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Bevezetés

Hypophysis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hypophysis adenilat-cikldz aktivalo polipeptidet, vagy angol neve alapjan
mozaikszdval PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide), 1989-ben
izolaltak birka hypothalamusbol, patkany hypophysisben kifejtett adenilat ciklaz aktivalo
hatasa alapjan. A PACAP-ot tartalmazé hypothalamikus neuronok az eminentia mediana
tertiletére vetlilnek, ahol elérik a hypothalamo-hypophysealis portalis rendszer kapillarisait
(Miyata et al., 1989). A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP)
peptidcsalad tagja (1. abra), melynek N-termindlis szakasza (1-28) 68 %-ban megegyezik a
VIP strukturajaval (Miyata et al., 1989), de adenilat-ciklaz aktivalé hatasa 1000-10000-szer
nagyobb a VIP hatasanal. A PACAP génje a 18. kromoszoméan helyezkedik el és 2681
nukleotidbdl all. 1990-ben azonositottdk 27 aminosavbol felépiil6, rovidebb fragmensét, a
PACAP27-et (Miyata et al., 1990). A szervezetben két bioldgiailag aktiv amidalt forma kb.
90%-at a 38 aminosavhdl all6 PACAP38, a kisebb részét a PACAP27 teszi ki. A peptidek
szekvenciaja azonos emldsokben, békaban is csak egy amninosav eltérést mutat (Koves et al.,
2001). A 38 aminosavbol allo primér molekula megtalalhat6 az elégerinchuros allatokban is,
a struktdraja csak 1-4 aminosavban tér el a human PACAP38-t6l (Arimura, 1998). Ezen
adatok azt sugalljak, hogy a filogenetikai fejlodés soran szinte valtozatlanul konzervalodott
molekula alapvetd élettani funkciokkal rendelkezik. A peptidet a dipeptidil-peptidaz IV (DPP
IV) bontja le, és nagyon réved felezési ideje van testfolyadékokban (Bourgauet et al., 2008a).
A degradaci6 soran N-terminalis rdvedebb peptidek keletkeznek, melyek mar biol6giailag
nem aktivak. Az N-terminalis vég szikséges a bioldgiai aktivitashoz, de a receptorkdtéshez
nem. Az igy keletkezett peptidek, példaul a DPP IV altal el6aallitott PACAP3-38, a legttbb
esetben antagonistakent viselkednek (Bourgauet et al., 2008a,b). Ezen révedebb fragmensek
kodzil a leghatasosabb antagonista a PACAP6-38 (Vandermeers et al., 1992).
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1. abra A szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptidcsaladba tartozo peptidek
aminosav szekvencidi (Vaudry et al., 2009)

A PACAP elofordulasa a szervezetben

A. ldegrendszer

A PACAP a kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyisegben a hypothalamusban
mutathato ki, ahol f6leg a nucleus supraopticus és paraventricularis magno- és parvocelluléris
rendszerhez tartozd neuronjaiban dekektalhatd (Kdves et al., 1991; Kivipelto et al., 1992;
Ando et al., 1994; Kimura et al., 1994; Hannibal et al., 1995a,b; Piggins et al., 1996). Mas
struktarakban, igy az agykéregben (Koves et al., 1991; Kivipelto et al., 1992, Hannibal et al.,
2002), a kozépagyban, a nyultveloben, a basalis ganglionokban, a thalamusban, a
hypophysisben, a septumban, a hippocampus CA1-3 zoOnaiban (Koves et al., 1994), az
amygdala centralis magjaban, a cerebellumban ¢és a retina kiilonb6z6 rétegeiben (Seki et al.,
2000; Hannibal et al., 1997) is vannak PACAP tartalmu sejtek és rostok. A periférias
idegrendszerben a spinalis ganglionok kis érzéidegsejtjei, valamint a vegetativ prae- €s
postganglionaris neuronok tartalmaznak PACAP-ot (Koves et al., 1990; Sundler et al., 1996;
Hannibal et al., 2002; Seki et al., 2000).

B. Nem-neurondlis szdvetek

A PACAP nemcsak a kdzponti és periférias idegrendszerben talalhatdé meg, hanem
méas szOvetekben is. Tébbek kdzott az endokrin szervekben és a gastrointestinalis traktus
teljes hosszaban (Arimura et al., 1991; Ghatei et al., 1993). A peptidet kimutattak tdbbek
kdzott az adenohypophysisben (Vigh et al., 1993; Kimura et al., 1994; Mikkelsen et al., 1995;
Koves et al., 1998), a mellékvesében (Ghatei et al., 1993), az endokrin pancreasban (Hannibal

és Fahrenkrug, 2000) és a mellékpajzsmirigyben (Luts és Sundler, 1994). Ezen Kkivil



megtalalhat6 a kivalaszto rendszerben (Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Moller et al., 1993) és

a 1égzérendszerben (Moller et al., 1993).

PACAP-receptorok

A PACAP hatését a szervezetben G-protein kotott receptorok kozvetitik. A receptorok a VIP
receptorcsaladba tartoznak, hét transzmembran kart és egy intracellularisan G-proteint koto
domént tartalmaznak. A PAC1 receptor két-harom nagysagrenddel nagyobb affinitassal koti a
PACAP-ot, mint a VIP-et, mig a VPAC-1 és VPAC-2 receptorok mindkét peptidet egyforma
erOsséggel kotik. A huméan PACL receptort kodold gén a 7. kromoszomén talalhat6. A
receptornak 8 splice variansa ismert és a 3. intracellularis karon talalhato ,,hip” és ,.hop”
szekvencidkat tartalmazo variansokat PAC1R-hip, -hopl, -hop2, -hiphopl, -hiphop2, mig az
ezt nem tartalmazd varianst short varidnsak nevezték el (Arimura, 1998, 2. dbra). A ,very
short” varians esetében az N-terminalis végen hianyzik az extracellularis domén. A PACAP
receptorok szervezetbeli eloszlasa a receptor tipusatél fiigg.

A PACAP-ot nagyobb affinitassal kot6 PACL receptor tipusok megtalalhatoak a
kodzponti idegrendszerben (a hypothalamus kiilonb6z6 teriiletein, a cortexben, a thalamusban,
a mesencephalonban, a ponsban és a kisagyban), az adenohypophysisben, a
mellékveseveloben és a herében (Masuo et al., 1992). PAC1-receptor van jelen tobbek kozott:
a retinaban (D’Agata és Cavallaro, 1998), a pancreasban, a majban, az ovarium
granulosasejtjeiben (Usdin et al., 1994), a vesében (Peeters et al., 1999), a placentaban (Koh
et al., 2003).

A PACAP-ot és VIP-et egyforma erdsséggel kotd VPAC receptorok kozil a VPACL
megtalalhato a kdzponti idegrendszer mellett a tiidoben, a majban, a lépben, a thymusban, az
ovariumban és a gastrointestinalis tractusban (Hashimoto et al., 1996; Joo et al., 2004). A
kozponti idegrendszer teriiletén foleg a nagyagykéregben és a hippocampusban fordul eld
(Usdin et al., 1994; Sheward et al., 1995). A VPAC?2 receptor eltérd eloszlast mutat, MRNS-e
nagy mennyiségben kimutathatd a thalamusban, a nucleus suprachiasmaticusban, az
amygdalaban, illetve a ponsban (Ishihara et al., 1992). A VPAC1-, illetve VPAC-2 receptor
eloszlasa a hippocampus teriiletén mutat csupan atfedést (Usdin et al., 1994).
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2. &bra: A PACL receptor szerkezete (Arimura, 1998)

A PACAP élettani hatasai

A PACAP szdmos élettani hatéssal rendelkezik a szervezetben. Mivel a PACAP-ot
elészor a hypothalamusbdl mutattdk ki, a hypophysis eliils6 és hatsé lebeny hormonok
termelésére kifejtett hatasai valtak legkordbban ismertté. Szamos egyéb endokrin hatésa is
ismert: befolyasolja a pajzsmirigymiikodést (Okada et al., 2007), a gonadok szteroid
termelését (El-Gehani et al., 2000), a spermiogenezist és az ovarialis follicularis fejlodést
(Apa et al., 2002; Barberi et al., 2007; Csaba et al., 1997; Gras et al., 2005; Li et al., 2004),
stimulalja a mellékvese katekolamin szintézisét (Isobe et al., 2003), valamint a pancreas
inzulintermelését (Winzell és Ahren, 2007).

A PACAP a glutamat mellett a retinohypothalamicus palya masik 6 transzmittere, és
szamos folyamatot befolyasol a nucleus suprachiasmaticusban és a corpus pinealéban
(Hannibal, 2006; Rékasi és Czompoély, 2002). Kimutattak, hogy a PACAP fokozza a
melatonin termelést a tobozmirigyben, mely méar korai embrionélis korban is megfigyelheto,
azonban a melatonin cirkadian ritmusat nem befolyasolja (Csernus et al., 2004; Faluhelyi et
al., 2004; Nagy és Csernus, 2007).

Emellett a PACAP-rél kimutattadk, hogy reszt vesz az alvasszabalyozasban (Murck et
al., 2007), a centralis sympathicus neuronalis aktivitas szabalyozdsaban (Farnham et al.,
2008), a hészabalyozasban (Pataki et al., 2002) és befolyasolja a kemorecepciot a glomus
caroticumban (Xu et al., 2008). A PACAP serkenti a memoriafolyamatokat, amit a PACAP és
a PACAP receptor KO egerek memoriazavara is mutat (Matsuyama et al., 2003; Otto et al.,
2001; Roberto és Brunelli, 2000). A PACAP szamos viselkedésre gyakorolt hatasat is leirtak.



Befolyasolja tobbek kozott a szteroid-indukalta reprodukcids viselkedést patkanyban és
egérben (Apostolakis et al., 2004), ndveli a lokomotoros aktivitast patkdnyban és egérben
(Adamik és Telegdy, 2004; Masuo et al., 1995), részt vesz a stressz adaptaciéos magatartas
szabalyozédsaban (Agarwal et al., 2005; Légradi et al., 2007) és antidepresszans hatasai is
vannak (Reichenstein et al., 2008).

Egyeéb periférids hatdsokkal is rendelkezik a peptid: befolyésolja a gastrointestinalis és
Iéguti motilitast és szekréciot (Barthd et al., 2000; Foda et al., 1995; Koves et al., 1993; Lazar
et al., 2001; Oh et al., 2005; Tornoe et al., 2001), a sziv ingerelhetdségét €s a natriuretikus
peptid szekrécidjat (Hardwick et al., 2006), a hugyuti szervekben hat a vizeletritési reflexre
¢s az érzobeidegzésre (Braas et al., 2006; Fahrenkrug és Hannibal, 1998), valamint simaizom
relaxans hatésa van az erekben (Lenti et al., 2007). Ezenkivil hat a fjdalomérzés kdzponti és

periférias szabalyozasara (Davis-Taber et al., 2008; Helyes et al., 2007).

A PACAP gonadalis funkcidkra kifejtett hatasai

- sz

felfedezését kovetden kimutattak. A peptid a GnRH-val interakcioban a gonadalis funkciok
kdzponti szabalyozéasaban vesz részt (Counis et al., 2007). Késébbi vizsgalatok kimutattak,
hogy a PACAP kozvetlenil a gonadalis sejtekre kifejtett hatassal is rendelkezik, és fontos
szerepet tolt be a genitalis rendszerben. Immunhisztokémiai modszerekkel kimutattak a
PACAP-ot és receptorait az ovariumban (Barberi et al., 2007; Kotani et al., 1997; Vaccari et
al., 2006), ahol a PACAP fontos szerepet jatszik a ovarialis szteroidszintézisben, a tiisz6érés
Ezen kivil a PACAP kimutathat6 a vaginaban €s az uterusban is (Steenstrup et al., 1995).
Valoszintileg az uteroplacentaris egység miikodésének szabalyozasaban is fontos szerepe van,
mivel relaxaciot okoz a bolyhok és a myometrium ereiben. A PACAP terhességben betoltott
fontos szerepet tAmasztja ala az a megfigyelés is, hogy a PACAP-knockout egerek fertilitasa
csokken (Steenstrup et al., 1996). Az endometriumban a PACAP expresszio a decidualizacid
és a terhesség soran valtozik (Spencer és mtsai, 2001). Radioimmunoassay modszerrel
igazoltdk a PACAP27 és a PACAP38 jelenlétét a human terhes uterusban és a placentaban
(Steenstrup et al., 1996), azonban a PACAP szintjének terhességi korral torténé valtozasarol
¢és a placenta kiilonboz6 tertiletei k6zott (anyai vagy magzati oldal, centrélis vagy periferias

rész) fenndlld esetleges kiilonbségekrél nem all rendelkezésre adat.



A PACAP protektiv hatasdnak molekularis mechanizmusai

A PACAP protektiv hatdsu mind neuronalis és nem neurondlis sejtvonalakon szamos
kiillonb6z6 karositdo tényezd ellen in vitro. In vivo is szamos allatkisérletes modellben
bizonyult véd6 hatasunak. Protektiv hatasai elsésorban antiinflammatorikus és antiapoptotikus
hatasainak kdszonhetok.

A PACAP immunrendszerben kifejtett hatasa igen 0Osszetett (Ganea és Delgado,
2002). Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a PACAP gatolja a hypoxia-indukalta microglia
aktivaciot (Suk et al., 2004). Ezen hatasok tobbnyire nem a PACL, hanem a VIP-pel kdzds,
VPAC receptorokon keresztiil valésulnak meg. Ujabb megfigyelések arra utalnak, hogy az in
vitro megfigyelt hatasok in vivo korilmények kozatt is érvényesulnek (Abad et al., 2006).

Korabbi kisérletekben kimutattdk, hogy a PACAP mind neuronalis, mind nem
neuronalis sejtvonalakon antiapoptotikus hatassal rendelkezik (Somogyvari-Vigh és Reglddi,
2004). Az elmalt evekben munkacsoportunk a PACAP antiapoptotikus hatdsat tébb nem
neurondlis sejtkultaran is kimutatta. A PACAP kezelés szignifikansan csokkentette az
oxidativ stressz indukalta apoptdzist a szivizomsejtekben, ahol cstkkentette a kaszpaz 3
aktivaciot és emelte a Bcl-2 és a foszfo-Bad szintjét. A peptid ndvelte az endothelsejtek
életképessegét is oxidativ stresszel szemben, amely hatasat a MAP kinaz Utvonalakon
keresztil érte el (Racz et al., 2007). Mas kutatocsoport bebizonyitotta, hogy a PACAP védo
hatast fejt ki oxidativ stresszel szemben cerebellaris szemcsesejtekben, corticalis
neuronokban, PC12 sejtekben és neuroblastokban (Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004;
Vaudry et al., 2009).

Az apoptdzis dontd szerepet jatszik a placenta fejlédésében és differencialodasaban is,
aminek a placentaris betegségek kialakulasaban bizonyithatéan szerepe van (Hallmann et al.,
2004). Oxidativ stressz és hypoxia indukalta apoptotikus folyamatok a trophoblast sejtekben
nemcsak egyes patoldgias esetekben mutathatdk ki, mint amilyen a preeclampsia, hanem a
normal differencialddas soran is (Robins et al., 2007). Arrdl viszont korabbrol nem all
rendelkezéslinkre adat, hogy a PACAP képes-e ezen védé hatasat a trophoblast sejteken is
kifejteni.

A PACAP komplex jelatviteli utvonalakon keresztil valdsitja meg védo hatéasait. A
citoprotektiv hatasokért csaknem minden esetben a PACI receptor felelds. A PACAP a PACI1
receptorokon keresztil aktivalja az adenilat ciklazt és a foszfolipaz C-t, melyek hatasara

CAMP- fiiggé és attol fliggetlen Gtvonalak aktivalédnak. A PKA aktivacio hatasara altalaban a
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védé hatasat MAPK, az ERK foszforilacio megemelkedik, a sejtpusztulast elésegité JINK és
p38MAPK foszforilacié pedig gatlédik. A PKA downstream Utvonalaban a Rapl és Ras
aktivacion keresztll is aktivalja az ERK-et, valamint a CREB foszforilaciot. Az apoptdzis
mitokondrialis utvonalat is befolyasolja: a Bcl csalad antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2
Bcl-xL), mig proapoptotikus tagjait inaktivalja (Bad, Bax). A PACAP erételjesen gatolja a
kaszpéz aktivitast, de a kaszpaz fuggetlen apoptotikus folyamatokat is gatolja (Somogyvari-
Vigh és Reglédi 2004) (3. abra). Az apoptozis szabalyozasaban szerepet jatszo jelatviteli
utvonalak kozott az egyik fontos, talélélést biztositd utat a lipid-kindzok alkotjak, melyeket a
novekedesi faktorok receptoraikon keresztiil aktivalhatnak. Az Gt egyik kulcseleme a PI3K
mely kozponti szerepet jatszik példaul olyan jelatvivo foszforildcidjaban, mint az Akt. Az
Akt-bol legalabb hét jelatviteli Gitvonal indul ki, melyek mindegyike végsé soron az apopt6zis

Iétrejottét akadalyozza.

VPAC1 receptor
VPAC2 receptor
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3. 4bra: PACAP hatdsanak molekularis mechanizmusa.
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Choriocarcinoma

A dolgozat alapjaul szolgalo kisérletek egy részében choriocarcinomas cytotrophoblast (JAR)
sejtvonalat hasznéltunk. A choriocarcinoma tébbnyire a placentabdl kialakuld rdkos daganat.
A betegség 80%-ban molaterhesség (liszogterhesség) kovetkezmenyekent jon létre, 15%-a
vetélést vagy sziilést kovetden 1ép fel, és kozel 5%-a petefészek eredetli. Nagyon ritkan a
szervezet egyéb helyeirél (pl.: hagyhdlyag, férfiak esetében a here) kiinduld betegség. A
choriocarcinoma gyorsan progredidlo, rosszindulati megbetegedés, kezelés nélkiil rovid idon
belll (akar két hét alatt) halalhoz vezethet. Citosztatikumos kezeléssel (methotrexat) az esetek
80-90%-aban végleges gydgyulds érhetd el miitéti beavatkozas nélkiil. El6fordulasat tekintve,
a molaterhességek minddssze 1-2%-a mutat choriocarcinomas elfajuldst. A betegség

jelentGségét nem a gyakorisaga, hanem a gyogyithatdsaga adja (Papp, 2007).
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Célkitiizések

1. A PACAP27 és PACAP38 kimutatasa illetve koncentraciovaltozasanak
meghatarozasa az érett, human placentabol (anyai centrélis és periférias, illetve magzati

centralis és periférias placentarészekbol), koldokzsinorbol illetve 9 hetes abortumokbol.

2. PACAP38 kimutatisa MALDI TOF tomegspektrométer segitségével kiilonbozo

humaén reproduktiv rendszerbdl szarmaz6 mintakbdl.

3. PACAP1-38 és PACAP6-38 kezelés hatdsanak vizsgédlata JAR  sejtek
(choriocarcinomas cytotrophoblast) jelatviteli Gtvonalaira illetve tulélésére  normal
koralmények kozott, H,O, indukalta oxidativ stresszben, CoCl, , lipopoliszacharid és etanol

indukalta in vitro hypoxiaban és citosztatikus kezelést kovetoen.

4. PACAP1-38 és PACAPG6-38 kezelés hatadsanak vizsgalata HIPEC sejtek (extravillosus

cytotrophoblast) talélésére normal kérilmények kdzott és citosztatikus kezelés hatasara.

5. Primer cytotrophoblast sejtek izolalasa placentabdl, PACAP kezelés hatasénak

vizsgélata ezen sejtvonalon normal koriilmények kozott és citosztatikus kezelés hatasara.
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Anyagok és modszerek

A PACAP eléforduldsa a placentiaban

A vizsgalat alapjaul szolgalé mintakat 9 hetes huméan abortumokbdl (n=7) és human
érett placentakbdl (n=6) nyertlik (4. abra). A vizsgalat soran kulonbseéget tettiink a magzati
oldalon elhelyezkedé chorionboholy, és az anyai oldalt reprezentalé decidua kdzott. Mindkét
esetben a placenta periférids és centralis részébdl egyarant vettiink mintédkat. Ezen kiviil
koldokzsinérbol (n=6) is meghataroztuk a PACAP38 és a PACAP27 koncentracidjat. A
kisérlethez sziikseges etikai engedéllyel rendelkeztiink (2784, 3117 Pécsi Tudomanyegyetem
és 8-28/92 009-10 | 8EKU, ETT TUKEB, Egészségugyi Minisztérium).

Stratum spongiosum

Limiting or boundary layer Placental septum
Maternal vessels

Decidua

Chorionbohol -‘ —"‘."4 E
y Il = = |_-_J'I'r0phn'rluxt
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Chorion Umbilical vein

|
.
Marginal vinis / (_‘w

Koldokzsinér

4. &bra: Sematikus abra a mintavétel helyeirdl
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Elsé Iépésben megmértiik a szovetmintak stlyat, majd jéghideg desztillalt vizzel
homogenizaltuk azokat. A homogenatumot lecentrifugaltuk (12000 rpm, 4 °C, 30 min), a
feltluszot radioimmunoassay (RIA) maédszerrel dolgoztuk fel, és meghataroztuk a PACAP38
illetve a PACAP27 koncentracidjat.

RIA modszer leirasa roviden
Antiszérum:

Az éltalunk hasznalt PACAP38 antiszérumot carbodiimide &ltal konjugalt Cys®-
PACAP24-28 és borju thyreoglobulin antigén ellen termeltetik nyalban. A ,,.88111-3"-as
szamu antiszérum, 1:10000 higitasban bizonyult a legeredményesebbnek a RIA kifejlesztése
soréan.

A PACAP27 esetén a ,,88123-3” szaml antiszérumot hasznaltuk 1:45000 higitasban.
Az antiszérum eléallitasa az el6z6ben leirtaknak felel meg. Az antiszérumok Akira Arimura

Professzor (Tulane University, New Orleans, USA) laboratériumabdl szarmaznak.
Jeldletlen antigén:

Sajat laboratériumban késziilt mono-'*1 izotdppal jédozott birka PACAP24-38 és
birka PACAP27 (5000 cpm/ tubus).

Standard:

A RIA mérés soran birka PACAP27 illetve PACAP38 peptidet (Sigma) hasznaltunk
standardként 0-1000 fmol/ml tartomanyban.

Pufferoldat (assay-puffer)
A RIA teszteket 1 ml 0,05 mol/l koncentracioéju (pH 7.4) foszfat pufferben végeztik.
Az oldat 6sszetevoi:

-0,25 % (w/v) BSA,
-0,1 mol/l NaCl,
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-0,05 % (w/v) NaNj3

Immunoassay eljaras (Radioimmunoassay-k menete)

A polipropilén RIA csovekbe (Merck) duplikatumban az alabbi inkubacios elegyet
mértik be:
-100 ul PACAP 27 vagy PACAP 38 standard, ill. mérni kivant/ismeretlen minta,
-100 pl antiszérum”88111-3” PACAP38 (1: 10000 higitasban), vagy ,,88123-3” PACAP27
(1:45000 higitasban),
-100 pl (kb. 5000 cpm) *#1 izotéppal jelolt PACAP24-38 vagy PACAP27

-assay-puffer.

A mintakat az dsszekeverést kovetéen 4 °C-on 48-72 6raig inkubaltuk. Ez utan az
antitesthez kotott jelolt antigén frakcidt elvalasztottuk a szabad jeldlt peptidektdl oly modon,
hogy csovenként 100 ul szeparald oldatot mértiink hozza, melynek sszetétele:

-10 g mosott szén,

-1 g dextran,

-0,5 g zsirmentes tejpor,
-100 ml desztillalt viz.

A csOveket 4 °C-on 15 percig 3000 rpm-en centrifugaltuk, a feliiliszot leontottik, és
itatospapirral leitattuk. A szénhez kot6dott szabad peptidfrakcid radioaktivitisat
(gammasugarzast) NZ310 tipusu spektrométeren megmértiik. Ebbdl kovetkeztethetiink az
ellenanyaghoz kotott radioaktivitas értékére, majd egy kalibracios gorbérdl leolvashatjuk az
ismeretlen minta PACAP38 vagy PACAP27 koncentracidjat (Németh et al., 2007; Jakab et
al., 2004).
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Tomegspektrometriai vizsgalatok

A tomegspektrometriai  kisérletekhez a mintakat (tisz6folyadék, magzatviz,
hiivelyvaladék) rutin négyogyaszati vizsgalatok alkalmaval nyertiik. A mintavételek kilén
beavatkozast nem igényeltek, az Intézmény Etikai Bizottsag Kddex szabalyainak betartasaval
torténtek. A mintdkhoz minden esetben peptidazgatlot (aprotinin) adtunk (30ul/ml), kivéve a
hlvelyvaladékot, orrvaladékot es nydlat, amik gyiijtése filter papirra tortént.

A tiszéfolyadékot onkéntes ndbetegektdl nyertiik (20-35 év kdzott, n=40), akiken
kontrollalt petefészek hyperstimuldldés utan mesterséges megtermékenyités miatt
tisz6folyadék punkciot végeztek. A mintdhoz (100 pl) hozzdadtunk 10 pl 72%-0s
triklorecetsavat és 100 pl desztillalt vizet, majd lecentrifugéltunk (13000 rpm, 10 min).

A magzatvizet onkéntes varanddsoktdl nyertik a 16. terhességi héten végzett
amniocentesis soran, melynek oka a 35 év feletti anyai életkor volt (n=25). A mintakbdl 200
pl - mennyiséget lecentrifugaltunk (10000 rpm, 5 min), a feltlusz6t 100 pl 1%-0s
trifluorecetsavval (TFA) savanyitottuk, majd ismét centrifugaltuk (13000 rpm, 10 min).

A tovabbi tisztitds céljara C18-as bevonatl Zip-Tip pipettahegyet (Millipore)
hasznaltunk. A vizsgalni kivant polipeptidet a Zip-Tip felszine megko6tétte, majd innen a
protokollnak megfeleléen leoldva kozvetleniil detektaltuk. A Zip-Tip felszinérdl torténd
kdzvetlen leoldast 50%-0s acetonitril és 0,1%-0s TFA 1:1 arny( keverékével végeztik.

A hivelyvéaladék (n=10) gytjtéséhez steril filter papircsikokat (Schirmer papir,
Mediker) hasznaltunk, a mintaadok a ciklusuk progeszteron fazisaban voltak. A papircsikok
hivelyvaladékkal val6 atitatdsa minden esetben egy steril csipesszel tortént, amivel a filter
papircsikot a huvely faldhoz illesztettik 10 masodpercig.

A human orrvaladék (n=10, 20-40 év kozottiek) és nyal (n=10, 20-40 év kozottiek)
mintadkat Onkéntesektdl nyertiik steril filter papircsikok (Schirmer papir Mediker)
hasznélataval.

A human csarnokvizet (n=10, 65-85 év kozottiek) onkéntesektdl nyertiik sziirkehdlyog
miatti miitét alkalmaval.

A nativ mintéinkat, illetve a PACAP-38 vizes oldatu standardjanek (Sigma-Aldrich)
1-1 pl-ét felvittik a Bruker rozsdamentes acel mintatarto talcara (MTP 384 massive target T,
Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Vizsgalataink soran matrixként a—ciano—4-hidroxi—
fahéjsav (CHCA) telitett 0,1 %-os trifluor-ecetsav (TFA) — acetonitril (2/1 V/V) oldatat
alkalmaztuk, melyb6él mintainkhoz 1-1 pl-t csepegtettiink. Kalibralo oldatként minden esetben
a Bruker Peptidkalibral6 Standardot alkalmaztuk (#206195 Peptide Calibration Standard;
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Bruker Daltonics). A mintak beszaradasat kovetden az elemzéseket a mar fent emlitett Bruker
Daltonics Autoflex Il tipust MALDI TOF/TOF tomegspektrometerrel reflektor detektalasi
mddban végeztiik el. Az ionizalashoz 337 nm-es nitrogen lézert alkalmaztunk (MNL-205MC
model; LBT- Lasertechnick Berlin GmbH.; Berlin; Németorszag), ennek frekvenciaja 50 Hz,
a gyorsito fesziiltség 20 kV és a késleltetési id6 pedig 120 ns volt. A tdmegspektrumokat
pozitiv ionizéciés moédban 1000 és 10000 m/z tartomany kozott regisztraltuk. Minden minta
esetében a peptidkeverékre jellemzo tomegspektrumokat (1000 16vés/minta) Osszesitettiik. A
miszer ellendrzését Bruker FlexContol 2.4 szoftverrel, az értékelést pedig Bruker

FlexAnalysis 2.4 szoftverrel végeztiik (Borzsei et al., 2009).
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Sejtkultdra

Immortalizalt sejtvonalak

Kisérleteink sordn JAR sejteket illetve HIPEC sejteket hasznaltunk. A JAR sejtek
choriocarcinomés cytotrophoblast sejtek, tenyésztésik RPMI-1640 médiumban torténik. A
HIPEC sejtek extravillosus cytotrophoblast sejtek, ezek tenyésztését DMEM médiumban

vegeztuk.

Primer sejtvonal

A primer cytotrophoblast sejteket human, érett placentabdl nyertik. Az izolalds a
placenta tisztitdsaval és mosasaval kezdodott. Eltavolitottuk mind az anyai (decidua) felszint,
mind a magzati (chorion) felszint. Ezutan a placenta kisebb darabokra vagaséval folytattuk,
tovabbi felhasznélasra csak azok a szOvetdarabok kertlhettek, melyek nem tartalmaztak sem
kalcifikalodott, sem nekrotizalt teriileteket. Majd a placenta tébbszori atmosasa kdvetkezett
HBSS-el, hogy a lehetd legtobb vért eltavolitsuk a mintakbol. A placenta elsé és masodik
tripszines emésztése 37°C-0s vizfiirdében tortént 30 percen keresztiil. Harmadszor mar csak
20 percig, negyedszer pedig 15 percig emésztettiik a szOvetmintakat. Az egyes emésztések
kozott Osszegyljtottiik a feliiliszot és megéllitottuk az emésztést FCS-el. Az igy kapott
oldatokat 10 percig 2000 rpm-en centrifugaltuk. Ezek utan a feliluszét ledntottik, a sejteket
pedig felszuszpendaltuk DMEM médummal. Ez a médium maér tartalmazott antibiotikumot,
de FCS-t még nem. Ezen sejtszuszpenziot atszirtik egy 40 pm-es sziirén, hogy minden
nagyobb szdvetdarabot eltavolitsunk, mivel zavarna a sejtek szétvalasztasat. A sziirletet ezek
utan 15 percig 2200 rpm-en centrifugaltuk, a feluliszét ismét ledntottik és felszuszpendaltuk
a sejteket 8 ml DMEM médiummal. A mar elézdleg elkészitett Percoll gradiensekre (4 db)
pipettaztuk a 2-2 ml sejtszuszpenzidt. Ezutan centrifugéltuk a gradienseket a sejtekkel 25
percig 1200 g-vel fék nélkil. A cytotrophoblast sejtek 35-40%-0s koncentracional rekednek
meg a Percoll gradiensben, igy az itt kialakult ,,gylirit” lepipettaztuk. Az igy izolalt sejteket
Gjra szuszpendaltuk médiummal, centrifugaltuk 8 percig 2000 rpm-en, a felllUszét ismét
eltavolitottuk, majd ezt a miiveletet megismételtik és felszuszpendaltuk a sejteket DMEM
médiummal. Ezek utan LCA-t (Leucocyte Common Antigen) adtunk a sejtekhez 1:20
higitasban. A szuszpenzidét 4°C-on 30 percig inkubaltuk, majd 1500 rpm-en 5 percig
centrifugaltuk. A felliluszot szintén eltavolitottuk, felszuszpendaltuk HBSS-el, majd Ujra
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elvégeztiik az el6bb emlitett centrifugalast es végil 3 ml HBSS-el felszuszpendaltuk. Ezutan a
Dynabeads tartalmd tubusba pipettaztuk a sejteket és 20 percig 4°C-on inkubaltuk. A
fellluszot ebben az esetben is eltavolitottuk, a sejteket pedig mar FCS tartalmd médiummal
felszuszpendaltuk. Végul tripan kék festék segitségével elvégeztiik a cytotrophoblast sejtek

szamlalasat.

Sejtek életképességének vizsgalata

JAR SEJTEK

A JAR sejtek életképesseégenek vizsgalatdhoz kolorimetrikus MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) tesztet hasznaltunk. A sejteket egy 96-lyukt tenyészté

edénybe valasztottuk szét, ahol a kezdeti koncentracié 10* sejt/200 ul médium/lyuk volt. Ezt

kovetden egy éjszakan at tenyésztettiik ket RPMI médiumban.

A; PACAP38 hatdsa JAR sejtekre kiilonbozo toxikus hatdsok esetében

A sejteket tizenkét kiilonb6z6 csoportra osztottuk:

1) a kezelésben nem részestilt csoport

b. 100 nM PACAP 38-al kezelt csoport
2.) a. 0,45 mM H,0,—dal kezelt csoport

b. 100 nM PACAP38-al elékezelt, majd 0,45 mM H,0O,—dal kezelt csoport
3) a. 0,9 mM H,0,—dal kezelt csoport

b. 100 nM PACAP38-al eldkezelt, majd 0,9 mM H,O,—dal kezelt csoport
4)) a. 75 UM CoCl,-dal kezelt csoport

b. 100 nM PACAP38-al elékezelt, majd 75 uM CoCl,-dal kezelt csoport
5. a. 1 pg/ml lipopoliszacharid-al (LPS) kezelt csoport

b. 100 nM PACAP38-al clokezelt, majd 1 pg/ml lipopoliszacharid-al (LPS)

kezelt csoport

6.) a. 200 mM etanollal kezelt csoport

b. 100 nM PACAP38-al elékezelt, majd 200 mM etanollal kezelt csoport
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A kontroll sejteket nem kezeltiik elézetesen PACAP38-al, azonban azon sejtcsoportok

esetében, melyek 9 6ran keresztiil kiilonb6zo toxikus hatdsoknak voltak kitéve, 1 éraval az

expozici6 elétt 100 nM PACAP38 kezelést is végeztiink.

B; PACAP38 hatasa JAR sejtekre citosztatikus kezelés esetében

A sejteket huszonnégy kiillonbdz6 csoportra osztottuk:

1)
2)
3)
4)
5)
6.
7)
8.
9.
10.)
11)
12)
13)
14)
15.)
16.)
17)
18
19)
20.)
21))
22))
23)
24.)

kezelésben nem részesilt csoport

100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport

1uM PACAP6-38-al kezelt csoport

100 nM PACAP1-38-al és 1uM PACAP6-38-al kezelt csoport

10 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport

1 uM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP1-38-al, 1 uM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport
100 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP1-38-al és 100 uM MTX-al kezelt csoport

1 uM PACAPG6-38-al és 100 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP1-38-al, 1 uM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport
kezelésben nem részesilt csoport

1 nM PACAP1-38-al kezelt csoport

100 nM PACAP6-38-al kezelt csoport

1 nM PACAP1-38-al és 100 nM PACAP6-38-al kezelt csoport

10 uM MTX-al kezelt csoport

1 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP6-38-al és10 uM MT X-al kezelt csoport

1 nM PACAP1-38-al, 100 nM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport
100 uM MTX-al kezelt csoport

1 nM PACAP1-38-al és 100 uM MTX-al kezelt csoport

100 nM PACAP6-38-al és 100 uM MT X-al kezelt csoport

1 nM PACAP1-38-al, 100 nM PACAP6-38-al €s10 uM MTX-al kezelt csoport
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A kontroll sejteket ebben az esetben sem kezeltiik el6zetesen sem PACAP1-38-al, sem
PACAP6-38-al. Azon sejtcsoportok esetében, melyek 48 Oran keresztil citosztatikum
hatdsanak voltak kitéve, 1 oraval az expozicio elétt PACAP1-38 vagy PACAP6-38, vagy
egyuttes kezelést is végeztink.

A Kkezelést kovetéen a médiumokat lecseréltiik egy 0,5%-0s MTT tartalmu RPMI
médiumra, melyben 4 6réig inkubaltuk a sejteket. A reakciot 10 mM HCI hozzdadasaval
terminaltuk. Ezt kovetéen az abszorbanciat ELISA leolvasd segitségével 570 nm
hullamhosszon megmértik, amely aranyos volt az ¢él6 sejtek szamaval. Minden Kkiserletet

haromszor ismételtink.

HIPEC SEJTEK

A HIPEC sejtek életképessegének vizsgalatahoz kolorimetrikus WST-1 tesztet
hasznaltunk. A sejteket szintén 96-lyuku tenyészté edénybe valasztottuk szét, ahol a kezdeti
koncentracié 10* sejt/100 pl médium/lyuk volt. Ezt kdvetden egy éjszakan at tenyésztettiik
6ket DMEM médiumban.

A sejteket hat kiillonb6z6 csoportra osztottuk:

1) kezelésben nem reszesult csoport

2.) 100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport

3.) 1 uM PACAPG6-38-al kezelt csoport

4. 10 uM MTX-al kezelt csoport

5. 100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport
6.) 1 uM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport

A kontroll sejteket ebben az esetben sem kezeltiik elézetesen sem PACAP1-38-al, sem
PACAPG6-38-al. Azon sejtcsoportok, melyek 48 oran keresztil citosztatikum hatasanak voltak
kitéve, 1 oraval az expozicio elétt PACAP1-38 vagy PACAP6-38 kezelesben is részesiltek.
Az inkubacids id6 lejartakor a 100 pl médiumokhoz 10 pl WST-1 reagenst adtunk. Ezt
kovetéen 2-3 oran keresztll inkubaltuk a sejteket. Az abszorbancidt ELISA leolvasd
segitségével 420-480 nm hulldmhosszon megmértilk, amely aranyos volt az ¢él6 sejtek

szamaval. Minden kisérletet haromszor ismételtiink.
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Invazids keszség és proliferacio vizsgalata

A HIPEC sejtek invazios készségének vizsgalatat invazios kamrakban végeztik a
Boyden kamra protokoll alapjan. Minden kamraban talalhaté egy beillesztés amelyben van
egy 8 pum poérus nagysagu polikarbonat membran. Ezen kiviil a membranokon talalhatd egy
patkany farokbdl szarmazo I. tipust kollagén bevonat (5pg/cm?). A beillesztéseket el8szor
DMEM médiummal mostuk majd 30 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezutdn minden
beillesztéshe 5x 10° sejtet helyeziink 100 pl FCS mentes médiummal, a kamrakba szintén 5x
10°> sejt keriil 400 pl FCS mentes médiummal. A sejteket 72 6ran &t tenyészettiik
inkubatorban (37°C, 5% CO,). Az inkubéacié lejarta utan a fellluszot eltavolitottuk és a
kollagénbe betort életképes sejteket jeloltik 400 ul crystal violet sejtfestékkel 20 percig
szobahémérsékleten. Majd ledblitettik a sejteket néhanyszor vizzel és a kollegénbe nem
betord sejteket vattaval eltavolitottuk. Ezek utin a beillesztést egy teljesen 1j kamraba
helyeztiik és 200 pl H,O:etanol:acetecetsav (49:50:1) keveréket adtunk hozza. Ezekbdl az
oldatokbol 100 pl-eket 96- Iyuku tenyészté edényekbe pipettaztunk ahol kolorimetrikus WST-
1 teszttel 560 nm-en meghatéroztuk a abszorbanciat, ami arnyos a sejtkoncentracioval. A
proliferacios vizsgalatot a kamrakban talalhat6 sejteken végeztik paralell az invazios készség
meghatarozasaval. A médium eltavolitasa utan 400 pl FCS mentes 20% 96 Aqueous One
solution tartalmd reagenst adtunk a sejtekhez. Majd inkubdltuk 3 6ran at inkubatorban (37°C,
5% CO,). Ezekbdl az oldatokbol szintén 100 pl-eket pipettdztunk 96- lyukt tenyésztd
edényekbe majd kolorimetrikus WST-1 teszttel 560 nm-en meghataroztuk a abszorbanciat,

ami aranyos a sejtkoncentréaciéval.

Western blot analizis

A JAR sejteket 6 Ilyukl tenyésztd edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti

koncentracié 5 x 10° sejt/ml/lyuk volt.

A.) PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre
JAR sejteket négy kiilonbozd csoportra osztottuk:
1) kontroll csoport

2.) 1 6ras 100 nM PACAP38-al kezelt csoport

3.) 1 6rés 1 uM PACAPG6-38-al kezelt csoport
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4. 1 6ras 100 nM PACAP38-al és 1 uM PACAP6-38-al egyiittesen kezelt csoport

B.) PACAP1-38 hatdsa JAR sejtekre H,0, kezelés esetében

A JAR sejteket négy kiilonboz6 csoportra osztottuk:

1) kontroll csoport

2.) 9 dran keresztul 0,6 mM H,O,—dal kezelt csoport

3) 1 6ras 100 nM PACAP38-al elokezelt, majd 9 éras 0,6 mM H,0,-dal kezelt csoport

4. 1 6ras 100 nM PACAP38-al kezelt csoport

A sejteket a kezelést kdvetden Osszegyljtottilk, majd jéghideg Tris pufferben (50 mM, pH:

8,0) homogenizaltuk.

A puffer Osszetevoi:
Foszfataz inhibitor NagVOy (0,5 mM)
proteaz inhibitor

PBS

A sejtmembranokat ultrahanggal roncsoltuk, majd 10000 x g sebességgel centrifugaltuk 15
meghataroztuk, a mintdk protein tartalmat egyenld koncentraciokra allitottuk be. Azonos
mennyiségii fehérjéket (10 ug) 8, 12 és 15 %-os poliakrilamid gélben futtattunk. A blottolast
kovetden, a nitrocelluldéz membrant 3%-0s zsirmentes tejben a kdvetkezé polyclonalis nyul
vagy monoclonalis egér 1gG ellen termeltetett antitesteket tartalmazé oldatban egy éjszakan at

4°C-on inkubaltuk:

= Phospho-protein kinase B (p-Akt) (1: 1000 higitas)
= Phospho-p44/42 mitogen activated protein kinase (p-ERK1/2 Thr 202/Tyr204)
(1: 1000 higitas)

= Phospho-p38 mitogen activated protein kinase (p-p38 MAPK Thr180/Tyr 182)
(1: 1000 higitas)
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A masodik antitest peroxidaz-konjugalt anti-nyal, valamint anti-egér 1gG volt, a vizualizalast
ECL Western blot meghatarozé rendszer kemilumineszcens szubsztrat (Amersham Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) hasznalataval végeztik el. Az el6hivott
filmeket NIH’s Image J szoftver segitségével értékeltiilk. Minden kisérletet legalabb harom

alkalommal végeztiink el.
Apoptozis es nekrozis detektaldsa annexin V/propidium jodid festéssel
JAR sejtek

A JAR sejteket 6 lyuka tenyésztd edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti

koncentracié 10° sejt/2ml/lyuk volt.

JAR sejteket hat kiilonb6z6 csoportra osztottuk:

1) kontroll csoport

2.) 100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport

3.) 10 uM MTX-al kezelt csoport

4.) 100 pM MTX-al kezelt csoport

5) 100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport

6.) 100 nM PACAP1-38-al és 100 uM MT X-al kezelt csoport
HIPEC sejtek

A HIPEC sejteket szintén 6 lyuka tenyészté edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti
koncentraci6 10° sejt/2ml/lyuk volt.

HIPEC sejteket hat kiilonbozd csoportra osztottuk:
1) kontroll csoport

2.) 100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport
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3.) 1 uM PACAPG6-38-al kezelt csoport
4. 10 uM MTX-al kezelt csoport
5. 100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport

6.) 1 uM PACAPG6-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport

Az eljaras a sejthaldl tipusainak elkllonitésére alkalmas. Az apopt6zis Kkorai
szakaszaban valtozasok figyelhetbk meg a plazmamembranban. Az apoptotikus sejtek
membranjaban a foszfolipid-foszfatidilszerin a bels6é felszinrél a kiils6 felszinre
transzlokalodik. Az annexinV igen nagy affinitast mutat a foszfolipid-foszfatidilszerinhez. A
fluoreszcens festékkel (FITC) jelzett annexinV alkalmas az apoptotikus sejtek aramlasi
citometrias kimutatasara. Az annexinV-t propidium jodid festessel egyutt alkalmaztuk és igy
az annexinV pozitiv apoptotikus sejtek elkiilonithetévé valtak a propidium jodid pozitiv
nekrotikus sejtektél (Vermes et al., 2000). A mintdkat BD FacsCalibur flow citométerrel
vizsgaltuk, az analizishez Cellquest software-t hasznaltunk. Kvadrans dot plot segitségével
meghatarozhato az €16, a nekrotikus (propidium jodid pozitiv), a korai apoptotikus (annexin-V
pozitiv), valamint a kés6i apoptotikus (annexin-V és propidium jodid pozitiv) sejtek

szézalékos aranya.
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Statisztika
Eredményeinket atlag + S.E.M. formaban adtuk meg. Az eredmények adatait ANOVA

teszttel hasonlitottuk 6ssze, melyet Neuman—Keul's post hoc analizis kovetett.

A P<0.05 eredmények esetén az eltérest szignifikansnak tekintettik.
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Eredmenyek

A PACAP elséfordulasa a placentaban

A RIA eljaras segitségével sikertlt a PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitést
kimutatnunk human placentabdl. A PACAP38 szignifikansan magasabb koncentrécidban
fordult el6 a human placenta anyai centralis és periférias illetve a magzati centralis és
periférias részében mint a PACAP27. A peptid mindkét formaja alacsony koncentraciéban
volt jelen a koldokzsindrban, de a PACAP38 szintje itt is szignifikdnsan magasabb volt a
PACAP27 szintjénél (5. abra).
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5. &bra: A placenta kullénbozd részeibdl vett mintak PACAP koncentraciéja fmol/mg-ban.
***P<(,001 vs PACAP38
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A PACAP mindkét formaja detektalhato volt a 9 hetes abortumok anyai és magzati oldalabdl
vett mintdkbdl egyarént (6. dbra). A PACAP27 szintje csak a magzati oldalon mutatott
szignifikans emelkedést a terhesség elérehaladtival, ezzel szemben a PACAP38
koncentracidja mind a magzati, mind az anyai oldalon szignifikdnsan emelkedett a

terminushoz kozeledve.
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6. abra: A 9 hetes abortumokbol és érett placentakbdl szarmazd mintak PACAP38 és

PACAP27 koncentracidja, ## P<0,001 vs hozzd tartozé elsé trimeszteres PACAP38 vagy
PACAP27 koncentracio.
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Tomegspektrometriai vizsgalatok

Kisérleteink sordn human tiisz6folyadék, magzatviz, hiivelyvaladék, nyal, orrvaladék és
csarnokviz mintdkat a PACAP standarddal egyutt MALDI TOF témegspektrométer segitségével
vizsgaltuk. A PACAP-38 kvazi-molekula ionjat (MW: 4534.6 Da) a standardban (7A. abra) és
mind a 40 tiszéfolyadékban (8A. dbra) detektaltuk. A human magzatviz (9. abra), hlvelyvaladéek
(10. &bra), nyal (11.abra), orrvaladék (12. &bra) és csarnokviz (13. abra) esetében nem tudtuk
kimutatni a PACAP38-ra jellemz6 csucsot. Ezt kovetden a tiiszOfolyadékban elvégeztik a
PACAP38 csucs fragmentacidjat MALDI TOF/TOF alkalmazésaval. A kisérlet eredményeként
kapott y fragmensek egyezest mutattak a korabbi vizsgalatok alapjan rendelkezésre all6 a
PACAP38 sziil6 ion y fragmenseivel és aminosav szekvenciaival (7B és 8B. abra). igy kapott

eredményeink egyértelmiien bizonyitjak a PACAP-38 jelenlétét huméan tiisz6folyadékban.
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7A. abra: Tomegspektrum a PACAP38 protonalt kvazi molekula ionjarol standardban.
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7B. abra: PACAP38 standard tomegspektruma MALDI TOF/TOF mérést kévetéen kapott y
fragmensekkel.
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8A. abra: Human tiiszéfolyadék tomegspektruma PACAP38-ra jellemzd csuiccsal.
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8B. &bra: Human tiiszéfolyadék tomegspektruma MALDI TOF/TOF mérést kovetéen kapott y
fragmensekkel.
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9. &bra: Human magzatviz tomegspektruma a PACAP38-ra jellemzd csiics nélkiil.
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10. ébra:
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Humén hiivelyvaladék tomegspektruma a PACAP38-ra jellemzd csiics nélkiil.
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11. &bra: Human nyal tomegspektruma a PACAP38-ra jellemzé csiics nélkiil.
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12. dbra: Human orrvaladék tomegspektruma a PACAP38-ra jellemzé csucs nélkl.
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13. &bra: Human csarnokviz tomegspektruma a PACAP38-ra jellemzd csuics nélkiil.



PACAP hatasa choriocarcinoma sejtek tulélésére

A. PACAP38 hatasa JAR sejtekre kiilonbozo toxikus hatdasok esetében

A PACAP38 kezelés 6nmagaban nem befolyasolta a JAR sejtek talélését. Meglepd
—dal és PACAP38-al lettek kezelve. S6t, ezen sejtek talélési aranyat az oxidativ stressz és a
PACAP38 egyiittes alkalmazésa cstkkentette, ez a hatas erételjesebben mutatkozott azonban
a magasabb H,O, koncentracio esetén. Hasonlé eredményt lattunk azon csoportnél, amely
CoCl;, okozta kémiai hypoxiaban szenvedett, itt is csokkentette a sejtek talélési ardnyat a
kettds kezelés. Nem figyelhetd meg szignifikans valtozas a tulélési aranyban LPS vagy etanol

hatasara sem (14. abra).

Szazalékos tilélési arany a kontrollhoz viszonyitva ®kontroll
EPACAP

normil 0,43 mM 0,9 mM CoClI2 LPS etannl
m02 mo2

14. abra: JAR sejtek tulélési aranya a kontroll sejtekhez viszonyitva kiilonbozd toxikus
kezeléseket kovetéen. *P<0,05 vs kontroll sejtek tulélési aranya, ***P<0,001 vs kontroll

seltek tulélési aranya
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B. PACAP38 hatdsa JAR sejtekre citosztatikus kezelés esetében

A JAR sejtek talélését sem a PACAP1-38, sem a PACAP6-38 kezelés énmagaban,

sem egyuttes alkalmazasuk nem befolyasolta. A citosztatikus kezelés hatasara a sejttulélés

szignifikdns mértékben lecsokkent. Meglep6 modon abban az esetben sem talaltunk sem

protektiv, sem toxi

kus hatast azon sejteknél, melyek eltéré koncentracioji MTX-al és

PACAP1-38-al vagy PACAPG6-38-al vagy ezek kombinaciojaval lettek kezelve (15. abra)
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15. dbra: JAR sejtek tulélési aranya a kontroll sejtekhez viszonyitva citosztatikus, PACAP1-38

és PACAP6-38, val

amint kombinalt alkalmazasukat kévetéen. ***P<0,001 vs kontroll sejtek

talélési aranya.
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PACAP hatasa extravillosus cytotrophoblast sejtek tulélésére

A HIPEC sejtek tulélesét sem a PACAP1-38, sem a PACAP6-38 kezelés 6nmagaban
nem befolyasolta. Ezen sejtvonal esetében sem talaltunk védo, vagy toxikus hatast azoknal a
sejtcsoportoknal, melyek MTX-al és PACAP1-38-al vagy PACAP6-38-al lettek kezelve (16.

abra).
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16. abra: HIPEC sejtek tulélési aranya a kontroll sejtekhez viszonyitva citosztatikus,
PACAP1-38 és PACAPG6-38 illetve ezek kombinalt alkalmazasat kovetden. ***P<0,001 vs

kontroll seltek tulélési aranya.
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closegitette. A PACAP6-38 az invéazidra semmilyen hatdst nem gyakorolt, viszont a
proliferaciot szignifikans mértékben fokozta (17.4bra).
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17. dbra: HIPEC sejtek invazids készségének és proliferacidjanak aranya a kontroll sejtekhez
viszonyitva PACAP1-38 és PACAP6-38 alkalmazasat kéovetéen. *P<0,5 vs kontroll sejtek
invazios készsége, “P<0,5 vs kontroll sejtek proliferaciéja, “*P<0,001 vs kontroll sejtek

proliferacioja.
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PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek jelatviteli Utvonalaira

A.) PACAP1-38 es PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre
ERK1/2

Az ERK1/2 aktiv, foszforilalt formajat kimutattuk a kontroll sejteknél, expresszioja
azonban PACAP1-38 kezelést kovetéen nem valtozott. Ezen jelatviteli Gtvonal aktivacioja
szignifikans emelkedést mutatott PACAP6-38 alkalmazésa esetén, hasonld emelkedés volt
megfigyelhetd PACAP1-38 és PACAP6-38 kombinalt kezelése esetében (18.4bra).
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18. dbra: ERK1/2 altal medialt jelatviteli Gtvonal aktivitasa kiilonbozd kezeléseket kovetden.

*P<0,05 vs kontroll csoport
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p38 MAPK

A p38 MAPK aktivacioja esetében az ERK1/2-el ellentétes eredményeket kaptunk. A
p38 MAPK foszforilacioja kis mertékben csokkent PACAP1-38 hatasara, majd szignifikans
csokkenest mutatott PACAP6-38 kezelés hatasara. PACAP1-38 és PACAP6-38 egyuttes
alkalmazas esetén ez a szignifikans aktivacio csokkenés még nagyobb mértékben volt
megfigyelhetd (19. abra).
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19. &bra: A p38 MAPK Aaltal medialt jelatviteli utvonal aktivitasa kiilonbozé kezeléseket

kovetéen. *P<0,05 vs kontroll csoport
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JNK/SAPK

A INKJ/SAPK aktivacidja csak kis mertékben volt kimutathatd a kontroll sejtek
esetében. Foszforilacidja mar szignifikdns mértékben emelkedett csak PACAP1-38 kezelés
hatdsara is, meég nagyobb emelkedést mutatott PACAP6-38 esetében. Kombinalt
alkalmazésuk esetében ez az aktivacié még jobban megemelkedett (20. &bra).
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20. &bra: A pJNK/SAPK altal medialt jelatviteli tvonal aktivitasa kiilonbozé kezeléseket

kovetden. *P<0,05 vs kontroll csoport, **P<0,01 vs kontroll csoport
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B.) PACAP1-38 hatasa JAR sejtekre H,O, kezelés esetében

Akt

Az Akt aktiv forméajat kimutattuk a kontroll sejteknél, expresszioja azonban PACAP1-
38 kezelést kovetden jelentés mértékben csokkent. Hasonld hatast figyelhettiink meg azoknal
a sejteknél, melyek csak oxidativ stressznek voltak kitéve. Abban az esetben, amikor a
sejteket PACAP1-38 ecldkezelést kovetden H,Op-dal kezeltik, ezen protektiv jelatviteli

atvonal aktivacidja még szignifkansabb mértékben lecsokkent (21. abra).

et et caniy weww

| —— o — . - p-AKT

phwsphe AKT

*
*
Eonirdl HO? H

O +PACATL-35 PACAFL-3E

LI
oD
00
G000
5000
4000
00
000
1000

21. &bra: Az Akt altal medidlt jelatviteli Gtvonal aktivitésa kiilonbozd kezeléseket kovetien.

*P<0,05 vs kontroll csoport **P<0,01 vs kontroll csoport
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ERK1/2

Kisérletlink soran nem volt kimutathat6 aktivitdsvaltozas annél a sejtcsoportnal, mely
csak PACAP38 kezelésben részesiilt a kontroll sejtekhez viszonyitva. A ERKL1/2
foszforilacidja szignifikansan lecsokkent azoknal a sejteknél, melyek csak oxidativ stresszben
részesiltek, illetve tovabbi szignifikdns csokkenést mutat abban az esetben, amikor a sejtek

mindkét hatasnak ki voltak téve (22. abra).
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22. dbra: Az ERK1/2 altal medialt jelatviteli Gtvonal aktivitasa kiilonbozd kezeléseket
kovetden. *P<0,05 vs kontroll csoport ***P<0,001 vs kontroll csoport
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p38 MAPK

A p38 MAPK foszforilacidja nem véltozott abban az esetben, amikor a sejtek csak
PACAP kezelésben részesultek, illetve akkor sem, mikor a H,O, ltal Kifejtett oxidativ
stresszben szenvedtek. A PACAP és a H,0; egyidejii alkalmazasa esetén viszont ezen

protektiv jelatviteli Gtvonal aktivécidja szignifikans csdokkenést mutat (23. &bra).
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23. dbra: A p38 MAPK altal medialt jelatviteli utvonal aktivitasa kiilonbozé kezeléseket

kovetoen. **P<0,01 vs kontroll csoport
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Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel JAR sejteknél

A flow citométerrel kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a MTX-kezelt csoportban
az €16 sejtek szama szignifikansan csokkent mind 10 uM, mind pedig 100 uM alkalmazott
koncentracio esetén. A PACAP1-38-kezelés dnmagaban nem okozott eltérést a kontroll
sejtcsoporthoz képest, ezen kiviil sem védé sem toxikus hatast nem fejtett ki egyik MTX
koncentracidval szemben sem (24., 25. &bra).
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24. abra: A JAR sejtek tulélésének flow citométerrel kapott eredményeinek szamszerti
abrazolasa atlag+SEM. **P<0,01 vs kontroll sejtek tulélési aranya, ***P<0,001 vs kontroll

sejtek tulélési aranya
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25. &bra: PACAP hatésa a citosztatikumnak kitett JAR sejtek tulélésére kionbozd kezelések
esetén. Flow citometriai analizis az élo, nekrotikus, korai és késoi apoptotikus JAR sejtek
elkulonitésére. Bal also kvadrans: egészseges sejtek, jobb alsé kvadrans: korai apoptotikus

sejtek, jobb felsé kvadrans: késdi apoptotikus sejtek, bal felsd kvadrans: nekrotikus sejtek.
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Apoptozis es nekrozis detektaldsa annexin V/propidium jodid festéssel HIPEC sejteknél

A flow citométerrel kapott eredményeink ebben az esetben is azt mutatjak, hogy a

MTX-al (10 puM) kezelt csoportban az €16 sejtek szdma szignifikansan csokkent. A PACAP1-

38 illetve a PACAP6-38 kezelés dnmagaban nem okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz

viszonyitva, ezen kivll ebben az esetben sem mutattak sem védo, sem toxikus hatast a MTX

kezeléssel szemben (26., 27. abra).
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26. &bra: A HIPEC sejtek tulélésének flow citométerrel kapott eredményeinek szamszerii
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abrazolasa atlag+SEM. **P<0,01 vs kontroll sejtek tulelési aranya
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Control PACAP1-38
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27. &bra: PACAP hatasa a citosztatikumnak kitett HIPEC sejtek tulélésére klonbozé kezelések
esetén. Flow citometriai analizis az éld, nekrotikus, korai és késdi apoptotikus HIPEC sejtek
elkulonitésére. Bal also kvadréns: egészséges sejtek, jobb also kvadrans: korai apoptotikus

sejtek, jobb felso kvadrans: késoi apoptotikus sejtek, bal felsé kvadrans: nekrotikus sejtek.
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Megbeszélés

A PACAP eléfordulasa a placentiaban

Kisérleteink soran mind a PACAP38-at, mind a PACAP27-et kimutattuk a human
érett placenta minden részében, a PACAP38 magasabb, a PACAP27 alacsonyabb
koncentracioban fordult eld. A két peptid kézott mért koncentraciokiilonbség mértéke
megegyezik korabbi placentan végzett vizsgalatok eredményeivel (Steenstrup és mtsai, 1996).
A PACAP placentdban mért koncentracidtartomanya kozel azonos az agyban mért
koncentraciétartomannyal, ahol a legmagasabb a peptid szintje az egész szervezetben
(Németh et al., 2006, 2007; Kiss et al., 2007, J6zsa et al., 2006). Eredményeink azt mutatjak,
hogy a PACAP szintje emelkedik a terhesség elérehaladtaval, mind az anyai, mind a magzati
oldalon. Ez j6l korrelal korabbi kisérleti eredményekkel, melyek szerint a PACAP mRNS és a
PAC1 receptor mRNS szintje emelkedik a terminushoz kozeledve (Koh et al., 2005), illetve a
méhnyakban és a gerincvel6ben talalhato PACAP szintje a terhesség elérehaladtaval valtozast
mutat (Spencer et al., 2001). Kimutattuk tovabb4, hogy a placentaban a 38 aminosavas forma
a dominans, ami 6sszhangban van azzal, hogy a human szévetekben a PACAP38 sokkal
magasabb koncentracioban van jelen a PACAP27-hez viszonyitva (Vaudry et al., 2000; Koh
et al., 2005; Németh et al., 2007; Hannibal et al., 1998). A PACAP magas koncentraci6jabol
arra kovetkeztethetlink, hogy a peptid fontos szerepet tolthet be a placentdban. Ezt a
feltételezést tamasztja ala PACAP knockout egerek csokkent fertilitisa és implantacids
képessége (Isaac és Sherwood, 2008), tovabba, hogy a PACAP fontos szerepet tolt be az
uteroplacentaris egység mukodésének szabalyozasaban, mivel relaxaciot okoz a bolyhok

ereiben és az intramyometrialis erekben (Steenstrup et al., 1996).

A PACAP eléfordulasa a reproduktiv rendszer egyéb részeiben

Vizsgalataink alapjan kimutattuk, hogy a PACAP38 megtalalhaté az altalunk vizsgalt
0sszes human tlisz6folyadékban. A tlisz6folyadék médiumként szolgal a fejlédd petesejt
szamara, illetve fontos szerepet tolt be a germinalis sejtek morfologiai és funkcionalis

fejlodésében. A PACAP kimutathatd fejlédési stadiumtol fliggéen a nagy érett tiiszOk
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granulosa sejtjeiben peteerés elétt. Kisebb mennyiségben azonban éretlen antrélis és
preantralis tiiszkben is expresszalodik (Gras et al., 1996; 2005; Park et al., 2001). Ezen kivil
kimutattdk a PACAP receptort is a fejlédo tiiszokben (Barberi et al.,2007; Park et al., 2000;
Vaccari et al., 2006). A sargatestben mind a PACAP-ot, mind a PACL1 receptort kimutattak
(Kotani et al., 1997). Valoszinii, hogy a peptid szerepet jatszik a primordialis csirasejtek
proliferaciojaban (Pesce et al., 1996), az éretlen tiiszOk ciklikus Kivalasztddaséban és a
fejlédés elinditasaban (Gras et al., 2005), a petesejtek meiotikus fejlédésében (Apa et al.,
1997a) és a petefészek hormon- illetve enzim termelésében (Apa et al., 1997b; 2002; Sayasith
et al.,, 2007). Eredményink, hogy a PACAP kimutathato az altalunk vizsgalt Osszes
tiisz6folyadékbol, alatdmasztja a feltételezést, hogy a PACAP fontos bioldgiai szerepet tolt be
a tenyészto folyadékként funkcionald tiiszofolyadékban a fejlodd petesejtek szamara. Ennek

tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Huméan magzatvizben, huvelyvaladékban, orrvaladékban, nyalban és csarnokvizben
nem tudtuk kimutatni a PACAP-ot tdmegspektrométer segitségével. Ennek oka lehet a
PACARP teljes hianya ezen mintakban, vagy a peptid szintje annyira alacsony, hogy nem éri el
a detektalasi limitet. A peptid hidnya ebben az esetben nem feltétlenul zarja ki azt a
lehetdséget, hogy a PACAP megtaladlhatd koros elvaltozasok esetében, mivel az altalunk
vizsgalt mintdk olyan Onkéntes ndbetegtdl vagy egészséges Onkéntesektdl szarmaztak, akik
anamnézisében nem volt ismert betegség. A gyors lebomlas kizarhatd, mivel a mintdkhoz
megfeleld mennyiségli peptidaz-gatlot adtunk. Ezen kiviil eléfordulhat, hogy a peptid egy
maodosult formaban van jelen az altalunk vizsgalt mintakban, melynek kideritése még tovabbi
vizsgélatokat igényel. Mindemellett eredményeink ismeretében arra kdvetkeztethetlink, hogy
fizioldgias korlilmények kozott a PACAP nem mutathatd ki human magzatvizb6l,

hivelyvaladékbol, orrvaladékbol, nyalbol és csarnokvizbol.

PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek tulélésére es jelatviteli atvonalaira

PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasai choriocarcinoma sejtek tulélésére

Vizsgalatainkban a PACAP kezelés szamos hatasat leirtuk JAR sejtek tulélését és
jelatviteli Gitvonalait illeten. Arra az eredményre jutottunk, hogy egy 0rds PACAP1-38 vagy
PACAPG-38 eldkezelés nem valtoztatta meg szignifikdnsan a trophoblast sejtek talélési

aranyat, viszont azoknal a sejeknél, melyek oxidativ stressznek és hypoxianak is ki voltak
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téve, a PACAP1-38 clokezelés szignifikansan csokkentette a talélést. Ebbol arra
kovetkeztethetlink, hogy a PACAP38 potencirozza ezen toxikus hatdsokat. Ezt nem

figyelhetjiik meg azoknal a csoportoknal, amelyek LPS, etanol vagy MTX kezelést kaptak.

PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP1-38 kezelés 6nmagdban nem valtoztatta
meg az ERK1/2 és a p38MAPK foszforilacidjat. Az ERK1/2 esetében a PACAP6-38
szignifikdnsan emelte ezen jelatviteli Gtvonal aktivaciojat, ugyanezt a hatast figyelhetjuk meg
kombinalt alkalmazasukat kovetéen. A p38MAPK esetében pont ellenkez6 hatast
figyelhettiink meg, a PACAP6-38 és a PACAP1-38 vald egyuttes alkalmazésa estén ezen
jelatviteli tvonal foszforilacidja szignifikans mértekben lecsokkent. A INK/SAPK jelatviteli
atvonal esetében a PACAP1-38 kezelés szignifikans aktivacidemelkedést hozott létre, amely
ugyan fokozodott PACAP6-38 kezelést kovetben is, de sokkal szignifikansabb foszforilalodas
volt megfigyelheté kombinalt alkalmazasuk esetén.

PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek tulélésére methotrexate kezelés hatasara

Vizsgéalatainkban arra az eredményre jutottunk, hogy a PACAP1-38 vagy a PACAPG6-
38 kezelés 6nmagéaban nem valtoztatatott a vizsgalt sejtvonal talélésén, MTX egyedili
alkalmazésa esetén a tulélés kortlbelul a felére csokkent le. A citosztatikum és PACAP1-38
vagy PACAP6-38 kombinalt alkalmazasa esetén ugyanezt a hatast kaptuk, tehat a peptid és az

antagonista sem mutatott védo vagy toxikus hatast.

PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek jelatviteli Utvonalaira toxikus korilmények kdzott

Eredményeink azt mutatjak, hogy 6nmagaban a PACAP38 kezelés nem valtoztat az
ERK1/2 és a p38 MAPK foszforilaciojan, de csokkenti az Akt aktivaciojat. A PACAP-al és
H,O,—dal torténd egyiittes kezelést kovetden csokken a fenti jelatviteli utvonalak
foszforilacidja. Az Akt esetében a PACAP38 6nmagaban is csokkentette az aktivaciot, igy az

egylittes kezelést kovetden kilalakuld csokkenés additiv hatdsnak mindsiil. Az ERK1/2 és a
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p38 MAPK esetében a PACAP38 dnmagaban nem csokkentette az aktivaciot, igy az egydttes
kezelés kovetkeztében kialakulé csokkenés ezekben az esetekben potenciroz6 hatésnak
tudhato be.

PACAP hatasai extravillosus cytotrophoblast (HIPEC) sejtekre

Az immortalizalt extravillosus cytotrophoblast sejtek esetében, azonos kérilmények kozott
ugyanugy viselkedett a PACAP1-38 és a PACAP6-38, mint a tumoros choriocarcinoma sejtek
esetében. A HIPEC sejtek tulélésén sem valtoztatott a PACAP1-38 és PACAP6-38 kezelés
onmagéaban, viszont a MTX szignifikansan csokkentette a tulélést. A MTX ezen toxikus
hatasat ennél a sejtvonalnal sem tudta a PACAP1-38 kivédeni, vagy a PACAP6-38 erdsiteni.
PACAP1-38-al és PACAP6-38-al ellentétben a PPARy nem fokozta a proliferaciot, viszont a
PPARy és a PACAP1-38 csokkentette az invazids készséget, ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy ezen anyagok moduléljdk a cytotrophoblastok invazidjat a placentdban (Pavan et al.,
2003). Tovabbra is érdekes kérdés marad azonban, hogy a PACAP6-38 a cytotrophoblastok
esetében nem antagonista hatasu. Ezen eredmények tisztdzasara PCR kisérleteket végzink

egy esetleges 0] receptor feltérképezésére a placentaban.

A PACARP altalanos sejtvédo hatasatol eltérdé hatasai egyes sejtekben

A PACAP-ot legtdbb esetben cytoprotektiv hatasa alapjan jegyzik az irodalomban, ezt
a tulajdonsagat eldszor neuronalis sejtvonalon mutattdk ki, ahol protektiv hatast fejtett ki
tobbféle toxikus stresszorral szemben. A PACAP38 tobbek kozott védo hatast fejt ki
glutamat, etanol, ceramid, 6-hidroxidopamin, HIV burokfehérje, rotenon és hypoxia okozta
karosodassal szemben (Brenneman et al., 2002; Morio et al., 1996; Rabl et al., 2002; Takei et
al., 1998; Vaudry et al., 2002b, 2003; Wang et al., 2005). A PACAP védé hatasat cerebellaris
szemcsesejtek esetében is kimutattak oxidativ stresszel szemben (Vaudry et al., 2002a, 2005).
Hasonld mértékii protektiv hatast mutatott ki munkacsoportunk oxidativ stresszel szemben az
endotél sejtek vagy szivizomsejtek esetében is (Gasz et al., 2006; Racz et al., 2007). Jelen

eredményeink ezzel teljesen ellentétben azt mutatjak, hogy a PACAP nem segiti a trophoblast
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sejtek tulélését. A PACAP kezelés 6nmagaban nem véltoztatott a tulélési aranyon, de fokozta
az oxidativ stressz és in vitro hypoxia altal okozott toxikus hatast. Ennek a potencirozo
hatasnak az oka még ismeretlen.

Az irodalmi adatok azonban nem minden sejt esetében mutatnak sejttalélést elésegitd
hatast. Egyes esetekben a PACAP38 pont ellentétes hatast fejt ki, mégpedig gatolja a sejtek
talélését, mint pl. myeloma és human leukémia sejtekben (Hayez et al., 2004; Li et al., 2006).
Tovébba kimutattidk, hogy a PACAP KO egerekben gyakrabban fejlédik ki colorectalis tumor
(Nemetz et al., 2008). Kardialis fibrocitdkban a PACAP gatolja a proliferaciot és a
fehérjeszintézist (Sano et al., 2002). Mas esetekben pedig azt talaltak, hogy a PACAP,
ellentétben a VIP-vel, nem befolyasolja a sejtek talélését, mint pl. myentericus
neuronkultirdban (Sandgren et al., 2003). Ennek hatterében az allhat, hogy a PACAP
receptorok kozil az adott sejtekben mas splice varians expresszalodik. Tovabbi tényez6 lehet
az az ismert tény, hogy kiilonb6z6 sejttipusokban egy ligand pleiotrop biologiai valaszt
idézhet el6 a szovet/sejtspecifikus szignaltranszdukcids utvonalak miatt (Szeberényi, 1999).
Kiilongsen tumorsejtekben fordulhat el6, hogy a PACAP-nak egy masik receptortipusa jelenik
meg, mely eltérd hatdst kozvetit, vagy a tumorsejtekben eltérd jelatviteli utak aktivalédnak.
Pancreas tumorsejtekben azt talaltdk, hogy a PACAP sem a cAMP szintet, sem a
sejtproliferaciot nem befolyasolja (Rékasi et al., 2001). Ezt eddig a fejlodoé idegrendszerben
mutattdk ki: a fejlédés soran is egy adott idOpontban a PACAP receptormintazata
megvaltozik, és a hatdsa a proliferaciot serkentd hatasrol atvaltozik gatld hatassa (Meyer,
2006; Nicot és DiCicco-Bloom, 2001). A PACAP kezelés ideje is befolyasolhatja a

sejttilélésre kifejtett hatasat, mint ahogy azt prostata tumorsejtekben kimutattak: rovid ideji

crer

------

Sajat eredményeink is alatdmasztjak azon megfigyeléseket, miszerint a PACAP-nak altalanos
citoprotektiv hatasai mellett lehetnek épp ellenkezd, sejttalélést gatlo hatasai. Eredményeink
szerint choriocarcinoma sejtekben a PACAP potencirozta az oxidativ stressz és az in vitro
hypoxia sejtpusztitd hatasat. Ezen, a PACAP altalanos hatésaitol eltéré hatasok lehetnek
trophoblast specifikusak, vagy csak a tumoros trophoblast sejtekre jellemzdek. Ennek a
kérdésnek a tisztazasara kezdtink kisérleteket immortalizalt cytotrophoblastokkal illetve
primer cytotrophoblast sejtvonallal. Ennek érdekeében részt vettem egy kulfoldi
kollaboraciéban (Laboratoire d’Hormonologie, Maternité, Hopitaux de Universitaire de

Genéve, Genf, Svdjc), ahol placentabdl izolaltuk a primer cytotrophoblast sejteket.
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PACARP Altal aktivalt jelatviteli itvonalak

A PACAP-al kapcsolatban kimutattdk mar, hogy tébbféle jelatviteli utvonalat aktival
(Li et al., 2005; Ravni et al., 2006). Szamos eredmény sziletett arrél, hogy a PACAP
sejttalélést elésegitd hatasat tobb, a MAPK csaladba tartazo jelatviteli utvanal segitségével
fejti ki (Vaudry et al., 2000; Somogyvari-Vigh és Reglodi, 2004; Shioda et al., 2006). A
PACAP stimulalja az altalaban antiapoptotikus hatassal rendelkez6 ERK1/2 ¢és gétolja a
nagyrészt proapoptotikus JNK1/2 illetve p38 MAPK Utvonalak aktivitdsat (Aubert et al.,
2006; Dohi et al., 2002; Falluel-Morel et al., 2007; Shioda et al., 1998; Vaudry et al, 2003).
Tovabba, a PACAP ellensulyozza az ischemia-, oxidativ stressz-, vagy glutamat-indukalta
valtozasokat ezeknél a szignaltranszdukciés molekulaknal (Dohi et al., 2002; Shioda et al.,
1998; Réacz et al., 2007). Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
PACAP ett6] eltér6 hatassal bir a trophoblast sejtekre. Bar a PACAP kezelés 6nmagéban nem
befolyasolta az ERK1/2 foszforilaciojat, H,O, hatdsara csdkkent ezen jelaviteli Utvonalak
aktivitasa, egyiittes kezelést kovetden pedig a csokkenés szignifikdns mértékii volt. A p38
MAPK esetében megfigyelt valtozasok dsszefiiggésben vannak korabbi eredményekkel, ahol

a PACAP szintén csokkentette az oxidativ stressz altal el6idézett aktivaciot.

Kisérletiinkben PACAP eldkezelést kovetd oxidativ stressz és hypoxia hatdsara
csokkent talélési aranyt talaltunk. Western-blot analizisink soran a PACAP sokféle hatasat
mutattuk ki. Egyértelmii volt, hogy egyes védo utvonalak (ERK1/2, Akt) aktivitdsa csokken,
de a PACAP egyes proapoptotikus Utvonalakat is visszaszoritott. A p38 MAPK utvonal
esetében, ami koriilményektdl fliggben lehet pro- illetve antiapoptotikus hatasu is, hasonl6
aktivitascsokkeneést figyelhettlink meg mint a protektiv faktorok esetében. Azt talaltuk, hogy a
PACAP potencirozé és additiv hatassal rendelkezik az altalunk vizsgalt jelatviteli Gtvonalak
esetében, ha a sejtek oxidativ stressznek is ki voltak téve, amit a PACAP sejthalalt eldsegitd
hatdsa is alatamaszt. Eredményeink ertelmezéséhez a trophoblast sejtek tovabbi vizsgalata
sziikséges, melyek megmagyarazhatjdk az elébb emlitett mechanizmust és a lehetséges
fiziologias, illetve patofiziologias folyamatokat, melyek feleldssé tehetéek a PACAP medialta

jelatviteli utvonalakért.

Kisérleteink tovabbi, altalanostol eltéré eredménye, hogy a PACAP6-38 agonistaként
viselkedett. A PACAP1-38 degradacioja soran N-terminalis révidebb peptidek keletkeznek,
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melyek mar nem bioldgiailag aktivak (Bourgault et al., 2008). Az N-terminalis vég sziikseges
a biologiai aktivitashoz, de a receptorkdtéshez nem, és az igy keletkezett peptidek
antagonistaként viselkednek a legtobb esetben (Bourgault et al., 2008). Ezen rovidebb
fragmensek kozil a leghatdsosabb antagonista a PACAP6-38. Azonban, mint sajat
eredményeink mutatjak, ez nem minden sejt esetében igaz, mint pl. az altalunk vizsgalt
trophoblast sejtek esetében, ahol azt talaltuk, hogy a PACAP6-38 teljesen hasonlé mddon
aktivélja a jelatviteli utakat, mint a PACAP1-38. Ezen utobbi kdzleményben szamoltunk be
arrol is, hogy a PACAP6-38 a tracheaban a felszabadul6 gyulladasos neuropeptidekre is a
PACAP1-38-al agonista modon hat, és nem antagonistaként. Ezek a megfigyelések felvetik
annak a lehtedségét, hogy ezekben a sejtekben/szovetekben a PACAP receptornak egy eddig
ismeretlen splice varidnsa talalhatd, melyen keresztiil a PACAP6-38 ugyanolyan jelatviteli

atvonalakat aktival, mint a PACAP1-38. Ennek tisztdzasara tovabbi kisérletekre van sziikseg.
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Uj eredmények 6sszefoglalasa:

e Kimuttuk a PACAP38-at és PACAP27-et human, érett placentabol és 9 hetes
abortumokbdl, ezen kiviul, hogy a PACAP szintje emelkedik a terhesség
elérehaladtaval

e Kimutattuk a PACAP38-at human tiisz6folyadékban.

e PACAP1-38 elokezelés szignifikdnsan csokkentette a talélést azon JAR
sejteknél melyek oxidativ stressznek vagy hipoxianak ki voltak téve.

e Az ERK1/2 és JNK/SAPK jelatviteli utvonalak esetében a PACAP1-38 és
PACAP6-38 kombinalt kezelés ndvelte ezen U(tvonalak aktivacidjat, de
csokkentette a p38MAPK foszforilaciojat.

e Sem a PACAP1-38, sem a PACAP6-38, sem kombinalt alkalmazasuk nem
fejtett ki antiapoptotikus hatast JAR sejteknél MTX kezelés kovetkezteben.

e A PACAP1-38-al és H,0,—dal torténd egyiittes kezelést kovetéen csokken a
JAR sejtekben az ERK1/2 és a p38MAPK foszforilacidja.

e A HIPEC sejtek tulélésén sem véltoztatott a PACAP1-38 és PACAP6-38
kezelés sem, illetve a MTX toxikus hatasat sem volt képes kivédeni.

= sz

elésegitette. A PACAP6-38 a proliferaciot szignifikans mértékben fokozta
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