esetén a gyulladt teriiletekrél vett mintakban a PACAP-tartalmu idegros-
tok csokkenését igazoltdk (Kaminska et al., 2006; Kaminska et al., 2007). Vizsgalataink
soran Crohn-betegség esetén a szoveti mintakban mért PACAP38- és PACAP27-szintek-
ben nem volt jelentds kiilonbség az ép és gyulladt nyalkahartya adatait 6sszehasonlitva
sem az akut, sem a kronikus gyulladdsos csoport esetén. Kaminska ¢s munkatarsainak
eredményeivel szemben vizsgalatunk soran felndtt, colitis ulcerosdban szenvedd betegek
mintai esetén az akut gyulladéassal jaro megbetegedés mellett vett szoveti mintak PACAP-
szintjei jelentdsen magasabbak voltak a normal nyalkahartyaban mértekhez képest. Fel-
tehetden a kiilonbség abbol adodott, hogy a szoveti PACAP-szint dsszefliggésben lehet a
betegség klinikai aktivitasaval, és mig Kaminska és munkatérsai a kiilonboz6 aktivitast
betegeket egylittesen vizsgalta, addig munkacsoportunk kiilon értékelte a betegeket be-
tegségiik klinikai aktivitasa szerint. Kronikus gyulladas mellett a colitis ulcerosés beteg-
csoportban sem talaltunk jelentds kiilonbséget a PACAP-szinteket a normal nyalkahartya
adataival Osszehasonlitva. Akut gyulladas mellett észlelt magas PACAP-szinteket elso-
sorban a szovetekben jelen 1évd gyulladasos citokinek hatasanak tarthatjuk.

Emellett az antibiotikumot szedd és antibiotikum-kezelésben nem részesiild coli-
tis ulcerosas betegek mintait 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy antibiotikum-szedés mel-
lett szignifikdnsan alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje. A bélflora

fontos szerepet jatszik a gyulladdsos bélbetegség pathogenezisében és a szovodmények
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kialakuldsédban (Loh and Blaut, 2012; Scott et al., 2015). A bélfléra megvaltozasa, kiilo-
ndsen az intesztinalis flora diverzitasanak csokkenése 0sszefiiggésben all a kronikus bél-
gyulladassal (Ott et al., 2004; Loh and Blaut, 2012). Bizonyos kérokozok, mint a virulens
Escherichia coli torzsek (Darfeuille-Michaud et al., 2004), bizonyos Bacteroides speci-
esek (Swidsinski et al., 2005) és a Mycobacterium avium (Sartor, 2005) szerepét mar ko-
rabban Osszefliggésbe hoztdk a gyulladasos bélbetegség patogenezisével. Az antibiotiku-
toztatjak a bélflora osszetételét (Scott et al., 2015; Sartor 2004). A klinikai gyakorlatban
elsdsorban a ciprofloxacint és a metronidazolt alkalmazzuk gyulladasos bélbetegség ese-
tén. Vizsgalatunkban a betegek metronidazolt vagy kombinalt ciprofloxacin és metroni-
dazol kezelést kaptak, mely mellett feltehetden csokkent a szovetekben a gyulladasos és
immunsejtek jelenléte, feltehetden ezzel dsszefliggésben csokkent le a PACAP mennyi-
sége is.

A vékony és vastagbél mellett a PACAP a gyomor mitkddésére is hat. Ahogy 6sz-
szefoglalo kozleményiinkben is részleteztiik, a PACAP a gyomor motilitasat, vérataram-
lasat, savszekrécid szabalyozéasat befolyasolo hatdsan til a sejtproliferaciora €s a sejtek
differencialodasara is hatassal van (Reglddi et al., 2018c). A PAC1-receptorokon keresz-
tiil hatva a PACAP fontos szerepet jatszik a gyomorsav-szekrécié szabalyozasaban nem-
csak egészséges nyalkahartya mellett, hanem a gyomor kiilonb6z6 megbetegedései esetén
is (Lu et al., 2011). Egy korabbi vizsgalat soran patkdnyokban véltoz6 PACAP szoveti
expressziot talaltak a gyomorfekély gydgyulasa kapesan. Lokalisan adott ecetsavval in-
dukalt fekély esetén a PACAP és a VIP mennyiségét vizsgalva azt talaltdk, hogy mig a
VIP immunreaktivitdsa nem valtozott az idegrostokban, addig a vizsgalat elsé napjan a
PACAP-szint jelentdsen lecsokkent a fekély széli részén. Ugyanakkor a fekély gyogyula-
sanak 10. napjan a PACAP immunreaktivitdsa megndtt, a fekély mellett talalhaté myen-
tericus ganglionokban fokozodott a VIP és a PACAP mRNS expresszio (Mei és Sundler,
1998). A szerzOk véleménye alapjan a szelektiv PACAP-csokkenés a fekélyszélnél vagy
a tilzott kibocsatés, vagy a szintézis csokkenésének kovetkezménye. Duodenalis fekély
esetén a PACAP szintén védo hatdst nyujt (Yagi et al., 1998) korabbi irodalmi adatokbol
ismert duodenalis bikarbonat szekréciot fokozo hatasa altal (Konturek et al., 2004). Int-
ravénasan alkalmazott PACAP1-27 injekci6 vagy infuzi6 megndveli a duodenalis bikar-

bonatszekréciot anélkiil, hogy a savszekréciot befolyasolnd, ezaltal szignifikansan csok-
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kenti a duodenalis 1¢zi6 stlyossagat (Yagi et al., 1998). Vizsgalataink soran human szo-
veti mintdkban vizsgaltuk a PACAP-szinteket, ennek kapcsan 8 antrum gasztritiszben és
6 gyomorfekélyben szenvedd beteg szoveti mintait vizsgaltuk meg. Antrum gasztritisz
esetén a gyulladt antrum ¢€s ép corpusnyalkahartya adatait, mig fekély esetén a fekélyalap,
fekélysz¢El és az ép gyomor nyalkahartya szoveti mintdit hasonlitottuk dssze. Tekintettel
arra, hogy gyomornyalkahartya-gyulladds hatterében gyakran taladlunk Helicobacter
pylori-pozitivitast, igy vizsgalatunk soran Helicobacter pylori-pozitivitas alapjan is elvé-
geztiik a szoveti mintdk PACAP-szintjeinek Osszehasonlitasat. A gasztritiszes mintak
vizsgélata soran nem talaltunk jelentds kiilonbséget a gyulladt és ép nyalkahartya adatait
Osszehasonlitva, ugyancsak nem volt szignifikans kiilonbség a Helicobacter pylori-pozi-
tiv és -negativ betegek szoveti mintdiban mérhetd PACAP38-szintek kozott. Fekélybe-
tegség esetén lathato volt kiilonbség a fekély szEli részébdl vett mintdk PACAP-szintje és
a normal nyalkahartya adatai kozott. Tehat a tendencia hasonld volt, mint a korabban,
patkanyoknal kisérletes koriilmények kozott talalt kiilonbség esetén, mely szerint a fekély
sz¢€li részén csokkent a PACAP-expresszio (Mei és Sundler, 1998), azonban az értékeket
kielemezve a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak. Feltehetden a kiilonbség oka az,
hogy allatkisérletek soran kontrollalt, egyéb betegségektol mentes, teljesen homogén cso-
portok vannak, viszont human vizsgalatok soran a betegek sokkal diverzebbek, mint az

indukalt fekélymodellben a patkanyok.
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VI. Uj eredmények osszefoglalasa

A PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasanak vizsgalata sordn azt talaltuk, hogy a
PACAP védi az oxidativ stressz-szel szemben a sejteket mind exogén, mind endogén for-
maban, de nem képes az INT407-sejtek ¢€letképességét javitani gamma-sugarzas €s in

vitro hipoxia mellett.

crcr

akkor képes ellenstlyozni az endotoxinnal kivaltott citokin-expressziot. LPS hatasara
szignifikansan megndtt az IL-8 expresszidja, amit a PACAP-kezelés képes volt megaka-

dalyozni.

PACAP KO és vad egerek bélflordjanak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy KO egerek

esetében a Bifidobaktérium csaknem hidnyzott a bélflorabol.

Colitis ulcerosa aktiv stidiumaban szignifikansan magasabb PACAP-szintek mérhetdk a
szOveti mintakban az ép nyalkahartya adataival dsszehasonlitva. Antibiotikum szedése

mellett szignifikansan csokken a PACAP mennyisége colitis ulcerosa esetén.

Antrum gasztritisz esetén nincs kiilonbség a nyalkahartydban mérhetd PACAP-szintek
kozott az ép és a gyulladt nyalkahartya adatait dsszehasonlitva. Ugyancsak nincs kiilonb-
ség Helicobacter pylori-pozitiv és -negativ betegek szoveti mintdiban mérhetd

PACAP38-szintekben.
Gyomorfekély esetén a fekély sz€li részébdl vett mintak PACAP38-szintje és a normal

nyalkahartya adatai kozott csokkend tendencia volt lathatd, mely eltérés hasonlo volt,

mint a kordbban, patkanyoknal kisérletes koriilmények kozott észlelt kiilonbseég.
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