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1. Bevezetés

1.1. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (pituitary adenylate-cyclase
activating polypeptide, PACAP) két biologiailag aktiv formaban fordul eld a
szervezetben, melyek koziil a 38 aminosavbol allo izoformat (PACAP38) 1989-ben
[Miyata és mtsai, 1989], a 27 aminosavbol 4ll6 izoformat (PACAP27) egy évvel késobb
fedezték fel [Miyata €s mtsai, 1990]. Az 6t exont tartalmazé human PACAP gént el6szor
herébdl izolaltdk [Kimura és mtsai, 1990]. A gén a 18. kromoszoma rovid karjan
(18p11.32) talalhatd, melyrdl 176 aminosav hosszusagl prepro-PACAP transzlalodik. A
38 ¢és 27 aminosavas izoformdk proteolitikus és amidacios lépéseket kdvetden ebbdl a
prekurzorbol képzddnek egymadstdl fliggetlen modon [Hosoya és mitsai, 1992].
Emlésokben a PACAP 90%-4at a 38 aminosavbol all6 izoforma teszi ki [ Arimura és mtsai,
1991]. A szekretin/gliikkagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (vasoactive intestinal
polypeptide: VIP) csalddhoz tartoz6 PACAP [Arimura, 1998] N-terminélis aminosav-
szekvencidja az evolacid soran rendkiviil konzervaltnak bizonyult. Az emldsokben az
aminosav szekvencia azonos, mig az egyéb gerincesekbdl izolalt PACAP szerkezetében
minddssze csupan 1-4 aminosav eltérés talalhatd, mely a peptid fontos élettani szerepét
igazolja [Sherwood ¢és mtsai, 2000; Vaudry és mtsai, 2009]. Habar a PACAP-ot el6szor
birka hypothalamusbdl izolaltak, a késébbiek soran jelenlétét szamos humaén és nem
human idegrendszeri és periférias szervben/szovetben igazoltdk, mely széleskori
el6fordulas a molekula alapvet6 élettani funkcioit bizonyitja [Vaudry és mtsai, 2009]. A
VIP-hez vald hasonléséga ellenére a PACAP attdl eltérd eloszlast mutat a kdzponti
idegrendszer struktGraiban [Masuo ¢és mtsai, 1992, 1993] ¢és a periférias
szervekben/szovetekben, ugyanakkor gyakran kozdsen expresszalodnak a periférias

idegrendszer ugyanazon sejtjeiben [Sundler és mtsai, 1992].

1.1.1. A PACAP és receptorai

A PACAP a szervezetben hatasat dontden specifikus transzmembran
receptorokon keresztiil fejti ki, melyeknek hét transzmembran, valamint egy G-protein
koté doménje van. Ugyanakkor a szakirodalmi adatokbol ismert, hogy a PACAP
receptor-independens mddon is képes a sejtbe bejutni €s ott tovabbi jelatviteli itvonalakat

aktivalni [Doan és mtsai, 2012].



A PACAP receptorai G-proteinhez kapcsolt receptor csaladba tartoznak: a
PACAP a VIP-vel azonos affinitdst mutat a vazoaktiv intestinalis peptid receptor 1 és 2
(VPACI1 és VPAC2 receptorok) tekintetében, mig 1-es tipusti receptordhoz, a PACI1
receptorhoz, 1000-szer erésebb mértékben kotddik, mint a VIP [Vaudry és mtsai, 2009].
A PACAP N-terminalis vége a receptor aktivacioban jatszik szerepet [Gourlet és mtsai,
1991], mig C-terminalis vége a kotohely felismerést segiti [Gourlet és mtsai, 1996]. A
PACAP receptorok széles eloszlast mutatnak a szervezetben, a kiilonb6zo receptorok mas
€s mas aranyban vannak jelen bizonyos szervekben/szovetekben [ Vaudry és mtsai, 2009].
A PACAP szerteagaz6 bioldgiai hatasaiért mindezeken tilmenden az alternativ splicing
soran kialakuld, jelenleg tobb, mint 20 kiillonb6z6 PACI receptor varians is allhat. Ezek
feloszthatok tobb alcsoportba a receptorfunkcid érintettsége szerint. Az extracellularis
N-domén varidnsai a ligandk&tést és affinitast, a harmadik intracellularis hurokba beépiil6
receptor heteromerizaciot és intracelluldris transzportfolyamatokat, mig az 5° nem
transzlalt régiod variansai a messenger ribonukleinsav (mRNS) expresszios dinamikajat

befolyasoljak [Blechman és Levkowitz, 2013; Langer és mtsai, 2022].

Mindharom receptor esetén a ligandkotddést kovetden a G-protein as alegységén
keresztiil aktivalodik az adenilat-ciklaz (AC) és a ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP)
szintjének emelkedése jon létre, mely dnmagaban is szdmos fizioldgiai hatasért felelds

(példaul simaizom relaxécio, endokrin és elektrolit szekrécio), valamint a proteinkinaz-

------

crcr

serkentd extracelluléris szignal-regulalt kinaz (ERK) jelatviteli ut is aktivalodhat (példaul
prosztata-, colontumor sejtvonalak), valamint el6fordulhat olyan sejtproliferaciot
serkentd cAMP/ERK jelatviteli ut is, mely PKA-independens. A cAMP/PKA/ERK
jelatvitel a sejttuléléshez is hozzajarul a kaszpaz-3 gatlasa €s az antiapoptotikus hatasu
Bcl-2 (B-sejtes lymphoma protein 2) serkentése révén. A PACAP antiinflammatoricus
hatdsanak tobbsége is a PKA szignalon keresztiil zajlik, mely a proinflammatoricus
citokinek termelddésének redukcidjat ¢és az  antiinflammatoricus  citokinek
elvalasztasanak serkentését jelenti [Langer és mtsai, 2022; Lu és mtsai, 2022; Vaudry és

mtsai, 2009].

Szintén mindhdrom receptor esetében G-protein aq alegységén keresztiil

aktivalodhat a foszfolipaz-C (PLC), mely a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2)

7



hasitdsa révén emeli a diacil-glicerol (DAG) és az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3)
szinteket. A DAG a proteinkindz-C (PKC) aktivaciojahoz vezet, mig az IP3 az
intracellularis kalciumszint emelkedését idéz6 elé az endoplazmatikus reticulumbol
felszabaditott kalcium révén. A PACI1 receptor aktivacioja kifejezetten ezen utvonalat
érinti, mig a VPAC1 és VPAC2 receptorok PLC aktivacidjadhoz a G-protein ai alegységén
keresztiil is van lehetdség. A VPAC2 receptor esetén az intracellularis kalciumszint
novekedésben szerepe van a G-protein By dimerjének is, mely a sejtmembran kalcium-
csatornainak megnyitasa révén emeli az intracellularis kalciumszintet. A PLC/kalcium
jelatvitel aktivalodasaval magyardzhaté tobbek kozott a PACAP  sejtmigraciot,
neurotranszmittereket és  neurohormonokat elvalaszto, ¢€s bizonyos sejtek
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mtsai, 2001; Vaudry és mtsai, 2009].

G-protein fliggetlen hatasokrol is vannak irodalmi adatok. A PACI receptor egyik
splice varidnsa (PAC1nR-hop1), valamint a VPAC receptorok aktivacidja képes az ADP-
ribozilacios faktor (ARF) stimuléacidja révén a foszfolipaz-D (PLD) szignalon keresztiili
jelatviteli utakat aktivalni, ugyanakkor az ARF/PLD szigndl kapcsan még kevés
szakirodalmi adat all rendelkezésre. Azt feltételezik, hogy ezen jelatviteli uton keresztiil
a PACAP-nak hatdsa van a fehérvérsejtek reaktiv oxigén szabadgyok kibocsatasaban,
valamint az endocitdzisban, sejten beliili transzportfolyamatokban és a sejtmigracioban
[McCulloch és mtsai, 2001]. A receptorhoz vald kotddést kovetden a PACI receptor
képes internalizalodni, mig VPAC receptorok esetén ilyen jelenséget nem irtak le. Az
internalizaci6 kovetkeztében endoszomalis jelatvitelen keresztiil hosszabb tava ERK
aktivacio is létrejohet, valamint ismert az is, hogy a PACI receptor egyik splice varidnsa
(PACInR-hopl) az endoszémalis foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) / Akt szignalon
keresztiil a neuronok tulélését segiti [May €s mtsai, 2010, 2014]. A PACI1 receptor,
valamint a VPACI ¢és 2 receptorok eloszlasa egy adott szoveten beliil is nagymértéki
variabilitdst mutat és alternativ splicing soran szamos varians is kialakulhat [Langer €s
mtsai, 2022; Vaudry és mtsai, 2009], tovabba a fentiekben vazolt kiterjedt jelatviteli

utvonalak (1. dbra) aktivacioja kelléen magyarazza a PACAP pleiotrop hatasat.



PAC1 receptor PAC1nR-hopl
VPAC1 receptor VPACL receptor VPACL receptor
VPAC2 receptor VPAC2 receptor VPAC2 receptor PAC1 receptor

endoszomalis
jelatvitel

1. abra. A PACI és VPAC receptorok aktivaciojanak fobb jelatviteli utvonalai (sajat abra). Roviditések: AC: adenilat-
cikldz; ARF: ADP-ribozilacios faktor; Ca’*: kalcium-ion; cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat;, DAG: diacil-
glicerol; ER: endoplazmatikus reticulum; IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat; PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat,
PKA: proteinkindz-A; PKC: proteinkindz-C; PLC: foszfolipaz-C; PLD: foszfolipaz-D.

1.1.2. A PACAP dltalanos hatasai

A PACAP a vérkeringésben néhany percig van aktiv formaban jelen, ezt kovetden
rovidebb peptidekre bomlik a dipeptidil-peptidaz-IV (DPP-1V) hatasa révén [Bourgault
¢s mtsai, 2008; Zhu és mtsai, 2003]. A PACAP rovid felezési ideje ellenére szerteagazo
biologiai hatdsokkal bir; a felfedezését kovetden rovid idén beliil szamos in vitro és in
vivo tanulméanyban igazoltdk 4altalanos cito- és neuroprotektiv hatasait, melyeket
antiapoptotikus, antiinflammatoricus és antioxidans tulajdonsagai révén fejti ki. E hatasai
nem csak a kdzponti idegrendszer teriiletén — ahol a legnagyobb mennyiségben fordul eld
— figyelhet6k meg, hanem a periférian is, ideértve a nem neuralis szoveteket, szerveket is
[Toth ¢és mtsai, 2020]. Szamos idegrendszeri betegség (példaul Parkinson-kor,
Huntington-chorea, egyéb neurodegenerativ betegségek, agyi ischaemia) in vivo
modelljében az exogén PACAP kezelés protektiv hatdssal birt [Fang és mtsai, 2020;
Reglddi és mtsai, 2011, 2018b; Shioda és mtsai, 2006; Somogyvari-Vigh és Reglddi,
2004; Vaudry és mtsai, 2009]. A PACAP-génkiiitott egerek sériilés vagy negativ kiilsé
ingerek hatasara nagyobb mértékii karosodast szenvednek el vad tipusu tarsaikhoz
viszonyitva, valamint a szervezetiik szamos teriiletén koros eltérést mutat [Abad és Tan,
2018; Farkas és mtsai, 2017; Fiilop és mtsai, 2019; Gray és mtsai, 2002; J6zsa és mtsai,
2018, 2021; Reglddi és mtsai, 2018a; Szabadfi és mtsai, 2012].



A PACAP szamos egyéb hatassal is bir, mely filogenetikailag konzervalt
szerkezetébdl, valamint szervezetben vald széleskori el6fordulasabol is adodik.
Fertilizacios, reproduktiv regulacios funkcioin tilmenden tobb élettani folyamatot
szabalyoz (példaul taplalkozas, hdszabalyozas, stresszvalasz, immunfolyamatok,
mirigymiikddések), illetve az dregedésben is fontos szerepe van [Reglddi és Tamas, 2016;
Reglddi és mtsai, 2018a; Vaudry és mtsai, 2009]. A PACAP felfedezését kdvetden rovid
1dovel intenziven kutatott neuropeptiddé valt. Szamos szakirodalmi adat all rendelkezésre
mind élettani, mind kéros folyamatokban, valamint egyre tobb tanulmany foglalkozik a
PACAP38 biomarkerként vald alkalmazasanak lehetdségeivel [Reglddi és mtsai, 2016;
Toth D és mtsai, 2023]. A PACAP f6bb hatasait a 2. dbra foglalja 6ssze.

Fertilizacios és fejlodéstani hatdsok Oregedésre kifejtett hatasok

; @@
f )
2129993993 M{@ i W

Exogén

bevitel
PACAP PACAF'
. .

Citoprotekcio , )
. Sais antioxidans oxidativ stressz Seltpusztulas
PIaSZthItaS antiapoptotikus apoptézis D . e
. antiinflammatoricus gyulladds egeneracio
Talélés 5

2. abra. A PACAP fobb hatasainak sematikus dsszefoglaloja (sajat abra). A PACAP az egyedfejlodés teljes hosszaban
fontos reguldcios szereppel bir a fertilizaciotol az oregedésig. A PACAP antiapoptotikus, antiinflammatoricus és
antioxidans tula]donsagaz reven se]tvedo hatasu igy exogen bewtele protektlv hatassal blr(hat) mlg aPA CAP hzanya

sejtpusztulashoz vezet(het).

1.1.3. PACAP, mint biomarker

Az utobbi évtizedben egyre tobb publikacid jelent meg, melyek a PACAP38
klinikai diagnosztikus vagy prognosztikus biomarker szerepét vizsgaltdk. A
leggyakrabban vizsgalt bioldgiai minta a vér, azonban vizsgaltdk mar e célbol az
agy-gerincveldi folyadékot, iziileti folyadékot, follicularis folyadékot €s a vizeletet is

[Reglddi és mtsai, 2016; Toth D és mtsai, 2023].
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A PACAP legnagyobb koncentracidban az idegrendszer teriiletén fordul el
[Arimura és mtsai, 1991], igy nem meglepd, hogy a legintenzivebben kutatott korképek
kozé tartoznak a neuroldgiai és pszichiatriai betegségek, igy az Alzheimer-kér [Han és
mtsai, 2014, 2015], Parkinson-kor [Han és mtsai, 2014; Hu és mtsai, 2021; Pham és mtsai,
2022], sclerosis multiplex [Al-Keilani és mtsai, 2022; Baranowska-Bik és mtsai, 2013],
migrén és egyéb fejfajasok [Cernuda-Morollon és mtsai, 2016; Eslami és mtsai, 2021;
Hanci és mtsai, 2021; Pérez-Pereda ¢s mtsai, 2020; Snoer ¢s mtsai, 2019; Togha és mtsai,
2021; Tuka és mtsai, 2013, 2016; Veréb és mtsai 2018; Zagami és mtsai, 2014; Zhang és
mtsai, 2019], agyvérzés [Jiang €s mtsai, 2016; Ma és mtsai, 2015], traumds agysériilés
[Bukovics és mtsai, 2014], mentalis retardacié [Nelson és mtsai, 2001], generalizalt

szorongas [Ross ¢és mtsai, 2020], poszttraumas stressz zavar [Ressler és mtsai, 2011] és

cre

s

[Sérszegi ¢és mtsai, 2019], kronikus és heveny szivelégtelenséget [Szabo és mtsai, 2022],
valamint az ST-elevacioval jar6 myocardialis infarctust [Szabo €s mtsai, 2021] vizsgalt.
Az ortopéd-traumatoldgiai betegségek kapcsan egyre nagyobb szamban jelennek meg
publikaciok, igy vizsgaltak mar a primer térdiziileti arthrosist [Sun Z P és mtsai, 2019], a
poszttraumds térdiziileti arthrosist [Sun B Y ¢és mtsai, 2019], az atraumatikus
combfejelhalast [Zhu H X és mtsai, 2020] €s a posztmenopauzalis osteoporosist [Zhu X
X és mtsai, 2020] is. Egyéb betegségek kapcsan leirtdk a PACAP szintjének valtozasat
nephrosis szindromaban [Eneman és mtsai, 2015], majzsugorban [Yang és mtsai, 2021]
¢s idilt hepatitis-B-fert6zés [Elefsiniotis €s mtsai, 2003] esetén. Munkacsoportunk
myeloma multiplex [T6th T és mtsai, 2023] és szuperovulacios kezelések [Koppan ¢€s
mtsai, 2012] esetén is vizsgalta a PACAP38 szintek valtozéasat, valamint utdbbi,
sziilészet-n0gyogyaszati vonalon leirtdk még a PACAP38 koncentracioinak valtozasat
petefészek-elégtelenségben ¢és idiopathias hypogonadotrop hypogonadismusban
[Kanasaki és mtsai, 2013]. A sulyos akut 1égzdszervi szindrémat okozd koronavirus-2
(SARS-CoV-2) fertdzés esetén bar vizsgaltak, nem taldltak Osszefiiggést a PACAP38

szintek ¢€s a betegség lefolyasa kozott [Temerozo és mtsai, 2022].

A PACAP38 klinikai biomarkerként valdo hasznositdsara vonatkoz6 kutatasok
csupan nemrég kezdddtek meg és szdmos kérdés megvalaszolatlan, valamint egyelére —
kevés kivételtdl eltekintve — kis elemszdmu, néhany testfolyadékra korlatozodo

tanulmanyok érhetdk el. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a kiilonb6z6 kutatasok
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eredményeinek dsszehasonlithatésaga sem minden esetben lehetséges, azonban a jovoben

e kutatasi terililet tovabbi rapid fejlédése varhatd, mely az egyre novekvd szami

publikéciokat (3. abra) szem el6tt tartva bizakodasra adhat okot.

clsédleges térdarthrosis
poszttraumds térdarthrosis
atraumatikus comblejelhalds
posztmenopauzilis osteoporosis

nephrosis szindroma

myeloma multiplex

Alzheimer-kor
Parkinson-kor

sclerosis multiplex

migrén ¢és egycb fejfijasok
mentalis retardacio
agyvérzeések

traumas agysériilés
polincuropathidk
generalizalt szorongas
poszilraumds siressz zavar

korai petefészek-clégtelenség
idiopathias hypogonadotrop hypogonadismus
kontrollalt ovarialis hyperstimulaco

‘ vér . agy-gerincveléi folyadék 0 follicularis folyadék ‘ iziileti folyadék O vizelet

3. dbra. A szakirodalomban fellelhetd, testfolyadékokbol kimutatott PACAP38-cal kapcsolatos human vizsgalatok dltal
érintett korképek sematikus rajza (sajat abra). Az abra egyes elemei macrovector/Freepik (https://www.freepik.com)

felhasznalasaval késziiltek.
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1.2. Magzatviz diagnosztika

1.2.1. A magzatviz

A magzatviznek szdmos szerepe van a magzat egészségének védelmében és
fejlédésének biztositasaban. Egyrészt, fizikai-mechanikai védelmet nytjt a kiilsd
er6behatasok ellen, masrészt a koldokzsindr mechanikai védelmét is ellatja azaltal, hogy
megakadalyozza annak magzat ¢s a méhfal kozotti kompresszidjat. Védelmet nyqjt a
fertézések ellen, valamint a magzati hohdztartas fenntartasaban is fontos. A magzatvizben
végzett magzati mozgasok a vazizomrendszer fejlédéséhez is hozzajarulnak, valamint a
magzatviz lenyelése a tapcsatorna fejlodéséhez, aspiracidja a tidé fejlodésében
nélkiilozhetetlen. Mindezek mellett a magzatviz folyadék- és tapanyagrezervként is

szolgal [Fitzsimmons és Bajaj, 2022; Tong és mtsai, 2009].

A magzatviz atlagos mennyisége viszonylag széles varianciat mutat még ¢élettani
varandossag alatt is, és mind mennyiségében, mind Osszetételében jellegzetes
valtozasokat lehet megfigyelni a varanddssag ideje alatt [Brace, 1997]. A magzatviz
mennyisége a gesztacio 10. hetében 25-30 ml, ezt kovetden a 15. hétig hetente 20-30
ml-rel, a 16-20. hetekben pedig hetente 50-100 ml-rel gyarapodik, majd a 34-38. héten
éri el a maximalis mennyiséget, ezt kovetden fokozatosan csokken; terminusban altalaban
800-1000 ml kozotti [Papp, 1986]. A varandossag korai szakaszaban a magzatviz
Osszetétele megegyezik az anyai és magzati plazmaéval, ami arra utal, hogy a magzatviz
transsudatum, mivel a még nem keratinizalt magzati bor nem akadalyozza a folyadékok
mozgasat, és mintegy membranként miikodik. Ezért a varanddssag korai szakaszaban a
magzatviz a magzati sejtkozi folyadék , kiterjesztéseként” tekinthetd. A 8-10. gesztaciods
héttél a magzat vizelettermelésének meginduldsaval az 6sszetétele kismértékben valtozik,
valamint a magzati nyelémozgasok is megindulnak, azonban sem a magzati vizeletiirités,
sem a nyelés nem jarul jelentdsen hozzd a magzatviz 0sszetételéhez vagy térfogatdhoz
addig, amig a magzati bor keratinizacioja befejezddik (25. hét). Ekkor a magzatviz
ozmolaritasa ¢és elektrolit Osszetétele jelentésen megvaltozik, valamint a magzatviz
mennyisége is rapidan emelkedni kezd [Huri és mtsai, 2023; Modena ¢és Fieni, 2004;
Tong és mtsai, 2009]. A varandossag késoi szakaszaban a magzatviz két f6 termelddési
forrdsa mar a magzati vizeletiirités és a tiidonedv kivéalasztoddsa, mig a két 6 eliminacids
utja a nyelés és az intramembran felszivodas (a folyadék és oldott anyagok visszaszivasat

jelenti az amnionzsakbol a magzati vérbe az amnionon keresztiil). A transzmembran ut
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(viz és oldott anyagok mozgéasa az amnion ¢és a chorion feliiletén keresztiil az anyai vérbe)
rendkiviil kismértékii az intramembran felszivodashoz képest, valamint a magzati orr- és
sz4jiiregb0l szadrmazo6 valadékok a magzatvizben szintén elhanyagolhaté volument

képeznek [Brace és Cheung, 2014; Huri és mtsai, 2023; Underwood ¢és mtsai, 2005].

A magzatviz biokémiai Osszetétele nem allando, igy az, a varanddssag soran
dinamikusan és egyéni variancidkat mutatoan valtozik magzati patologia hianyaban is
[Liu és mtsai, 2019]. A magzatviz szervesanyag tartalméanak kozel fele fehérjékbal all, a
maradékot pedig szénhidratok, lipidek, enzimek, hormonok, elektrolitok és egyéb
anyagok teszik ki [Moore és Persaud, 2003]. A magzatviz sejtes elemei kizar6lag magzati
eredetiiek, azonban acellularis részét tekintve szervesanyag tartalma anyai és magzati
oldalrdl épiil fel, igy az abban fellelheté biomolekulak, tobbek kozott fehérjék, enzimek,
nukleinsavak, metabolitok informacidval szolgdlhatnak az anyai és magzati jollétrdl,
illetve kell6 alapot nyujthatnak kiilonbozd fejlodési rendellenességek sziirésére,

korismézésére is [Hui és Bianchi, 2011; Li és mtsai, 2023; Tsangaris és mtsai, 2011].
1.2.2. Praenatalis diagnosztika

A praenatalis diagnosztika a klinikai genetika azon aga, amely magaba foglalja
mindazon modszereket és eljardsokat, amelyek segitségével az embrio, illetve a magzat
genetikai allomanyarol informacidt nyerhetiink, melyek segitségével felismerhetjiik
azokat a magzati rendellenességeket, melyek méhen beliili, esetleg korai 0jsziilottkori
kezelést tesznek szilikségessé, vagy a jogszabalyban meghatarozott esetekben a
varanddssag termindldsat indokolhatjak [Papp, 2017]. Genetikai tandcsadas és sziikség
esetén praenatalis diagnosztika indokolt lehet terheld genetikai koreldzmény, vérrokoni
kapcsolat, feltételezhetden teratogén noxa expozicidja, az anyai szérum biokémiai
markerek €s/vagy neminvaziv praenatalis teszt (non-invasive prenatal testing, NIPT)
jelezte magas kockéazata esetén, valamint magas anyai (> 35 év), vagy apai (> 45 ¢év)

¢letkor kapcsan [Papp, 2017].

A magasabb anyai ¢letkorban emelkedik a magzati kromoszéma-
rendellenességek gyakorisaga, ez praenatalis genetikai diagnosztika sziikségességét veti
fel. Az egyes biokémiai markerek ¢s az ultrahang vizsgélat egyiittes alkalmazasa ugyanis
novelheti a kiemelt magas kockdzati varandossagok azonositdsanak esélyét, melyeknél
tovabbi invaziv diagnosztika sziikséges [Findley és mtsai, 2023; Jenkins és mtsai, 2022].

Az anyai szérum biokémiai markerek elsésorban a magzati 21-triszomia sziirését
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célozzak, azonban az elvégzett vizsgalatoktdl fliggden egyéb rendellenességek is, mint
példaul magzati 18-triszOmia, 13-triszOmia, X-monoszomia ¢&s vel6csdzarddasi
rendellenességek is szlirhetok. A kombinalt tesztet a 12. héten ajanljak, mely a varandos
nd egyedi magzati 21-triszomia (Down-szindroma) kockazatat adja meg a gesztacios kor,
anyai ¢letkor, korabbi triszomidk, az ultrahanggal észlelt gyanujelek, valamint a
szérumsziirés (szabad béta humén chorialis gonadotropin [hCG], pregnancy associated
plasma protein-A [PAPP-A]) eredményei alapjan. A kombinalt teszt 85-95%-os
szenzitivitassal bir 3-5%-os alpozitivitas mellett. A masodik trimeszterben alkalmazott
szlirdomoddszerek a hdrmas €s négyes teszt (anyai szérumbo6l harmas teszt esetén az alfa-
foetoprotein [AFP], 6ssz-hCG ¢és nem konjugalt 6sztriol, négyes szlirésnél az eldzdek
mellett az inhibin-A meghatdrozas). A harmas teszt hatékonysaga 55-60%, mig a négyes
teszté 70-75% (kozel 5%-os alpozitivitas mellett). Az integralt teszt az elsd trimeszterben
tortént ultrahang gyanujelek és anyai szérum PAPP-A meghatarozasbol, valamint a
masodik trimeszterben torténd négyes tesztbdl all. Ezzel a modszerrel a 21-triszomidra
vonatkoztatva 85-95%-o0s szenzitivitas érhetd el (3-5%-os alpozitivitassal) [Papp, 2017].
A hazankban is elérhetd, azonban az elébbiekben rogzitett vizsgalatokkal ellentétben a
tarsadalombiztositds altal nem finanszirozott, NIPT talélati ardnya kozel 99% (néhany
%-os alpozitivitassal), mely a 10. gesztacios héttdl ajanlhato €s az anyai keringésben levo

magzati DNS kimutatdsan alapul [Dungan és mtsai, 2023].

A szlir@vizsgalatok tehat egy atlagpopulaciobol kisziirik azokat az eseteket,
amelyekben diagnosztikus vizsgalatra van sziikség egy adott betegség szempontjabol.
Ko6z06s jellemzdjiik még, hogy dontéen a Down-szindromara dsszpontositanak, tehat bar
kombinalasukkal a taldlati arany ndvekedése érhetd el, semmiképpen sem jelentik alapjat
egy olyan modszernek, ami barmilyen (pl. monogénes, egyéb kromoszéma abberacidval
jard) orokletes betegség diagnosztizalasara alkalmas lehet, mivel azok definitiv
diagnozisa jelenleg csak invaziv beavatkozasok utjan lehetséges [Sparks és Dugoff,
2023]. Bar az ultrahangos szlirdvizsgalatok, a klasszikus klinikai genetikai vizsgalatok és
a NIPT technikak segithetnek a szdmos malformécio, kromoszoéma rendellenesség és
genetikai betegség diagnosztizalasaban, azonban e koros allapotok in utero diagnosztikaja
tovabbra is kihivast jelent. Napjainkban egyre tobb tanulmény iranyul a magzatvizben
jelen levo biomolekulak mennyiségi és/vagy mindségi meghatarozasanak diagnosztikus
potencialjanak vizsgalatara, melyek biztatd eldzetes eredményekkel birnak [Kolvatzis és

mtsai, 2023; Park és mtsai, 2021; Vasani és Kumar, 2019].
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1.2.3. A PACAP és humdan reprodukcio

Szadmos in vitro és in vivo adat igazolta a PACAP regulatorikus szerepét a
reproduktiv folyamatokban mind centrélis, mind periférias szinten [Kanasaki és mtsai,
2016; Koppan és mtsai, 2022]. A PACAP szabalyozza a f6 gonadalis hormonok, a
gonadotropin-releasing hormon (GnRH), valamint a folliculus stimulal6 hormon (FSH)
¢s a luteinizadlo6 hormon (LH) termelését [Dow és mtsai, 1994]. PACAP hataséara
fokozodik az oxitocin és vazopresszin termelés [Lutz-Bucher és mtsai, 1996], valamint
az FSH-n és LH-n kivil a novekedési hormon (GH), a prolaktin (PRL) és az
adrenocorticotrop homon (ACTH) szekrécidja is [Vaudry és mtsai, 2009]. Ugyanakkor
tobb vizsgalat igazolta a PACAP eldbiekkel ellentétes iranyu hatasat is, mely a regulacios
folyamat komplexitdsat mutatja, valamint magyarazhat6 azzal is, hogy kiilonb6z6 faju,
kora és nemii allatokon végezték el a kisérleteket, tovabba a kapott eredményekre az adott
napszak és az oestrus ciklus is hatassal lehetett [Kanasaki és mtsai, 2016; Koves és mtsai,

2020].

A PACAP38-at follicularis folyadékbol asszisztalt reprodukcids kezelések soran,
a petefészkek szabalyozott stimuldcidja soran nyert mintdibol detektalta
munkacsoportunk tomegspektrometriaval 2011-ben [Brubel és mtsai, 2011]. Egy évvel
késébb egy tanulmanyban hasonld mintdk radioimmun-assay-vel (RIA) torténd
vizsgalataval azt talaltak, hogy a follicularis folyadék magas PACAP38 koncentracioi
alacsonyabb szamu fejlodé petesejttel tarsultak, mig az alacsony PACAP38
koncentraciok Iényegesen tobb petesejt kinyerésével jartak, ami a petefészek

hyperstimuléaci6 potenciomalis hatékonysagat vetitette elére [Koppan és mtsai, 2012].

Steenstrup ¢és mtsai (1996) mutattak ki elészor a PACAP mindkét izoformajat
emberi uterusban, placentdban, valamint koldokzsinorban. A PACAP az uteroplacentaris
1994; Spencer ¢és mtsai, 2001], valamint megfigyelték, hogy a PACAP és PAC1 receptor
mRNS expresszidja a gesztacids hetek elérehaladtaval novekszik, mely a peptid placenta

fejlodésére kifejtett kapcsolatara is utalhat [Koh és mtsai, 2005].

Munkacsoportunk varandésok plazmamintdjanak vizsgalata sordan az elsd
trimeszterben nem talalt szignifikdns PACAP38 szint valtozast a kontroll, nem varandos
populécidhoz képest, azonban a varandossag 2. és 3. trimeszterében a PACAP38

szignifikans emelkedését észleltiik. Erdekességként azt talaltuk, hogy sziilés alatt a
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PACAP38 szint mintegy 70%-kal csokkent (ennek okaként uteroplacentaris keringési
valtozasok és uteruskontrakciok feltételezhetdk), majd a sziilést kovetd harmadik napra a
PACAP38 szint visszatért az elsO trimeszterben mért, ,,normal”, nemtol, életkortol,
taplalkozastol és nemi ciklustol fiiggetlen alapszintre [Reglodi és mtsai, 2010]. A
sugallja, hogy a méhlepény és/vagy egyéb anyai szerv(ek) termeli(k) a PACAP38-at
nagyobb mennyiségben. Ezt erdsiti az is, hogy a méhlepény anyai és magzati felszinén is
magas PACAP38 immunreaktivitds mutathato ki €s a placentaris PACAP38 tartalom a
varandossag eldrehaladtaval emelkedik [Brubel és mitsai, 2010]. Tovabba azt is
megfigyeltiikk, hogy szignifikdnsan magasabb plazma PACAP38 szintek mérhetdk

szoptatd anyak esetén a kontroll populacidhoz képest [Borzsei és mtsai, 2009].

Munkacsoportunk megfigyelte azt is, hogy ujsziilottekbdl vett periférids vér
PACAP38 szintje megegyezett az egészséges felndttekben mérhetd szinttel, ugyanakkor
az umbilicalis erekben ehhez képest szignifikdnsan alacsonyabb koncentracidkat
mértiink. A koldokzsinorbol vett artérias mintakban szignifikdnsan magasabb PACAP38
koncentraci6 volt kimutathat6, mint a koldokzsinor véndbdl vett mintdban [Reglodi és
mtsai, 2010]. Kés6bbi kutatdsok igazoltdk, hogy nincs nemi kiilonbség az 0jsziilottek
koldokzsinorjabol vett vénas vér PACAP38 koncentracioi kozott, valamint a PACAP38
szintek nem mutattak korrelacidot sem a sziilés modjaval, sem az Apgar-értékekkel

[Winters €s mtsai, 2014].

A PACAP-nak fontos szerepe lehet az emlomirigy beidegzésében, a tejtermelés,
a tejelvalasztas €és a szoporeflex szabalyozasaban [Koppan és mtsai, 2022; Tamas és
mtsai, 2016b]. Az emberi emlémirigyben kimutattdk a PACAP mRNS expresszidjat,
valamint a PACAP-immunreaktivitasat, tovabba a PACAP mindharom receptoranak
jelenlétét is sikeriilt igazolni [Garcia-Fernandez és mtsai, 2004]. Munkacsoportunk
igazolta, hogy a PACAP38 az anyatejben az elsd fél évben allando, kozel 5-20-szor
nagyobb koncentracioban van jelen, mint a plazmaban, mely fiiggetlen a laktacio idejétol
¢s a szoptatas gyakorisagatol [Borzsei és mtsai, 2009]. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik,
hogy a kolosztrumban a legmagasabb a PACAP38 koncentracié (az adtmeneti és érett
anyatejhez képest szignifikdnsan magasabb), majd ezt kovetden fokozatosan csokken a
PACAP38 koncentracid6 az ¢érett anyatejre jellemzd 4tlagos értékre. Az érett
anyatejmintdkban vizsgéalataink sordn nem talaltunk kiilonbséget az eldtej és az utotej

mintdk elemzése soran [Csanaky és mtsai, 2012]. A laktacidt hosszabb ideig kovetve
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megfigyeltiikk, hogy a 10. hdonapot kovetéen az anyatej PACAP38 koncentracioja
szignifikdnsan megnétt az elsé 10 honaphoz képest, s6t, a 14. és 17. honap kozott az
elobbi idészakhoz képest is tovabbi szignifikans PACAP38 koncentracié emelkedés volt
tapasztalhat6, mely Osszefliggésben allhat az elvalasztott anyatej mennyiségének idébeli
csokkenésével is [Csanaky és mtsai, 2012]. Erdekességként elmondhaté, hogy a
szarvasmarha-, birka- és kecsketejek vizsgdlata soran is kozel tizszeres PACAP38 szintet
mért kutatécsoportunk a tejmintakban az adott allat plazmamintaihoz képest, ami nem

valtozott szignifikansan a laktacio els6 3 honapjaban [Czeglédi és mtsai, 2011].

Vizsgaltuk a friss tehéntej és a pasztérozott tejmintadk PACAP38 tartalmat is,
melyek az érett anyatejmintakhoz hasonl6 PACAP38 szinttel rendelkeztek. Tapszerekben
is ki tudtuk mutatni a PACAP38-at, mely valdsziniileg az alacsony molakulatoémegének
koszonhetéen  jobban  ellenall a  tapszergyartds folyamatdanak, mint a
nagyobb/komplexebb felépitésti fehérjék. A hipoallergén tapszerekben érdekes modon
magasabb PACAP38 koncentraciot talaltunk a nem hipoallergén készitményekkel
szemben, melynek hatterében az allhat, hogy a tejben a PACAP38 valamilyen hordozo
molekuldhoz vagy exosomakhoz kototten taldlhatd, ami a hipoallergén tapszerek

eléallitasi folyamatai soran felszabadulhat [Csanaky és mtsai, 2013].
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1.3. A politrauma

Evente tobb mint 5 millié ember vesziti életét valamilyen trauma kovetkeztében,
mely sériilések haromnegyed része kozlekedési baleset és magasbol vald leesés
kovetkezménye. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO)
2014-ben kiadott elorejelzése szerint elébbi a hetedik, mig utobbi a tizenhetedik
leggyakoribb halalok lesz 2023-ra. Sajnalatos mdédon eziranyu friss statisztika adatok
nem allnak rendelkezésre. A globalis halalozas 9%-at kitevd 5 millio eset természetesen
a jéghegy csucsat reprezentalja, hiszen nagysagrendekkel magasabb szamot képviselnek
azok az esetek, amikor az elszenvedett sériilések kovetkeztében stulyos egészségromlas
vagy fogyatékossagként értékelhetd allapot alakul ki, melynek nem csak egészségiigyi,
de jelentds gazdasagi hatasai is vannak [WHO, 2014].

1.3.1. A politrauma klinikuma

A politraumatizaltak esetén a sériilés sulyossaganak megitélésére kiillonb6zo
klinikai pontrendszerek terjedtek el, ilyen a roviditett sériilési index (Abbreviated Injury
Scale, AIS), vagy a sériilés stulyossagi index (Injury Severity Score, ISS). Az 1j Berlin-
definicio szerint politraumarol akkor besz¢liink, ha az ISS 15-nél nagyobb, és kettd vagy
annal tobb testtdj 3-nal nagyobb AIS értékei mellett egy vagy tobb korélettani paraméter
(hipotenzi6: szisztolés vérnyomds < 90 Hgmm; tudatzavar: GCS < 8; acidozis: BE < -6;
véralvadasi zavar: APTI > 40 sec vagy INR > 1,4; 70 év feletti életkor) eltérése is
megfigyelheté [Pape és mitsai, 2014]. A politraumat elszenvedett személyek korai
(azonnali vagy néhany oran beliili) haldlozasa magas, kiilonosen kézponti idegrendszeri,
sziv- €s nagyér s€riilések, tobbszords csonttdrések esetén, mig a késodi (heteken beliili)
halalozéas dontden a politraumabol levezetheté masodlagos karosodasok, szovédmények

miatt kovetkezik be [Longrois és mtsai, 2019; Pfeifer s mtsai, 2016].

A szervezetet ért sulyos sériilések esetén a karosodott sejtek felszinén
megjelennek, illetve az extracellularis térbe kijuthatnak az Un. sériilés asszocidlta
molekularis mintazatok (damage-associated molecular patterns, DAMPok), melyek az
immunrendszer aktivalédasa révén nagy mennyiségl gyulladdsos mediatort szabaditanak
fel. Ezek a proinflammatoricus citokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18) révén
szisztémas gyulladdsos vélasz szindroma (systemic inflammatory response syndrome,
SIRS) kialakuldsdhoz vezetnek. Ennek soran aktivalodik a komplementrendszer, a

kallikrein-kinin rendszer, a véralvadasi folyamatok, fokozdodik az akut fazis fehérjék
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szintézise és mindezek altal stilyos tobbszervi elégtelenség (multiple organ failure, MOF)
alakulhat ki [Keel és Trentz, 2005; Relja és Land, 2022]. Mivel a szervezet egyensulyi
allapotra torekszik, igy az inflammatoricus rendszer aktivacidjaval parhuzamosan
fokozodik az antiinflammatoricus citokinek (IL-4, IL-10, IL-13) szintézise is. Ezt
kompenzatorikus antiinflammatoricus valasz szindroméanak (compensatory anti-
inflammatory response syndrome, CARS) nevezziik. A szervezet igyekszik a SIRS és a
CARS kozotti érzékeny egyensulyt fenntartani. A politraumat kdvetd talzott mértéki
gyulladasos valaszreakci6 MOF-ot eredményez, mely a korai halalozasok jelentds
részéért felelds, mig a késdi haldlozas sok esteben arra vezethetd vissza, hogy az
antiinflammatoricus rendszer tlzott aktivitisa miatt a szervezet immunszupprimalt
allapotba kertil, fokozva az infekciokra és szeptikus szovodményekre vald hajlamot

[Stoecklein ¢és mtsai, 2012; Csontos, 2022] (4. ébra).

Politrauma

Fert6zésre vald hajlam >

homeosztazis
kontrollalt rezolucio

~ -
*****
~~~~~
_______

hiperrezolucié
(CARS)

{immunszupresszio)

4. abra. A politraumat kéveté egyensulyi dllapot felborulasanak sematikus rajza (atdolgozva: Relja és Land, 2020
alapjan). Roviditések: CARS: kompenzatorikus antiinflammatoricus valasz szindroma (compensatory anti-
inflammatory response syndrome); DAMP: sériilés asszocialta molekularis mintazat (damage-associated molecular
pattern); MOF: tébbszervi elégtelenség (multiple-organ failure); SIRS: szisztémas gyulladasos vilasz szindroma
(systemic inflammatory response syndrome).

Politrauma hatasara tehat a szervezet egészét érintd valtozdsok — pro-, és
antiinflammatoricus valaszreakcidok, neuroendokrin folyamatok, véralvadasi zavarok —
alakulnak ki, melynek eredményeképp a szervek masodlagos karosodasa ¢és fertdzéses
szOvodmények is 1étre johetnek [Dobson és mtsai, 2022; Stoecklein és mtsai, 2012]. A
politrauma egyik leggyakoribb és sokszor fatalis kimenetelli szovodménye a szepszis, egy

¢letet veszélyeztetd szervdiszfuncid, mely a szervezet infekcidra adott diszregulalt
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immunvalasza kdvetkeztében jon létre [Singer és mtsai, 2016]. A szepszis korlefolyasat
tekintve hasonldsdgot mutat a politrauma sordn fellépd korélettani valtozasokkal. Ez
azzal magyarazhat6, hogy fert6zés esetén felszabadulo patogén asszocialta molekularis
mintdzat (pathogen-associated molecular pattern, PAMP) hasonlé immunologiai valaszt
indukél, mint a DAMP [Rai és mtsai, 2022; Pape és mtsai, 2022]. Az infekcio, illetve a
szepszis diagnosztizalasa tehat igen nehéz olyan politraumatizaltaknal, akinél kifejezett
SIRS van jelen. Emiatt kiemelten fontos a sériilések elszenvedését kovetden az esetleges
fogyatékossag/sulyos egészségromlds vagy akar halal lehetdségét magaban hordozo
szovodmények mieldbbi észlelése, melyre lehetdséget nyajthat — tobbek kozott — az
ebben az iddszakban jelentkezd pro- és antiinflammatoricus folyamatok monitorozasa

[Arora és mtsai, 2023; Osuka ¢és mtsai, 2014].

Az akut fazis fehérjék koziil a C-reaktiv protein (CRP) gyakran alkalmazott,
konvencionalis marker, mely barmilyen gyulladassal jar6 szovetkarosodasra érzékenyen
reagal, igy 6-72 oran beliill 10-100-szoros koncentracié novekedés is eléfordulhat.
Altalaban a harmadik napon tetdzik, azonban nem alkalmas arra, hogy az altalanos
gyulladasos reakcidkat elkiilonitse a fertézéses eredetli szovédményektdl [Ciriello és

mtsai, 2014; Rajab és mtsai, 2020].

A mindennapi gyakorlatban elterjedt masik konvencionalis biomarker a
prokalcitonin (PCT), mely altaldban 1-2 nappal a trauma utan tetézik és altaldban rapidan
csokken a szintje fertdzéses szovodmény hidnyaban. Ennek hidnyaban, vagy
masodlagosan emelkeddé PCT érték esetén fel kell meriilnie szeptikus komplikacid
lehetéségének [ AlRawahi €s mtsai, 2019; Ciriello és mtsai, 2014; Sakran és mtsai, 2012].
A szakirodalomban ugyanakkor a konvenciondlis paraméterek, biomarker panelek
kapcsan ellentmondasos eredmények is fellelhetok, ezért az 1j, potencidlis
targetmolekuldk vizsgalata jelenleg is intenziv kutatdsok targyat képezi [AlRawahi ¢€s

mtsai, 2019; Barichello és mtsai, 2022; Ciriello és mtsai, 2014].

Napjainkban mar ismert, hogy a sulyos trauma indukalta oxidativ stressz képes
olyan transzkriptom szintli valtozasokat okozni a leukocytdkban, melyek szdmos
laboratoriumi és klinikai paraméter valtozasat idézhetik eld, tobbek kozott érintve a
szepszis vagy egyéb komplikdciok diagnosztikai markereit is. Ezen folyamatok
magyarazhatjdk a klinikai biomarkerek kapcsan rendelkezésre 4all6 olykor

ellentmondasos eredményeket [Xiao €s mtsai, 2011]. Pontosan ezek miatt, az egyes
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izolalt gyulladdsos markerek mellett a fehérvérsejt-funkcio, példaul a leukocyta
antiszedimentacids rata (LAR) is hasznos informdacioval szolgalhat a konvenciondlis
paramétérek monitorozasa mellett, bar alkalmazdsa még nem terjedt el a rutin
gyakorlatban. A LAR vizsgalata azon alapszik, hogy a szoveti sériilés hatasara kialakulo
sejtes valaszreakcio soran a leukocytak aktivalodnak, igy — szamos egyéb valtozas
mellett — a vizfelvételiik is megnovekszik. Emiatt a vizfelvétel miatt fajsulyuk kisebb
lesz, mint az eredeti ,,nyugalmi” allapotban, eziltal az egyoras vérsiillyedés soran a
véroszlop felsd felében megndvekszik az antiszedimentaldédod fehérvérsejtek szama
[Bogar és mtsai, 2002; Bogar ¢és Tarsoly, 2006]. A LAR t6bb tanulményban is jo
prediktornak bizonyult fertézéses szovodmények esetén [Bogar és mtsai, 2006; Loibl és

mtsai, 2021; Rozanovic és mtsai, 2016].

Az akut fazis fehérj¢ék ¢és kiilonb6z6d biomarkerek/biomarker panelek
monitorozasa tehat segitséget nyujthat a korai terdpids dontések meghozatalaban,
azonban a diagnosztikat és a prognosztikat jelentdsen nehezitik a nem specifikus és
kevésbé szenzitiv klinikai €s laboratoriumi markerek [Ventetuolo és Levy, 2008]. Ezek
az adatok alatamasztjak az 0j biomarkerek azonositasara fokuszalo kutatasok fontossagat,
amelyek lehetdvé teszik a stlyos komplikéaciok, példaul a szepszis, azonositasat még a
szubklinikai allapotban. Az ilyen esetben alkalmazott korai megel6z6 kezelések révén

ezek az 1) biomarkerek hozzajarulhatnak a mortalitasi mutatok javulasédhoz.

1.3.2. PACAP, trauma és immunhomeosztdzis

A sériilésekre adott valaszreakcid soran a szimpatikus idegrendszer és a
hypothalamo-hypophysealis rendszer is aktivalodik, ezaltal a neuroendokrin és
immunrendszer kozott kétiranyt ,,parbeszéd” zajlik kiilonb6z6 mediatorokon (hormonok,
neuropeptidek, neurotranszmitterek, citokinek) keresztiil [Battaglini és mtsai, 2023;
Lotan és Schwartz, 1994; Pintér és mtsai, 2014]. A PACAP antiinflammatoricus,
antioxidans és immunmodulétor hatdsa révén fontos adaptacids szerepet tolt be a stressz
medialta ¢és mind a velesziiletett, mind pedig a szerzett immunitds folyamataiban
[Delgado ¢és mtsai, 2003; Ganea ¢és Delgado, 2002; Gray ¢és Cline, 2019; Martinez ¢€s
mtsai, 2002; Stroth és mtsai, 2011]. Inmunmodulator hatasa mellett gyulladascsokkentd
hatassal rendelkezik: géatolja a proinflammatoricus citokinek (pl.: IL-1, IL-6, IL-12,

crcr

IL-10 termelését serkenti, ezaltal a pro- €és antiinflammatoricus folyamatok egyensulyat

22



moderalja. Emellett a fehérvérsejtek migraciojat is csokkenti a kemokin termelés gatlasa

révén [Delgado, 2016; Delgado és mtsai, 2003].

Az utobbi években tobb olyan publikacio jelent meg, mely a PACAP38
diagnosztikus vagy prognosztikus biomarker potencialjat vizsgalta human korképekben
kiilonboz6 testfolyadékokbol, azonban ezek — munkacsoportunk neurotraumatologiai
jellegli tanulmanyanak kivételével — heveny vagy idiilt betegségeket és nem sériiléseket
érintettek [Reglddi és mtsai, 2016; Toth D és mtsai, 2023]. Korabbi tanulmanyunkban a
plazma és az agy-gerincveldi folyadék PACAP38 koncentracioinak valtozasat vizsgaltuk
sulyos traumads agysériiltek esetében (kontrollcsoport mellett). Munkacsoportunk sulyos
traumas agysériilteknél mind a plazmaban, mind az agy-gerincveldi folyadékban
emelkedett PACAP38 szintet talalt. Azon stulyos traumas agysériiltek esetében, akik a
sériilés elszenvedését kovetd elsé héten elhunytak, a plazma PACAP38 szint kozel
megduplazédott. Ezen értékek szintén kozel kétszer magasabbak voltak, mint az
esetiikben mért agy-gerincveldi folyadék PACAP38 koncentracidi. A sulyos traumas
agysériilést tulélt személyek esetében mind a plazméban, mind az agy-gerincveldi
folyadékban szignifikdnsan alacsonyabb PACAP38 szint volt észlelhetd, mint azoknal,
akik az els6 héten elhunytak. A vizsgalt testfolyadékokban mért tartdsan emelkedett
PACAP38 koncentracio eredete kapcsan feltételeztiik, hogy azt az agysériilést kovetd
endogén tulprodukcio, a vér-agy gat sériilése, a masodlagos koézponti idegrendszeri
sériilések és a SIRS magyarazhatja [Bukovics és mtsai, 2014]. Egy forenzikus szdvettani
tanulmanyban stlyos agysériilések kovetkeztében elhunytak esetén az agyi contusiok
szOvettani vizsgalata is azt igazolta, hogy traumat kovetden megemelkedik a PACAP
expresszio. A vizsgalt mintdkban a contusio teriiletén — a szovetpusztulasnak
megfelelden — a PACAP immunreaktivitds ugyan lecsokkent, azonban pericontusios
régiokban a sériilést kovetd 24 oraval szignifikansan és tartosan megndvekedett PACAP

expressziot €szleltek [van Landeghem és mtsai, 2007].
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1.4. A retinoblastoma

A retinoblastoma a leggyakoribb elsddleges szemdaganat gyermekkorban. A
globalis eldfordulasi gyakorisaga 1/16000-18000, mely azonban jelentds varianciat mutat
kiilonboz6 foldrajzi régiok és etnikai csoportok k6zott, ugyanakkor a nemek érintettsége
alland6 aranytnak mondhat6 [Dimaras és mtsai, 2015; Orjuela-Grimm és mtsai, 2019].
Az érintett gyermekek 11%-a magas jovedelmii orszagokbdl szarmazik, mig a tobbi beteg
69%-a kozepes jovedelmil, 20%-a alacsony jovedelmii orszagokbol keriil ki. Az alacsony
jovedelmii orszdgokban a mortalitds jelentdsen magasabb (40-70%) Osszehasonlitva
Eurdpa, az Egyesiilt Allamok vagy Kanada mortalitasi mutatéival (3-5%). E jelentds
kiilonbség tobbnyire a késéi diagnodzissal (ezaltal eldrehaladottabb stadiumt
betegséggel), az egészségiligyi ellatd rendszer korlatozott hozzaférhetdségével és
allapotaval, valamint egyéb, szociokulturalis és kozgazdasagi faktorokkal magyarazhato

[Dimaras és mtsai, 2012; Gupta és Meena, 2020].

1.4.1. A retinoblastoma klinikopatologidja

A retinoblastoma a daganatkutatds egyik alapmodelljének tekinthetd. Knudson
1971-ben irta le a 13. kromoszoma hosszii karjan (13ql4) elhelyezkedd
kapcsolatos “kettds csapas” elméletét, melyet a késObbi kutatdsok megerdsitettek
[Knudson, 1971]. Az elmélet szerint egy csirasejtes mutacio (,,elsé csapas™) esetén mar
csak egy szerzett mutacio (,,masodik csapas”) sziikséges a daganat kialakuldsahoz, emiatt
a retinoblastoma Orokletes formaja fiatalabb ¢letkorban jelentkezik és gyakran
multifokalis vagy bilateralis. A csirasejt-mutacié autoszomalis dominansan 6roklédik,
80% penetranciaval. Ezzel szemben a sporadikus esetek altalaban unilateralisak és idében
késobb jelentkeznek, melynek az a magyardzata, hogy ebben az esetben mindkét RB/
mutacidja szerzett [Knudson, 1971, 2001; Wong ¢és mstsai, 2014]. Természetesen
Onmagaban a biallélikus funkcidveszté mutacid nem elegendd, hanem tovabbi genetikai
¢s epigenetikai valtozasok sziikségesek a malignus transzformacidohoz [ Thériault és mtsai,
2014]. Igen ritka esetben kialakulhat retinoblastoma a RB/ mutécioja nélkiil is, ezekben

crer

2013].

Annak ellenére, hogy a retinoblastoma az egyik legjobban kutatott daganat, a

pontos sejttani eredete mind a mai napig nem igazolt [Bremner és Sage, 2014]. Olyan
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betegek esetén, akiknél igen korai stddiumban magas felbontdsu optikai koherencia
tomograf segitségével igazoltak a daganatot, azoknal a belsé magvas réteg (inner nuclear
layer, INL) tlint a kiindulési pontnak [Rootman ¢és mtsai, 2013]. Kisérletek alapjan
azonban felmeriilt, hogy a retinoblastoma a differencialodoé palcikakbol szarmazik, mivel
kimutattak, hogy a retinoblastoma sejtek szamos ponton (ttlélés, proliferacid) a palcika
prekurzor jelatviteli rendszerekre tiamaszkodnak [Xu és mtsai, 2009] és a RB/ kilitése az
emberi palcika eléalakokban sejtproliferacidohoz vezet [Xu €és mtsai, 2014]. KésObbi
kutatasok megerdsitették, hogy a palcika eldalakok maturacios folyamata kifejezetten
proliferaciohoz vezet [Singh és mtsai, 2018]. Az RB1”- daganatok molekuldris, klinikai
¢s hisztopatologiai kiilonbségei is visszavezethetk voltak arra, hogy a daganatsejtekben
a differenciacié csokkenése/elvesztése aranyos a fotoreceptor expresszidés mintdzat
hasonl6 iranyu valtozasaval [Kooi és mtsai, 2015]. Egy human retinoblastoma organoid
modellben szintén a fejlédd palcikékat azonositottak kiindulasi sejttipusként [Liu és
mtsai, 2020]. Multi-omikai vizsgalatok soran kettd, kiilonb6z6 molekuléris
retinoblastoma altipust is azonositottak, mindkettd palcika markereket expresszalt [Liu
és mtsai, 2021]. Erdekes modon a kutatisok arra is ravilagitottak, hogy az RBI
funkcidveszté mutacidja a fejlédé (tehat mar nem éretlen) palcika eldéalakokban okoz
daganatos proliferaciot, mig a MYCN szomatikus amplifikacidja a teljesen éretlen palcika
eldalakokban vezet daganathoz [Singh és mtsai, 2022]. A retinoblastoma sejttani

eredetére vonatkozo adatok és a retina szovettani szerkezete az 5. abran lathato.
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5. dbra. Az emberi retina szovettani szerkezete és a retinoblastoma feltételezett kiindulasi helyei (sajat abra).
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Altaldban egy- és haroméves kor kozott valnak lathatova az elsd tiinetek, melyek
koziil a leggyakoribb a pupilla teriiletének sargas visszfénye (leukocoria, amaurotikus
macskaszem), mely annak a kovetkezménye, hogy a daganat a szemgolyo nagy részét
mar kitolti. Gyakorisagban masodik tiinet a kancsalsag, mely a latas elvesztése okan
keletkezik. Abban az esetben, ha a tumor mérete még nem okoz vaksagot, a konvergalo
szemallas miatt kereshetik fel a sziilok az orvost. Szemfenék vizsgalattal és kiegészitd
képalkoto eljarasokkal a korisme felallitdsa altalaban nem okoz nehézséget [Gupta €s

Meena, 2020].

A daganat makroszkoposan sziirkés-fehér, felszine finoman egyenetlen, benne
krétafehér meszesedések, és sargds-fehéres nekrotikus teriiletek is eléfordulhatnak.
Szovettanilag a daganat sejtdus, mely hyperchromaticus, keskeny citoplazmaja, nagy
kerek/ovalis magvi sejtekbdl all. Fokozott mitotikus aktivitas mellett szamos apoptotikus
daganatsejt és valtozatos méretii nekrozisok és meszesedések figyelhetok meg [Singh és
Kashyap, 2018]. A legjobban differencidlt daganatokban megfigyelhet6 a viszonylag
halvanyan fest0dd, szélesebb citoplazméju, részlegesen differencialt fotoreceptorokra
emlékeztetd daganatsejtek virdgsziromszeri elrendezddése (fleurette), melyek kozott a
membrana limitans internat idéz6 junkciok is lathatok. A Flexner-Wintersteiner rozettak
korai retinalis differenciacét jelentenek és centralis lumen koré rendezddott kob vagy
henger alaku sejtekbdl allnak. Az egyéb neuroblastos tumorokban is eléfordulé Homer
Wright rozettdk primitiv neuroblastos differenciaciot képviselnek, ezeknél nincs valodi
centralis lumen, azt eosinophil neuropil tolti ki [Alsharif és mtsai, 2019]. 2014-ben egy
1j, utdbbi kettdnél nagyobb méretli rozettat is leirtak, mely valodi lumennel bir, és benne
basophil sejtek helyezkednek el, melyeket eosinophil szalcsak kapcsolnak Ossze
egymassal és a lumen koriili sejtekkel [Das és mtsai, 2014]. A retinoblastoma szovettani

megjelenéseit a 6. dbra foglalja 6ssze.

anaplasticus tumor Homer Wright rozettdk Flexner-Wintersteiner fleurette-k

rozettak

‘ Differenciacio >

6. dbra. A retinoblastoma szévettani megjelenési formai sematikusan abrazolva (sajat abra). Balrol jobbra haladva
novekvé differencialtsagi fok lathato.
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A retinoblastoma stadiummeghatarozasara tobb osztalyozasi rendszer is elérhetd:
anemzetkdzi intraocularis retinoblastoma osztalyozasi rendszer (International Intraocular
Retinoblastoma Classification, IIRC) [Linn Murphree, 2005], a nemzetkozi
retinoblastoma stadiummeghataroz6 rendszer (International Retinoblastoma Staging
System, IRSS) [Chantada, 2006], a retinoblastoma intraocularis osztalyozasa (Intraocular
Classification of Retinoblastoma, ICRB) [Shields és mitsai, 2006], és a raktipusok
stadiumainak meghatarozasaval foglalkozo6 amerikai bizottsag (American Joint
Committee on Cancer, AJCC) TNM (Tumor-Node-Metastasis, Tumor-Nyirokcsomo-
Metasztazis) beosztdsa [Mallipatna és mtsai, 2016], melyek koziil az IRSS és a TNM

rendszer a leginkabb elterjedtek.

1.4.2. A PACAP szemészeti vonatkozasai

A PACAP a kiilonboz6 fajok esetében mar az egyedfejlodés nagyon korai
szakaszaban megjelenik [Borba és mtsai, 2005; Dénes €s mtsai, 2019a; Mathieu és mtsai,
2005] és a peptid, valamint specifikus receptora szdmos éllatfaj szemében kimutathato,
példaul a kotohartyaban, az inhartyaban, szaruhdrtyaban, a sugartestben, az iriszben és a
retindban, de igazoltak a jelenlétiiket a konnycsatornaban €s a ganglion ciliare teriiletén
is [Seki €s mtsai, 1997; Wang és mtsai, 1995]. Ugyanakkor az emberi szem PACAP38 ¢és

PACI1 receptor eloszlasa csak nemrég valt ismerté.

Az els6 human adatokat Olianas és munkatarsai (1997) szolgaltattdk, amikor
kimutattak, hogy a PACAP38 a magzati retinaban megemelte a cCAMP szintet, illetve a
human retina homogenizatumban igazoltdk a PACAP mRNS-ét. Kozel két évtizeddel
késébb irta le munkacsoportunk az emberi szem PACAP38 és PACI receptor
expressziojat [Patko és mtsai, 2022]. Mind a PACAP38-at, mind a PACI1 receptort kozel
azonos mértékben mutattuk ki a szaruhartya epithel és endothel rétegeiben, az irisz
pigmentham rétegében és a stromdjaban, valamint a sugartestben. A pupillasziikitd
¢és -tagitd izmokban magasabb PACAP38 expressziot talaltunk a PACI receptorhoz
képest. A retina kapcsan a retinalis pigmentham (retinal pigment epithelium, RPE) erds
PACAP38 ¢és még erdésebb PACI1 receptor pozitivitdst mutatott, mig a csap €s palcika
rétegben nem, vagy csak minimalis immunpozitivitast detektaltunk, hasonldan a kiilsd
magvas réteghez (outer nuclear layer, ONL) és a kiilso rostos réteghez (outer plexiform
layer, OPL), melyeknél azonban mar csak a PACI1 receptor esetében volt detektalhato

immunhisztokémiai jel. Minimalis PACAP38 és PACI1 receptor expressziot figyeltiink
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meg az INL-ben, mig a belsd rostos rétegben (inner plexiform layer, IPL) erds PACAP38
¢s még er6sebb PACI receptor expressziot lattunk. A ganglionsejtek rétegében (ganglion
cell layer, GCL) sajatos mintazatot irtunk le, ugyanis er0s PACAP38 ¢s még erdsebb
PACI receptor pozitivitds volt lathatd, azonban nem minden ganglionsejtben (tehat
teljesen negativ ganglionsejtek is voltak). Gyenge immunpozitivitast irtunk le mind a
PACAP38, mind a PACI receptor esetében az optikus rostok rétegében (nerve fiber layer,
NFL) [Patko és mtsai, 2022].

A PACAP-nak fontos szerepe van a retinogenezisben ¢s a latas kialakulasaban
[Atlasz ¢és mtsai, 2016; Postyéni és mtsai, 2021], valamint szerepe van a
konnytermelésben és a szdraz szem szindréma részeként jelentkezé szaruhartya
hyperkeratinisatio megakadalyozasaban [ Nakamachi és mtsai, 2016], részt vesz a pupilla
méretének és a cirkadian ritmus szabalyozéasaban is [Keenan és mtsai, 2016; Vereczki és
mtsai, 2006]. In vitro kisérletek igazoltdk az antiapoptotikus tulajdonsagat retinalis
neuronokban glutamat okozta karosodassal szemben [Shoge ¢és mtsai, 1998, 1999],
retinalis neuroblast sejtekben tapszigargin okozta karosodassal szemben [Silveira ¢€s
mtsai, 2002], antiinflammatoricus tulajdonsagat natriumaziddal eldidézett ischaemias
karosodéasban [D’ Alessandro és mtsai, 2014]. Protektiv funkcié kapcsan in vivo kisérletek
igazoltak a PACAP eziranyl hatasat excitotoxikus karosodasokban [Atlasz és mtsai,
2008, 2009], UV-indukalta degeneracioban [Atlasz és mtsai, 2011], diabeteses
retinopathidban [Maugeri és mtsai, 2019; Szabadfi és mtsai, 2014], ischaemias és
gyulladasos retinopathidkban [Atlasz és mtsai, 2007, 2010; Szabadfi és mtsai, 2010;
Véaczy ¢és mtsai, 2018; Werling ¢és mtsai, 2016, 2017], valamint korasziilott
retinopathidban [Kvarik és mtsai, 2016, 2021].

1.4.3. A PACAP és daganatok

A PACAP és receptorainak fontos szerepe van a sejt differencidcioban és
proliferaciéban [Dénes és mtsai, 2019b; Horvath és mtsai, 2022; Lindholm és mtsai,
2016], ezért nem meglepd, hogy mind a PACAP, mind a specifikus receptoranak
valtozasai megfigyelhetok kiilonb6z6 daganatokban [Moody és Jensen, 2016, 2021;
Moody ¢és mtsai, 2016]. Szamos daganat esetében leirtdk a PACAPerg rendszer over-
vagy underexpresszidjat, azonban a PACAP hatésa — a daganat tipusatol, differencialtsagi
fokatol, kornyezd szoveti allomanyatol fiiggden — eltérd lehet, igy eldfordulhat, hogy a

PACI receptor aktivalodasa bizonyos daganatok esetében novekedést serkentd, mig mas
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tumorok esetén novekedést gatld hatasti [Moody és mtsai, 2016; Zibara ¢€s mtsai, 2018].
Arra is van adat, hogy ugyanazon daganatos sejtvonalon (pl.: prosztata adenocarcinoma)
a PACAP expozicids 1d6tol, koncentraciotol vagy egyéb faktoroktol fiiggden dudlis
hatassal bir [Farini és mtsai, 2003]. Ugyanakkor ismertek olyan daganatos sejtvonalak
is, melyeknél a PACAP-nak nincs hatdsa a sejtproliferaciora, példaul a JAR
cytotrophoblast sejtek, vagy a Hep-G2 hepatocellularis carcinoma sejtek [Brubel és mtsai,

2010; Horvath és mtsai, 2010].

Az in vitro adatokon tilmenden tobb emberi daganatban is leirtdk a PACAP38 ¢és
a PACI receptor expresszidjanak valtozasat a kiindulasi ,,normal” sejttipushoz képest. A
papillaris pajzsmirigy carcinomaban a PACAP38 overexpressziojat figyelték meg a
normal sejtekhez képest, mig a daganatsejteken érdemi PACI1 receptor expresszié nem
mutatkozott szemben a normal sejtekkel, ahol erds, granularis immunhisztokémiai jelet
detektaltak [Bardosi ¢és mtsai, 2016]. Emlérdkok esetén, invaziv ductalis
adenocarcinomédban mind a PACAP38, mind a PACI1 receptor overexpresszidja volt
megfigyelhetd [Garcia-Fernandez ¢és mtsai, 2004, 2005]. A hasnyalmirigy esetében
munkacsoportunk mind ductalis adenocarcinomdban, mind insulinomaban ellenkezd
iranyu valtozast észlelt, azaz a normal, kiindulési sejtekhez képest a PACAP38 ¢s PACI
receptor expresszidja csokkent [Ferencz és mtsai, 2019, 2021]. A PACAPerg rendszer
eziranyu valtozésait RIA-val is igazoltuk kiilonb6zé human daganatokban. Nem kissejtes
tiidorakok, vastagbél adenocarcinoma ¢és vesedaganatok esetén szignifikansan
alacsonyabb PACAP38 szinteket mértiink, mint a normal, egészséges szovetekben
[Szanto és mtsai, 2012; Tamads és mtsai, 2016a], ugyanakkor nem taldltunk szignifikéns
valtozast a PACAP38 szintekben hugyholyagtumorban, prosztata adenocarcinomaban ¢€s
kiilonb6z6 heredaganatokban (seminoma, embrionalis carcinoma, teratoma és yolk sac
tumor) [Tamas ¢és mtsai, 2016a]. Az el6bbiekben emlitett tanulmanyokban latott
PACAPerg rendszert érintd valtozasok bioldgiai jelentdségérdl ezidaig nincs adat, igy
nem ismert az sem, hogy a PACAPerg rendszernek szerepe van-e¢ (¢és ha igen, akkor
milyen) a tumorgenezisben, vagy a latott eltérések mintegy masodlagos kdvetkezményei

a tumoros transzformacionak.
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1.4.4. PACAP és retinoblastoma

Olianas ¢és munkatarsai (1996) Y-79 human retinoblastoma sejtvonalon képesek
voltak kimutatni a PAC1 receptor jelenlétét; a daganatsejtek 58%-a mutatott PACI
receptor pozitivitast. Leirtak azt is, hogy a PACAP koncentracié-dependens mddon
novelte az AC aktivitast. Az izoformékat tekintve megfigyelték, hogy a PACAP38
hatszor potensebb, mint a PACAP27. Harom évvel késobb a PAC1 receptor 3 kiilonb6zo
splice variansat is azonositottdk Y-79 retinoblastoma sejteken [Dautzenberg és mitsai,
1999]. A PACAP38 koncentraciofiiggd modon hatassal van az Y-79 humén
retinoblastoma sejtek tulélésére. Nanomolaris koncentraciokban (0,1-100 nM) érdemi
hatdsa nincs, azonban mikromolaris koncentracidokban (1-5 uM) a tumorsejtek talélése a
PACAP38 koncentraci6 novekedésével parhuzamosan csokkent. PACI receptor
antagonista PACAP6-38 el0kezelés hatasara nem valtozott a mikromolaris
(0,1-5 uM) PACAP27, sem a mikromolaris koncentracidju (1-2 uM) szelektiv PAC1
receptor agonistaként ismert maxadilan nem befolyasolta az Y-79 human retinoblastoma
sejtek talélését. Meglepd modon, amennyiben a sejtvonalat membran penetrald (PACI és
VPAC receptorokon nem hatdo) PACAP38 analdgokkal (FITC-Ahx-PACAP11-38,
[Disc®]JPACAP38) kezelték, szintén bizonyitottak a citotoxikus hatast, azonban annak
mértéke kisebb volt, mint a PACAP38 indukalta hatis. Mindezekbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy a PACAP38 membranreceptortdl fliggetlen modon fejti ki
citotoxikus hatasat. A kiilonbozd jelatviteli utak gatlasa révén azt is igazoltdk, hogy a
PACAP ezen hatasa a PKA, PKC, MEK1/2, p38 ¢s JNK kinaztodl fliggetlen [Wojcieszak
¢és Zawilska, 2014].

30



2. Célkituzések

Ph.D. értekezésemben a PACAP lehetséges klinikai biomarker potencialjanak vizsgalatat

tliztem ki célul reproduktiv és patologias folyamatokban:

2.1. A magzatviz vizsgalata

A korabbi, tomegspektrometrids vizsgalataink soran nem tudtuk igazolni a PACAP38
jelenlétét emberi magzatvizben, azonban a rendelkezésre 4llo, kordbban részletezett
szakirodalmi adatokbol feltételezheté, hogy a PACAP38 jelen van ebben a
testfolyadékban. Célunk volt tehat a PACAP38 jelenlétének igazolasa és mennyiségének
meghatarozdsa a magzatvizben ¢lettani varanddssdg magzati patologiatél mentes

eseteiben RIA-val.

2.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

Politrauma esetén a korai idészakban vald szoros monitorozas elengedhetetlen a célbol,
hogy az esetleges szovodményeket mielébb, minél nagyobb hatékonysaggal
¢észleljik/megeldzziik. A klinikai gyakorlat tobb biomarker paralel monitorozasa felé
tolddott, igy célul tliztiik ki a betegek PACAP38 szintjeinek mérését a politraumat kovetd
els6 Ot napon, valamint annak vizsgalatat, hogy a PACAP38 alkalmazhato-e
biomarkerként ¢és korrelaltathato-e mas labormarkerekkel a korai poszttraumas

1d6szakban.

2.3. A human retinoblastoma vizsgalata

A PACAP38 ¢és PACI receptor el6forduldsardl emberi retinoblastoma szdvettani
mintakban nem érhetd el szakirodalmi adat, igy célunk az volt, hogy megvizsgéljuk, hogy
a retinoblastoma miatt eltavolitott szemek miitéti preparatumaiban kimutathaté-e a
daganatban PACAP38 ¢és PACI receptor expresszid, ¢s megfigyelheto-e valamilyen
valtozas ezek ¢és a klinikopatoldgiai jellemzok kozott. Tovabba célul tiiztiik ki, hogy a

human Y-79 retinoblastoma sejteken vizsgaljuk a PACAP38 tumorellenes hatasat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A magzatviz vizsgalata

3.1.1. Kutatasetikai hattér

A vizsgalat protokollja az Orvos Vildgszovetség 2013. oktdberi kozgyllésén
elfogadott Helsinki Nyilatkozat médositott valtozataval, a Nemzetkozi Egységesitési
Konferencia altal kidolgozott Helyes Klinikai Gyakorlat, valamint a hazai jogi
szabalyozasokkal harmonizélva keriilt kivitelezésre, melyet a Pécsi Tudomanyegyetem
Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga is jovahagyott (PTE 4303/2011 és 6383/2018). A
vizsgalatba torténd bevonaskor — részletes szo- €s irasbeli tajékoztatast kvetden — az

érintett személyek irasos beleegyezésiiket adtak.

3.1.2. Magzatviz mintavétel

A vizsgélatba 28 olyan vérandés keriilt bevonasra, akik magas (35 év feletti)
¢letkor miatt a varandossag 15-19. hetében diagnosztikai amniocentesisen estek at a Pécsi
Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Sziilészeti és Nogyodgyaszati Klinikdjan. A
mintagy(jtés a rutin praenatalis diagnosztikat nem zavarta, kiilon beavatkozasra nem volt
szlikség, ezaltal kiilon kockazatot nem jelentett, valamint az amniocentesis kockéazati
korébe tartozd események eldfordulasi gyakorisagat nem ndvelte. A kariotipizalas
eredményei alapjan, valamint a sziilést kovetden kizarasra keriiltek azon esetek,

melyeknél barmilyen rendellenességre fény deriilt.

3.1.3. Radioimmuno-assay (RIA)

A magzatviz-mintavételt kovetéen 30 ul/ml peptidaz inhibitort (aprotinin) adtunk
a mintakhoz ¢s hutve szallitottuk azokat a laboratoriumba, ahol lefagyasztottuk és
feldolgozasig -70 °C-on taroltuk dket. A RIA mérés el6tt a mintakat kiolvasztottuk, majd
lecentrifugaltuk (12000 rpm, 4 °C, 30 perc) ¢s a feliiluszokbdl tortént a PACAP38-szerli
(PACAP38-LI) immunreaktivitds meghatarozdsa egy koradbban kifejlesztett, szdmos
tudoményos kozlemény metodikai alapjat képezo, specifikus és szenzitiv modszerrel
[Jakab és mtsai, 2004] az alabbiak szerint: A ,,88111-3-as szamu, Akira Arimura
Professzor (Tulane University, New Orleans, USA) laboratériumabdl szdrmazo

PACAP38 antiszérum (melyet nyulban termeltek, karbodiimides moddszerrel konjugalt
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Cys?*-PACAP24-28 - borju tireoglobulin antigén ellen) 1:10000 higitasban bizonyult a
legeredményesebbnek a RIA kifejlesztése soran. Tracerként sajat laboratdériumban
késziilt I izotoppal jelzett, birka mono-'*I-PACAP24-38 C-termindlis fragmenst
hasznaltunk, mig RIA standardként a teljes birka PACAP38 peptidet alkalmaztuk
0-1000 fmol/ml tartoményban. A RIA teszteket 1 ml, 0,05 mol/l koncentracidju (pH=7,4)
foszfat pufferben végeztiik, mely 0,1 mol/l natrium-kloridot, 0,25% (w/v) marha szérum
albumint és 0,05% natrium-azidot tartalmazott. A mintakat az Osszekeverést kovetden
48-72 oraig inkubdltuk 4 °C-on. Ezutan az antitesthez kotott jelolt antigén frakciot
elvalasztottuk a szabad jeldlt peptidektdl a szeparalo oldat (100 ml desztillalt vizben 10 g
mosott szén, 1 g dextran, 0,5 g zsirmentes tejpor) 100 pl-ének hozzadadasaval és a mintdk
lecentrifugalésaval (3000 rpm, 4 °C, 15 perc), majd a feliilluszokat leontéttiik és a
csoveket itatospapirral leitattuk. NZ310 tipust gamma-sugarzasmérd segitségével
megmértik a szénhez kotddott szabad peptidfrakeid radioaktivitasat, melybdl
kovetkeztethetiink az ellenanyaghoz kotott radioaktivitas értékére, majd a bemért ismert
peptid-koncentraciok (standard mintdk) segitségével felvett kalibracios gorbérdl az

ismeretlen mintak PACAP38 koncentracidja leolvashato volt.

Az alkalmazott antiszérum intra- és inter-assay koefficiense 7,2% ¢€s 8,7% volt. A
keresztreakciok vizsgalata sordn a hasznalt antiszérum nem reagalt sem a PACAP27-tel,

sem a peptidcsalad egyéb tagjaival.

A modszer validalasanak ellendrzésére cold recovery tesztet végeztiink, ennek

crcr

crc

crer

PACAP38 esetén 83,8%, kozepes koncentracioji PACAP38 mellett 87,5%, nagy
koncentracioja PACAP38 esetén 84,8% volt (1. tablazat).
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Minta Minta + 50 fmol/ml PACAP38 Minta + 300 fmol/ml PACAP38 Minta + 1000 fmol/ml PACAP38

Vart Vart Meért Visszanyerési Vart Meért Visszanyerési Vart Meért Visszanyerési
(fmolml)  (fmoUml)  (fmol/ml) ardny % (fmol/ml)  (fmol/ml) ardny % (fmol/ml)  (fmol/ml) arany %
1 312 362 296 81,8 612 529 86,4 1312 1130 86,1
2 423 473 412 87,1 723 652 90,2 1423 1423 80,8
3 618 668 540 80,8 918 771 84,0 1618 1618 88,1
4 870 920 785 85,3 1170 1047 89,5 1870 1870 84,2
Atlag + szoras 83,3 +2,95 87,5+2,87 84,8 +£3,11

1. tablazat. A RIA visszanyerési tesztjének eredményei négy magzatviz minta esetén alacsony (50 fmol/ml),
kézepes (300 fmol/ml) és nagy (1000 fmol/ml) koncentraciojiu PACAP38 hozzaaddsa mellett.

Tovabbi validalasi kisérletben a kivalasztott magzatviz minta sorozatos higitasat
hasznaltuk a paralelitds megitélésére a RIA standardjaval. Az analizalt folyadékmintak
térfogata 12,5 és 400 pl kozott valtozott. A vizsgalt magzatvizminta parhuzamos
lefutasban gatolta a radioaktivan jelolt PACAP24-38 C-terminalis fragmentumnak (RIA
tracer) az antitesthez valdo kotddését a RIA analizis standardjaként hasznalt

PACAP38-hoz hasonldan (7. abra).

—
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=
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--&- magzatviz

Arany (kotott/szabad)
= © = 2 ©
|75} = W (=) ~1

=
[
1

0-0 T T 1
1 10 100 1000

Standard koncentracié (fimol/ml)

1 10 100 1000

Minta térfogat (ul)

7. dabra. Az alkalmazott RIA paralelitasanak vizsgadlata. (A kotott/szabad frakciok aranyanak [fiiggdleges
tengely] valtozasa a koncetracio [vizszintes tengely] fiiggvényében.)
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3.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

3.2.1. Kutatasetikai hatter

A vizsgélat protokollja az Orvos Vilagszovetség 2013. oktdberi kozgytilésén
elfogadott Helsinki Nyilatkozat médositott valtozataval, a Nemzetkdzi Egységesitési
Konferencia altal kidolgozott Helyes Klinikai Gyakorlat, valamint a hazai jogi
szabalyozasokkal harmonizalva keriilt kivitelezésre, melyet a Pécsi Tudomanyegyetem
Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga is jovahagyott (PTE 422/2014 ¢és 6383/2016). A
vizsgélatba torténd bevonaskor — részletes szobeli és irasbeli tajékoztatast kovetden — az
érintett személyek, vagy akadalyoztatasuk esetén a legkdzelebbi hozzatartozojuk irasos

beleegyezésiiket adtak.
3.2.2. A vizsgalat felépitése

A vizsgalatba 20 olyan politraumatizalt beteg keriilt elézetesen bevonasra, akik
els6dleges ellatdst kovetéen a Pécsi Tudoményegyetem Klinikai Kozpont
Aneszteziologiai és Intenziv Terapias Intézet Intenziv Osztalyan keriiltek kezelésre az
érvényben 1évé Advanced Trauma Life Support (ATLS) iranyelvek alapjan. Felvételkor
(els6 nap), majd a reggeli vérvételekkel parhuzamosan az 5. napig tortént vérvétel az
ellatashoz is sziikséges artérias kaniilbol. Minden vérminta esetén a szérum CRP és PCT,

LAR és plazma PACAP38-LI meghatarozas tortént.

3.2.3. Bevonasi és kizarasi kritéeriumok

Bevonasi kritérium a politrauma megléte volt, azaz 15-nél magasabb ISS érték.
Kizérasi kritériumok az alabbiak voltak:

e Ot napnal révidebb osztalyos tartozkodas,

e tizennyolc év alatti életkor,

e ismert rosszindulati daganatos alapbetegség,

e anormal immunvalaszt befolyasolo alapbetegség vagy gyogyszeres terapia,

e sulyos, kronikus szervi betegségek (példaul végstadiumt veseelégtelenség,
majzsugor, New York-i Kardiologus Tarsasag funkcionalis klasszifikacigja

szivelégtelenségben (NYHA) szerinti 4-es stadiumt szivelégtelenség).
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3.2.4. Mérési modszerek

3.2.4.1. CRP és PCT

A CRP ¢és PCT meghatarozasa a napi rutin laboratoriumi monitorozas részeként a
Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Laboratoriumi Medicina Intézetben torténtek.

A referencia érték a CRP esetén 5 mg/l, mig a PCT esetén 0,5 ng/ml alatt volt.

3.24.2. LAR

A LAR meghatarozdshoz az artéridas vért natrium-citratot tartalmazo
»sillyedéses” kémcsébe vettiik, majd a kémcsé oldaldhoz kiviilrdl illesztett vonalzo
segitségével megmértiilk a teljes véroszlop hosszat, ¢és annak felénél jeloltik a
felezOvonalat. Az egyoras szedimentéacids 1dot kovetden a véroszlop felezévonala feletti
¢s alatti vért ,,vérképes” kémcsdbe injektaltuk, melyekben a Pécsi Tudomanyegyetem
Klinikai Kézpont Laboratériumi Medicina Intézetben meghatarozasra keriiltek az egyes
véroszlopokban - felsé (F) és alsd6 (A) - a leukocytdk szama. Ezt kovetden a
LAR=100(F-A)/(F+A) képlettel meghatarozasra keriilt az eredeti leukocyta szam
szazalékaban azon a leukocytdk szdma, melyek az egyoras szedimentéacio soran felfelé
atlépték (antiszedimentalodtak) a siillyedéses csoben 1évd vérminta felezdvonalat

(8. abra).

felsd oszlop (F)

alsé oszlop (A)

/

1 6ra szedimentacid

8. abra. A LAR meghatdarozdsanak sematikus rajza (sajat abra). Az abra egyes részeihez a Servier Medical
Art képei keriiltek felhaszndalasra a CC-BY-3.0 Unported licensz
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) feltételei alapjan.
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3.2.4.3. PACAP38

A PACAP38-LI meghatarozasahoz a 3.1.3. fejezetben targyalt specifikus és

szenzitiv modszert alkalmaztuk.

3.2.5. Statisztikai modszerek

Statisztikai analizishez az SPSS (IBM, Armonk, NY, USA) statisztikai program
21. szamu verzidjat hasznaltuk. A vizsgalt paraméterek napi kinetikdjdnak elemzéséhez
Spearman-féle rangkorrelaciot hasznaltunk és az eredményeket PlotsOfData-val [Postma
¢s Goedhart, 2019] abrazoltuk specialis hegedii-diagramok (jitter type of violin-plots)
formajaban. Az Osszes napra vonatkozo korrelaciok vizsgalatahoz a szabad forraskodu R
statisztikai program [Team R D C, 2010] rmcorr szoftvercsomagjat [Bakdash és
Marusich, 2017] hasznaltuk és annak corrplot szoftvercsomagjaval [Wei és Simko, 2017]

abrazoltuk a korrelacids matrixot.
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3.3. A retinoblastoma vizsgalata

3.3.1. Human vizsgalat

3.3.1.1. Kutatasetikai hattér

A retrospektiv vizsgalat a hazai jogi szabalyozasokkal harmonizalva kertilt
kivitelezésre, melyet a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga is

j6vahagyott (PTE 9188/2022).

3.3.1.2. Mintagyiijtés

Vizsgalatunk soran 16 éves (2001. januar és 2017. december k6zotti) periodusbol
gyljtottiink ki olyan betegeket, akik retinoblastoma miatt enucleation estek at. A betegek
klinikai adatainak 0Osszegylijtésén tulmenden a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Ko6zpont Patholdgiai Intézetben fellelhetd formalin fixalt paraffinba 4agyazott
enucleatumokbdl 1) metszeteket készitettiink. A patologiai stadiummeghatarozas az
AJCC TNM (8. kiadasu) klasszifikacioja alapjan tortént [Mallipatna és mtsai, 2016]. A
differencialtsag fokat négyszintii skaldn osztalyoztuk. A legjobban differencialt
tumorokban fleurette-k vagy neuronalis differencialodas lathaté a daganat tobb mint
felében (G1). Ezeket kovették az olyan daganatok, melyekben Flexner-Wintersteiner
¢és/vagy Homer Wright rozettdk a daganat tobb, mint 50%-aban jelen voltak (G2). A
kovetkezO gradus esetében eldbbi rozettdk ennél kevesebb ardnyban fordultak eld (G3),
mig az utolsé kategoridba (G4) olyan daganatok keriiltek, melyek rosszul differencialt
sejteket tartalmaztak rozettdk nélkiil, vagy benniik kiterjedt anaplasias teriiletek voltak

jelen [Lochner és Couce, n.d.].

3.3.1.3. PACAP38 és PACI receptor immunhisztokemia

Formalin fixalt paraffinba &4gyazott szovetmintdkbol 3 um-es metszeteket
készitettlink rotacios mikrotommal (Microm HM 325, Thermo Scientific, Ltd., Waltham,
MA, USA). Deparaffinalas ¢és felszallo alkoholsoron vald atvezetést kovetden
hémérséklet indukalta antigénfeltarast végeztiink mikrohullamu siitében (750 W, 15 perc)
1 mM citréat pufferben (pH=6,0). Szobahdmérsékletre hiilést kovetden a metszeteket 3x10
percig 0,1 M-os (pH=7,6) foszfat pufferelt sooldattal (PBS) mostuk. Ezutan a mintakat
egy oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk PACAP38 ellenes antitesttel (T-4473,
BMA Biomedicals, Ltd., Augst, Sviajc) 1:500 és PACI receptor ellenes antitesttel
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(AVR-003, Alomone Labs, Ltd., Jeruzsalem, Izrael) 1:125 higitdsban. PBS-sel torténd
mosast kovetden a metszeteket 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk
HISTOLS-AP-R (30,011.R500A, Hisztopatologia Kft., Pécs, Magyarorszag) nyul
eredetli elsddleges antitestekkel kompatibilis masodlagos peroxidazzal jelolt, polimer
alapu el6hivd rendszerrel. A mintdkat PBS-sel mostuk, majd sotét kornyezetben
HISTOLS Resistant AP-Red Chromogen/substrate System (30,019, Hisztopatologia Kft.,
Pécs, Magyarorszag) magenta szini el6hivo rendszert alkalmaztunk. Tiz percnyi
inkubaciot kovetden a jelerdsséget fénymikroszkop mellett kontrollaltuk. Desztillalt
vizben mosva a metszeteket leallitottuk a folyamatot, majd az altalanos kontrasztfestési
eljarast kovetéen felszallo alkoholsorban viztelenitettiink. A metszeteket xilolban
deritettiik és permanens feddanyaggal fedtiik. Az elsddleges antitest kihagyasaval
immunjelet nem kaptunk (negativ kontroll). Belsd pozitiv kontrollként a szem daganatos
folyamat altal nem érintett struktrai szolgaltak a rendelkezésre all6 szakirodalom alapjan
[Patko és mtsai, 2022]. A metszeteket Panoramic MIDI II automata metszetszkennerrel
(3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk és a képeket CaseViewer 2.3
program (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével exportaltuk.

3.3.2. In vitro kisérlet

3.3.2.1. Sejtkultura

Amerikai tipusu (ATCC) Y-79 human retinoblastoma sejtvonalat (Manassas, VA,
USA) RPMI-1640 tapoldatban, 10% magzati borju szérummal (FBS), 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitve tenyésztettiik. A tenyésztd
médiumot kétnaponta cseréltiik. A kisérletek a médiumban, 5% széndioxid tartalmu, 95%
paratartalmti, 37 °C-os kdzegben torténd 24 oras inkubaciot kovetden zajlottak. A

sejtkultara reagensek a Sigma-Aldrich cégtdl (St. Louis, MO, USA) szarmaztak.
3.3.2.2. A sejtek életképességének vizsgalata

Kolorimetrias MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid)
teszttel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a sejtek életképességét vizsgaltuk
Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged, Magyarorszag) kezelések
hatdsara. A teszt sordn az ¢l6 sejtek mitokondriumaiba bejutott sarga szinit MTT festéket
a sejtek kék formazanna alakitjak. A lyukakban mért abszorbancia az €16 sejtek szaméaval

aranyos. A PACAP38 daganatsejtek talélésre kifejtett hatasat 96  lyuku
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tenyésztéedényben (4000 sejt/100 pl médium/lyuk) vizsgaltuk. Tizenkettd lyuk szolgalt
kontrollként (PACAP38 kezelésben nem részesiilt), mig 6-6 lyuk 10 ul PACAP38
kezelést kapott az alabbi koncentraciokban: 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 6 uM
PACAP38. Ezeket szérummentes médiummal 100 pl térfogatra egészitettik ki.
a mintakhoz, igy a végsé koncentracidé 0,45 mg/ml. Tovabbi 4 6ra termosztatban valod
inkubalast kovetéen a kék formazan festék-partikulumokat Iyukanként 100 pl
dimetil-szulfoxidban jra feloldottuk. Harminc perc razatast kovetden az abszorbanciat
ELISA leolvas6 (Dialab Kft.,, Budapest, Magyarorszag) segitségével 630 nm
hulldmhosszon megmértiik, amely aranyos volt az €16 sejtek szamaval. Minden kisérletet

haromszor ismételtiink.
3.3.2.3. Statisztikai modszerek

A statisztikai analizishez egytényezds varianciaanalizis (ANOVA) vizsgalatot
végeztiink, majd Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk a GraphPad Prism 9.5.0. verzidju
szoftver (GraphPad Software LLC, San Diego, CA, USA) segitségével. Az adatokat

atlagtszoras (SD) jellemzésével grafikusan abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1. A magzatviz vizsgalat

Csak anyai ¢és magzati patologiatél mentes varandossagok kertiltek be a végso
vizsgélatba, igy a kezdeti 28 mintabol 7 eset kizarasra keriilt (ezeknél kiilonbozo jellegli
magzati patologiak igazolodtak). A 15. gesztacids hétbdl kettd, a 16. gesztacids hétbdl o6t,
a 17. gesztacids hétbol 6t, a 18. gesztacios hétbdl hat, mig a 19. gesztacios hétbdl harom
minta allt rendelkezésre. PACAP38-LI mind a 21 mintaban kimutathaté volt, az atlagos

PACAP38-LI 401 fmol/ml (szoras 142 fmol/ml).
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4.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

4.2.1. Demogridfiai és klinikai adatok

Az 5. nap végére hét személyt zartunk ki (egy elhunyt, kettét 3 napot kdvetden
emittaltunk, kettének sulyos tarsbetegségei igazolodtak és kettd visszavonta részvételi

szandékat), igy 13 politraumatizalt személy (2 n6 és 11 férfi; atlag életkor: 45,92 + 15,78

¢v) maradt a vizsgalatban, akiknek a fobb demografiai és klinikai adatai (sériilések

sulyossaga, prognosztikai pontrendszerek) a 2. tdblazatban olvashatok.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

nem férfi  férfi  férfi n6 férfi férfi noé férfi  férfi  férfi  férfi  férfi  férfi
életkor (év) 61 52 45 17 61 40 39 73 45 25 59 31 49
ISS 18 18 20 22 22 22 28 30 34 34 38 38 38
SOFA 14 10 15 9 10 10 14 18 11 16 18 18 18

APACHEIl 10 14 8 2 12 15 18 14 9 12 9 14 14

2. tablazat. A kutatasban résztvevi személyek f6bb demogrdfiai és klinikai adatai. (APACHE II: Acute Physiology
And Chronic Health Evaluation Il = egy prognosztikai pontrendszer; ISS: Injury Severity Score = sériilési sulyossagi
index; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment = egy prognosztikai pontrendszer).

A vizsgalatban bennmarad6 személyeknél egy esetben sem alakult ki sz6vodmény.

4.2.2. A laborparaméterek napi valtozdsa

Az egyes napokat tekintve nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség egyik
vizsgalt paraméter esetében sem, azonban a CRP esetében emelkedd tendenciat
figyeltiink meg. A LAR és PACAP38-LI esetében is hasonld emelkedd tendenciat
lattunk, mely a 4. napon tet6zott (9-10. abrak).
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9. abra. A CRP (C-reaktiv protein) és PCT (procalcitonin) koncentracicinak valtozasa az elsé ot napon. A fekete pontok
az individudlis értékeket, az iires korok az adatsor medianjat dabrazoljak. A hegedii diagramokat PlotsofData
programmal szerkesztettiik. (CRP: C-reaktiv protein; PCT: prokalcitonin).
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10. abra. A LAR (leukocyta antiszedimentacios rata) és PACAP3S8-LI koncentracidinak valtozasa az elsé 6t napon. A
fekete pontok az individudlis értékeket, az iires kérok az adatsor medianjat dabrazoljak. A hegedii diagramokat
PlotsofData programmal szerkesztettiik. (LAR: leukocyta antiszedimentacios rata;, PACAP38-LI: PACAP38-szerii

immunreaktivitas).

4.2.3. A laborparaméterek korreldcioi

Az egyes napokat kiilon tekintve, a 4. napon statisztikailag szignifikans, gyenge
pozitiv korrelaciot talaltunk a LAR és a CRP (r= 0,572, p=0,041) és a PACAP38-LI és
CRP (r=0,581, p = 0,037) kdzott (3. tablazat).
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LAR CRP PCT PACAP38-LI

korrelacids egylitthatd
LAR gyu 1,000
szignifikancia -
korrelacios egylitthatd *
CRP 0,572 1,000
szignifikancia 0,041 -
korrelacids egylitthatd
PCT gyu 0,126 0,514 1,000
szignifikancia 0,681 0,072 -
korrelacios egyiitthatod *
PACAP3S-LI gyu 0,426 0,581 0,393 1,000
szignifikancia 0,146 0,037 0,184 -

3. tablazat. A negyedik nap laboreredményeinek korreldacioi. A korrelaciok meghatarozdasahoz Spearman analizist
vegeztiink. *p < 0,05. (CRP: C-reaktiv protein; LAR: leukocyta antiszedimentacios rata; PCT: prokalcitonin;
PACAP38-LI: PACAP38-szerii immunreaktivitas).

Az 5. napon statisztikailag szignifikans, mérsékelten erds pozitiv korrelacié volt

kimutathaté a PACAP38-LI és a CRP kozott (r = 0,776, p = 0,002) (4. tiblazat).

LAR CRP PCT PACAP38-LI
korrelacios egyiitthato
LAR gy 1,000
szignifikancia -
korrelacios egyiitthatd
CRP g 0,231 1,000
szignifikancia 0,448 -
korrelacios egyiitthatd i
PCT g 0,003 0,523 1,000
szignifikancia 0,993 0,067 -
korrelacios egytitthatd *
PACAP3S-LI gyu 0,300 0,776 0,194 1,000
szignifikancia 0,320 0,002 0,525 -

4. tablazat. Az 6todik nap laboreredményeinek korreldcioi. A korreldaciok meghatirozdsahoz Spearman analizist
végeztiink. *p < 0,01. (CRP: C-reaktiv protein; LAR: leukocyta antiszedimentacios rata; PCT: prokalcitonin;
PACAP38-LI: PACAP38-szerii immunreaktivitas).

Az Osszes nap egyiittes vizsgalata sordn statisztikailag szignifikans, gyenge
pozitiv korrelaciot igazoltunk a PACAP38-LI és a LAR (r = 0,279, p = 0,042), valamint
a LAR és a CRP (r= 0,406, p = 0,002) kozott (11. abra).
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11. abra. Az dsszes napra vonatkoztatott grafikusan abrazolt korrelacios matrix. Kék korok a pozitiv korrelaciot, a
piros korék a negativ korrelaciot mutatjak. A korék mérete és a szinek intenzitasa a korreldcios egyiitthatoval aranyos.
A mintdk ésszehasonlitasahoz ismételt korreldacios tesztet végeztiink az R statisztikai program rmcorr csomagjaval,
majd az eredményeket corrplot alkalmazdsaval dbrazoltuk. (CRP: C-reaktiv protein;, LAR: leukocyta
antiszedimentacios rata; PCT: prokalcitoniny PACAP38-L1: PACAP38-szerii immunreaktivitds).
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4.3. A retinoblastoma vizsgalata

4.3.1. Demogrdfiai és klinikai adatok

Tanulmanyunkba hét gyermeket vontunk be: egy lanyt és hat fiut. Az enucleatio
idépontjaban az atlagéletkor 16,3 + 10,5 honap (a legfiatalabb gyermek 4,1 honapos, a
legidésebb 36,3 honapos) volt. Kettd eset kivételével a jobb szem volt érintett, €s nem
fordult el6 bilateralis eset. Hairom esetben a daganat a superotemporalis kvadransban
helyezkedett el, mig egy esetben a daganat a 1atdidegfd kozelében helyezkedett el. A tobbi
esetekben a daganat az egész szemgolyot kitoltotte, igy az eredeti kiindulasi pontot nem
lehetett biztonsaggal meghatarozni. Egy eset kivételével a daganatok monofokalisak
voltak. Az egy multifokalis retinoblastoma esetében csirasejtes mutidcid nem volt
igazolhat6, azonban egy monofokalis esetben csalddi halmozodds (RBI muticio)
igazolodott. Hisztomorfologiailag harom esetben rosszul differencidlt daganat képe
mutatkozott rozettdk nélkiili (G4), mig egy esetben a tumor kevesebb, mint felében
Homer Wright rozettakat lattunk (G3). A maradék harom esetben a rozettak a daganat
tobb, mint 50%-ban jelen voltak (G2), két esetben Homer Wright rozettdk, egy esetben
Flexner-Wintersteiner rozettdk formdjaban. A daganatokban kiilonboz6 kiterjedésti
nekrozisok mellett — ketté minta kivételétdl eltekintve — meszesedések is észlelhetok
voltak. A Mib-1 jel6lési index viszonylag magas volt, minden esetben meghaladta az

50%-ot. A tanulményban részt vevo betegek fobb adatait az 5. tdblazat tartalmazza.

eset nem elc?tkor crintett fokalitas cs1ras’e].t ?s differenciéltsag stadium
(hénap) szem mutécid
1 ferfi 9,9 jobb mono nem G4 pT2
2 né 16,6 jobb multi nem G2 pT2
3 férfi 9,3 jobb mono nem G2 pT2
4  férfi 4,1 jobb mono igen G2 pT2
5  férfi 36,3 bal mono nem G3 pT2
6  férfi 19,9 bal mono nem G4 pT2
7 férfi 18,3 jobb mono nem G4 pT2

5. tablazat. A retinoblastomds betegek fobb demogrdfiai és klinikai adatai. A differencialtsag fokat
neégyszintii skalan osztdalyoztuk, ahol G1 jol differencialt, mig G4 rosszul differencialt/anaplasticus tumort
jelent. Minden betegnél pT2 stadiumot (minimdalis nervus opticus vagy choroidalis invasio) dllapitottunk
meg.
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4.3.2. PACAP38 és PACI receptor immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn a munkacsoportunk altal korabban

leirtaknak [Patké és mtsai, 2022] megfelelden a szemek ép, daganatos elvéltozassal nem

érintett részein kiillonbozo intenzitasi PACAP38 és PACI receptor immunpozitivitast

észleltliink, melyek ezaltal pozitiv bels6 kontrollként szolgéltak (6. tablazat, 12. abra).

Immunpozitivitas mértéke

Struktara PACAP38 PACI receptor
epithelium kozepes kozepes
cornea )
endothelium kozepes kozepes
pigment epithelium erds erds
o stroma kozepes kozepes
iris ) ]
m. sphincter pupillae kozepes gyenge
m. dilatator pupillae erds kozepes
pigment epithelium erds erds
corpus ciliare nem pigment epithelium kozepes kozepes
stroma gyenge kozepes
ganglionsejt réteg kozepes kozepes
) belsd rostos réteg kozepes kozepes
retina
bels6 szemcsés réteg gyenge gyenge
pigment epithelium kozepes kozepes
n. opticus neuropil kozepes kozepes

Corpus ciliare

6. tablazat. A szemek ép részeinek PACAP38 és PACI receptor immunprofilja.

Retina

8edVOVd

Joydedal |OVd

12. dbra. A szemek ép részeinek PACAP38 és PACI receptor immunprofilja (sajat abra). Nagyitds: 200x; arany
meérték: 50 um. Az abra egyes részeihez a Servier Medical Art képei keriiltek felhasznalasra a CC-BY-3.0 Unported
licensz (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) feltételei alapjan.
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A retinoblastomdak esetén — szdvettani megjelenéstdl fiiggetleniil — minden
mintaban az talaltuk, hogy a daganatsejtekben csupan perinuklearis, pontszeri (dot-like)

immunpozitivitas volt jelen mind PACAP38, mind PACI receptor esetén (13. abra).

13. abra. A retinoblastomak PACAP38 és PACI receptor immunprofilja (sajat abra). Nagyitas a nagy képeken 400x,
a kis képeken 700x; arany mérték a nagy képeken 20 um, a kis képeken 5 um. A perinukledris pozitivitast fekete nyilak
jelzik. Az dbra egyes részeihez a Servier Medical Art képei keriiltek felhaszndlasra a CC-BY-3.0 Unported licensz
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) feltételei alapjan.

4.3.3. In vitro kisérlet

Az egytényez6s ANOVA szignifikdns kiilonbséget jelzett a sejtek tulélésében a
kezelési csoportok kozott (F = 5,165, p = 0,0047). Dunnett-féle post hoc teszt
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a kontrollcsoport, valamint a 2 uM
PACAP38-kezelt (atlagok kiilonbsége: 16,5; 95% CI[1,471; 31,52]; p=10,035) és a 6 uM
PACAP38-kezelt (atlagok kiilonbsége: 20,38; 95% CI [8,488; 32,26]; p = 0,0053)
csoportok kozott. Bar a 0,5 uM PACAP38-kezelt csoportban az atlagok kiilonbsége
nagysagrendileg hasonl6 (17,09) volt a 2 uM PACAP38-kezelt csoportéhoz, azonban
nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a kontrollcsoporthoz képest (95% CI
[—1,290; 35,48], p = 0,0653) (14. 4bra).
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14. dabra. A PACAP38 kezelés hatasa az Y-79 sejtek tulélésére (dtlag % + szoras). Egytényezés ANOVA,
post hoc Dunnett analizis. *p < 0,05, **p < 0,01 a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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5. Megbeszélés

5.1. A magzatviz vizsgalat

A magzatvizmintak vizsgalata soran el6szor igazoltuk, hogy PACAP38-LI jelen
van az emberi magzatvizben élettani varandossag soran a 15-19. gesztacids hetekben.
Korabban az emberi magzatvizben tomegspektrometrias vizsgalattal nem sikertilt
igazolnunk a PACAP38 jelenlétét [Brubel és mtsai, 2011]. A latszolagos ellentmondés
jelen vizsgélatunk ¢€s a korabbi kutatasunk eredménye kozott az alkalmazott vizsgalatok
eltér6 modszertandval és ebbdl eredden eltérd érzékenységével magyarazhatd, mivel
tomegspektrometria esetén a nativ fehérjét tudtuk volna kimutatni, igy, ha annak
modosult formaja van jelen, vagy masik molekuldhoz kotddik, a vizsgalat negativ
eredményt mutat. Azonban RIA esetén az alkalmazott antiszérum képes felismerni a
modosult szerkezetli vagy egyéb molekulahoz kapcsolt PACAP38 kotohelyeit. Jelenleg
még nem ismert, hogy az emberi magzatvizben a PACAP38 mddosult formaban, vagy
egyéb molekuldhoz kapcsolodva van-e jelen. Ennek megéllapitasahoz tovabbi
vizsgalatok lennének sziikségesek. A rendelkezésre 4ll6 szakirodalmi adatok azonban azt
sugalljak, hogy inkabb utobbi lehetdség a valdszinli, mivel az jol ismert, hogy a
PACAP38 a plazméban coruloplazminhoz kétddik [ Tams €s mtsai, 1999], és ismert, hogy
a magzatvizben is jelen van a coruloplazmin [Cho és mtsai, 2007]. Az anyatejek és
csecsemOtapszerek vizsgalata soran is megfigyeltiik, hogy az extenziv hidrolizisen atesett
hipoallergén tapszerekben magasabb PACAP38-LI volt kimutathaté a nem hidrolizalt
tapszerekhez képest, mely arra utal, hogy a PACAP38 hidrolizis soran levalhatott a

hordoz6 molekulajardl [Csanaky és mtsai, 2013].

A PACAP38 fontos szereppel bir a reprodukcioban [Kanasaki és mtsai, 2016;
Koppén ¢és mtsai, 2022] és a PACAP38 hianya az in vivo adatok alapjan kiilonb6z6
fejlodési rendellenességekhez vezet [Allais és mtsai, 2007; Farkas és mtsai, 2017; Jozsa
¢s mtsai, 2018], azonban pontos szerepe még nem ismert a magzatvizben. Jovébeli célul
tiztik ki a PACAP38 szerepének vizsgalatat kiilonbozé fejlodési rendellenességek

praenatalis diagnosztikéja esetén.
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5.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

Tanulmanyunkban a PACAP38 szintek valtozasat, valamint annak
vizsgaltuk politraumatizaltak esetében a politraumat kovetd elsé 6t napon. A vizsgalati
id6tartamot azért hataroztuk meg Ot napban, mivel az irodalmi adatok szerint a
politraumat kovetd 5. napra a DAMP-indukélta SIRS mar elérte a csucspontjat és
csokkend tendenciat mutat, amennyiben nem alakulnak ki komplikaciok [Keel és Trentz,

2005]. Szovodmeényt egyik esetben sem tapasztaltunk.

5.2.1. A laborparaméterek kinetikdajanak vizsgadlata

A PACAP38 szintek tekintetében nem volt statisztikailag szignifikans
Osszefliggés megallapithatd a vizsgalt 6t napban, azonban a negyedik napig enyhén
emelkedd tendenciat figyeltiink meg. A klinikai gyakorlatban tobb példa is mutatja, hogy
az egyes laborértékek kinetikdjanak is fontos szerepe lehet mind a diagnosztikai, mind
akar a terapias dontések meghozataldban. Jol ismert, hogy a PACAP38 fél¢letideje a
plazmaban rendkiviil alacsony (3-10 perc [Birk és mtsai, 2007; Li €s mtsai, 2007]). Ebbdl
kifolyolag az altalunk észlelt, negyedik napig emelkedd plazma koncentraciok csakis
masodlagos mechanizmusokkal magyarazhatok, melyek a politraumat kovetden kialakult
SIRS elleni valaszreakcid részeként a PACAP38 antiinflammatoricus, citoprotektiv
profiljaba jol beleilleszthetdk. Korabbi human tanulményok is hasonl6 hipotézissel éltek
a tartosan emelkedett PACAP38 koncentraciok kapcsan [Bukovics és mtsai, 2014; Jiang
¢s mtsai, 2016]. Emiatt a PACAP38 szint monitorozasa hasznos informécidval szolgélhat
a pro- ¢s antiinflammatoricus folyamatok egyenstlya szempontjabol. In vitro és in vivo
vizsgélatok igazoltdk, hogy a PACAP gatolja a proinflammatoricus agensek, példaul
IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a és NO szekrécigjat az aktivalt makrofagokban, valamint
serkenti a gyulladascsokkentd hatasti IL-10 termelddését, ezaltal részt vesz a pro- és
antiinflammatoricus folyamatok szabalyozasaban. Tovabba igazoltdk azt is, hogy a
2016; Delgado és mtsai, 2003; Delgado, Martinez és mtsai, 1999; Delgado, Munoz-Elias
¢és mtsai, 1999].

A CRP értékeket tekintve a PACAP38-hoz hasonléan szintén nem volt
statisztikailag szignifikdns Osszefiiggés igazolhato az elsé Ot napon, csupan a

PACAP38-cal parhuzamos kinetikat észleltiink. A nem specifikus CRP emelkedés
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politrauma esetén gyakran latott jelenség, melynél a paraméter kinetikaja jo
informacioval szolgdl a szovetkarosodas hatasara kibontakozd SIRS evolucidjarol

[Ciriello és mtsai, 2013].

A PCT esetén nem észleltiink hatarérték feletti kiugrast. A PCT relative gyors
kinetikdt mutat. Szadmos tanulmanyban leirtdk, hogy az emelkedett szérum PCT
specifikusabban és szenzitivebben jelzi a bakterialis infekciokat a CRP-nél [Wacker és
mtsai, 2013]. A szisztémas bakteridlis és gombas fertdzések magasabb PCT emelkedéssel
jarnak, mint a lokalis fertézések, ugyanakkor viralis fertézésekben nem megbizhato. Sét,
emelkedett CRP és PCT értékek jelen lehetnek fertézés nélkiil is, példaul nagyobb
szovetkarositd hatas (trauma, miitét) vagy keringésleallas esetén is. Kimutattdk, hogy
nagyobb miitéti beavatkozasokat kovetden a PCT megemelkedhet, a csucs az elsé
posztoperativ napon észlelhetd, majd szeptikus szovodmény hianyaban révid ido alatt
normalizalédik értéke [Clec'h és mtsai, 2004; Mimoz és mtsai, 1998; Schuetz és mtsai,
2010; Sponholz és mtsai, 2006]. Habar a szisztémas fertdzések nagyobb és gyorsabb PCT
emelkedéssel jar(hat)nak, a klinikai gyakorlatban a PCT kinetikdjanak vizsgalata
gyakrabban jobb indikéatornak bizonyul fert6zések kapcsan, mint 6nmagéban a laborérték
nagysaga [Trasy és mtsai, 2016]. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a legtobb esetben
szeptikus komplikéacié hidnyaban a PCT hatéarérték alatt marad [Gregoriano €s mtsai,

2020], mely tanulmanyunk eredményeivel is 6sszhangban all.

LAR esetében a PACAP38-hoz hasonl6 tendenciat észleltiink, tehat statisztikailag
szignifikans Osszefliggést nem taldltunk. Ugyanakkor ez a LAR kinetika jol
beleilleszthetd a korabbi tanulmanyok eredményeibe, melyek azt talaltak, hogy a LAR a
fehérvérsejtek aktivacidjanak indikatora. A magasabb LAR értékek nagyobb szamu
aktivalt leukocytat jelentenek, emiatt ezen betegeknek nagyobb az esélyiik a tulélésre
azokkal szemben, akiknél nem figyelhetd meg a LAR értékek emelkedése [Bogar és

mtsai, 2006; Loibl és mtsai, 2021; Molnar és mtsai, 2010; Rozanovic és mtsai, 2016].

5.2.2. A laborparaméterek korreldcioinak vizsgalata

Az egyes napokat kiilon tekintve csak a negyedik és az 6todik napokon észleltiink
statisztikailag szignifikdns eltéréseket. A negyedik napon gyenge pozitiv korrelacid
igazolddott a PACAP38-LI és CRP szintek kozott, mely az 6todik napra mar kozepes
er6sségli volt. A PACAP38-LI és CRP paralel emelkedése nagy valoszinliséggel a
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politraumat kovetden kialakulé SIRS elleni endogén valaszreakcidoval magyarazhato,

mivel a PACAP-nak jol ismert a potens antiinflammatoricus hatésa.

A napok egyiittes értékelése sordn statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk
a PACAP38-LI és LAR értékek kozott. A politraumat kovetden meginduldé multimodalis
immunfolyamat kezdete a SIRS, mely fokozott leukocyta aktivacioval jar és ezt kdveti az
ellenreguléacids folyamat. A PACAP38-LI és LAR kozotti korrelacidé magyarazhatd a

PACAP antiinflammatoricus hatasaval ezen ellenregulacios folyamat soran.

5.2.3. Osszegzés

A PACAP szamos szervben/szévetben el6fordul, tobbek kozott az immunrendszer
szerveiben is, mint példaul a csecsemdmirigy, csontveld, 1ép és nyirokcsomok. Szamos
immunsejten igazoltdk a PACI1 receptor jelenlétét, bar a PACAP pontos funkcidja még
nem ismert ezekben a sejtekben. Ugyanakkor a PACAP szerepe jol ismert az
immunsejtek érésében, motilitdsdban és az immunfagocitdzisban. A korabban ismertetett
immunregulacios, stressz-tengelyen érvényesiild, valamint altalanos antiinflammatoricus
¢s citoprotektiv hatdsai miatt feltételezziik, hogy a PACAP fontos szereppel bir a
politraumat koveté homeosztazis fenntartasdban/szabalyozasaban, mely soran a trauma

indukalta proinflammatoricus folyamatok mérséklése révén a CARS-ban vesz részt.

Tanulmanyunk kis elemszédma miatt pilot study-nak tekinthetd. A késObbiekben
nagyobb elemszamu, tobb klinikai paramétert involvald vizsgalatot terveziink, valamint
terveink kozott szerepel az is, hogy hosszabb id6tartamban vizsgaljuk a

komplikaciomentes és szovodményes eseteket. Tavolabbi terveink kdzott szerepel, hogy

cre
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5.3. A retinoblastoma vizsgalata
5.3.1. Human vizsgalat

A vizsgalatunk elsd részében retinoblastoma miatt eltavolitott szemek PACAP38
¢s PACI receptor immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el. Mind a PACAP38, mind
a PACI receptor kapcsan a daganatmentes, ép szemteriileteken a munkacsoportunk altal
korabban leirtaknak [Patk6 és mtsai, 2022] megfeleld immunhisztokémiai mintazatot
talaltunk. Ezek a bels6 kontrollok ezaltal az immunhisztokémia vizsgalatok megfeleld
hatékonysagat igazoltak. Elséként irtuk le a PACAP38 és PACI receptor expresszios
mintdzatdt humdn retinoblastoméban, mely fokalis, perinuklearis, pontszer
immunpozitivitdsként jellemezhetd. Nem talaltunk kiilonbséget a PACAP38 ¢és a PACI1
receptor expresszié mintazataiban sem a demografia, sem a klinikai és hisztopatologiai

jellemzokkel 0sszefliggésben.

Szamos emberi daganatban ismert mar, hogy a PACAP38 ¢és a PACI1 receptor
expresszidja eltér a kiindulési ,,normal” sejttipushoz képest. Ez megnyilvanulhat abban,
hogy a PACAP38 és a PACI receptor expresszidja kozdsen, egyirdnyba valtozik
(over- vagy underexpresszid), azonban ellentétes irdnyba torténd valtozasuk is ismert. Az
emld invaziv ductalis adenocarcinomdjaban mind a PACAP38, mind a PACI1 receptor
overexpressziojat figyelttk meg [Garcia-Fernandez ¢és mtsai, 2004, 2005], mig
hasnyalmirigyrakok esetében a ductalis adenocarcinomékban [Ferencz és mtsai, 2019] és
az insulinomékban [Ferencz ¢s mtsai, 2021] a PACAP38 és PAC1 receptor expresszidja
csokkent. A papillaris pajzsmirigy carcinomakban a daganatsejtekben a PACAP38
overexpresszioja mellett ugyanakkor érdemi PACI receptor expressziéo nem mutatkozott,
utobbi tehat a normal sejttipushoz képes alul expresszalddott [Bardosi és mtsai, 2016]. A
rendelkezésre allo tanulmanyok egyik kozos limitacioja, hogy az azokban megfigyelt
PACAPerg rendszert érintd valtozasok biologiai jelentdségérdl nincs érdemi adat, igy
pontosan nem ismert, hogy a PACAPerg rendszernek szerepe van-e (és ha igen, akkor
milyen) a tumorgenezisben, vagy a latott eltérések mintegy masodlagos kdvetkezményei

a tumoros elfajulasnak.

A retinoblastoma annyiban kiilonbdzik a korabban ismertetett daganatoktol, hogy
annak pontos kiindulasi sejttipusa még nem ismert [Bremner ¢és Sage, 2014], emiatt nem
volt lehetOségilink Osszehasonlitani a PACAP38 ¢és a PACI receptor expresszids

mintdzatat a daganatban ¢és a ,kiinduldsi” sejttipusban. Figyelembe véve a betegek
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képalkotd vizsgalata soran felmeriilt INL eredetet [Rootman és mtsai, 2013], valamint a
kisérletes eredmények altal azonositott palcika eredetet [Kooi és mtsai, 2015; Liu H és
mtsai, 2020; Liu J és mtsai, 2021; Singh és mtsai, 2018, 2022; Xu és mtsai, 2009, 2014],
megkiséreltiik az ezekkel a teriiletekkel vald Osszehasonlitast, ami azonban érdemi
eredményre nem vezetett, mivel adott szdvettani rétegekben negativ, illetve gyenge
immunhisztokémiai jelet észleltiink a daganatmentes teriileteken. Pozitivitds esetén adott
rétegben levo ugyanazon sejttipusok esetén is valtozo intenzitast tapasztaltunk, azonban
konstans megfigyelés volt, hogy a PACAP38, illetve PACI receptor expresszid mintazata

perinukledris, pontszert jellegli volt, csakligy, mint a retinoblastoma esetében.

Olianas ¢s munkatarsai (1996) az Y-79 sejtvonal vizsgalata soran azt irtak le, hogy
a sejtek kozel 60%-a expresszal PACI receptort a sejtmembranon. Ezzel szemben a mi
vizsgélatunk a PACI1 receptor esetében membranra lokalizalt eloszlast nem mutatott,
csupan pontszert, perinukledris pozitivitas volt észlelhetd. Ez a human vizsgalatok és az

in vitro rendszerek kozotti kiilonbségre hivja fel a figyelmet.

5.3.2. In vitro kisérlet

Kisérletlink mésodik felében igazoltuk, hogy 0,1 uM, 0,5 uM és 1 uM PACAP38
kezelésnek nincs hatasa az Y-79 sejtek tGlélésére. Ezen megfigyelésiink a meglévd
szakirodalmi adatokba jol beleilleszthetd, azokat kiegésziti, mivel a korabbi kutatasokban
a PACAP38 eziranyu hatasat csak 0,1 nM és 0,1 uM kozott vizsgaltak. Ugyanebben a
korai kisérletben talaltdk azt is, hogy a PACAP38 1-5 uM-os koncentraciok kozott
dozisfiiggd citotoxikus hatassal bir [Wojcieszak és Zawilska, 2014]. Eredményeink
alapjan a PACAP38 1 uM-os koncentracidban nem, csupan 2 ¢és 6 uM-os
koncentracioban bizonyult citotoxikusnak. Az, hogy a PACAP38 hogyan fejti ki
citotoxikus hatdsat az Y-79 sejtvonalban még nem pontosan ismert, azonban az
elébbiekben idézett szerzOparos felvetette, hogy ez a hatds membranreceptor-fliiggetlen
modon johet 1étre, mivel kisérletiikben kettd, membranpenetrdlo, membran PACI1
receptorhoz nem kotd analog is képes volt citotoxikus hatast 1étrehozi a PKA, PKC,
MEK1/2, p38 ¢és JNK jelatviteli utak érintése nélkiil [Wojcieszak és Zawilska, 2014].
Korabbi kutatdsok is azt talaltdk, hogy a PACAP38 képes direkt transzlokacioval,
endocitozissal a citoplazmaba jutni, kiilondsen mikromolaris koncentraciok esetén.
Tovabba megfigyelték, hogy az intracellularis PACAP38 nem teljes egészében

degradalodik enzimatikus tton, igy képes az intracelluldris, intranuklaris PACI1
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receptorok aktivalasara [Doan és mtsai, 2012; Yu és mtsai, 2013]. A retinoblastomaban

altalunk latott perinuklearis, pontszerii pozitivitas ezen in vivo megfigyelést megerdsiti.

5.3.3. Osszegzés

Az emberi daganatok sejttani eredetének tisztazasa, beleértve a retinoblastomat is,
¢s annak megértése, hogy a cellularis/subcelluldris kdrnyezet hogyan befolyéasolja a
daganatok kialakulasat és fejlodését hozzajarulna 0j megelézé és korai intervencios
terapiadk kifejlesztéséhez vagy a meglévok javitasahoz. A PACAP38 szamos ¢élettani és
patofiziologiai folyamatban érintett, ¢és egyre ndvekvd mennyiségli tudomanyos
bizonyiték utal arra, hogy a PACAP38 diagnosztikai és terapias potenciallal rendelkezik
bizonyos betegségekben. Tanulmanyunkban elészor irtuk le az emberi retinoblastoma
PACAP38 ¢és PACI receptor immunreaktivitdsanak eloszlasat, és megerdsitettiik a
mikromolaris PACAP38 koncentraciok citotoxikus hatasat Y-79 sejtekben. Az a tény,
hogy a PACAP38 ¢és PACI receptor jelen van az emberi retinoblastomaban, és hogy a
PACAP38 ¢és annak analdgjainak citotoxikus hatidsa volt a retinoblastoma sejtekre
(ugyanakkor a normal intraocularis szovetekben sejtvédd hatassal birnak), a PACAP38

¢és analogjai potencialis jovobeli terapids szerepét vetiti eldre.

Kisérletiink tobb limitacidval bir. El6sz6r is meg kell emliteni a kis elemszamot,
mely miatt nem lehet altalanositani azt, hogy minden human retinoblastoma az altalunk
fentebb leirt immunhisztokémiai profillal bir. Az elemszammal 6sszefiiggésben all, hogy
nem tudtuk a teljes tumordifferencialédasi spektrumot lefedni, mivel nem volt olyan
daganatunk, melyben fleurette-ket vagy neuronalis differencidlodast detektaltunk volna a
daganat tobb, mint felében. A retinoblastoma nem tisztazott sejttani eredete okan jelenleg
nem tudunk kovetkeztetést levonni abbol, hogy a PACAPerg rendszer érintett-e a
daganatos elvaltozasban, és ha igen, akkor milyen modon. Ezeket tovabbi, jovdbeli
kisérletekkel sziikséges tisztdzni. Az in vitro kisérletiink limitaciojaként értékelhetd, hogy
csak egy sejtvonalat hasznaltunk. A jovOben tobb, eltérd retinoblastoma sejtvonal

vizsgalata lenne indokolt a PACAP38 mellett egyéb, PACAP analogokkal.
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6. Uj eredmények osszefoglalasa

I. Emberi magzatviz kapcsan egy szenzitiv ¢és specifikus vizsgalomodszerrel

bizonyitottuk, hogy:

- az emberi magzatvizben jelen van a PACAP38 ¢és
- ¢lettani varanddéssadgban, magzati patoldgia hianyaban az emberi magzatviz

atlagos PACAP38-LI koncentracioja 401 fmol/ml (szoras 142 fmol/ml).
II. Politrauma kapcsan eldszor irtuk le, hogy szovédmény hianyéaban:

- az elsd 6t napon a plazma PACAP38-LI koncentraciokban statisztikailag
szignifikans kiilonbség nincs, csupan emelkedd tendencia lathato, mely a 4. napon
tetozik;

- az egyes napokat tekintve

- a 4. napon statisztikailag szignifikans, gyenge pozitiv korrelacié van a
LAR és a CRP, valamint a PACAP38-LI és CRP kozott,

- az 5. napon statisztikailag szignifikans, mérsékelten erds pozitiv korrelacio
van a PACAP38-LI ¢és a CRP kozott.

- az 0sszes nap egylittes értékelése soran statisztikailag szignifikans, gyenge pozitiv

korrelaci6 igazolhaté a PACAP38-LI és a LAR, valamint a LAR ¢s a CRP kozott.
ITI. Retinoblastoma kapcsan:

- igazoltuk, hogy a huméan retinoblastoma mind PACAP38-at, mind PAC1 receptort
expresszal.

- leirtuk, hogy az emberi retinoblastomaban — az in vitro adatokkal ellentétben —
nincs membran PAC1 receptor expresszid, csupan perinukledris, pontszerii
immunpozitivitas észlelheté mind a PACI receptor, mind a PACAP38 esetében.

- az Y-79 sejtvonal esetén a korabbi irodalmi adatokkal

- egyezden azt talaltuk, hogy nanomolaris koncentracioban a PACAP38-nak
nincs hatasa a sejtek tulélésére;
- szemben azt talaltuk, hogy a PACAP38 nem 1 uM, hanem 2 uM

koncentraci6 felett citotoxikus ezen a sejtvonalon.
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Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-IV.)

28

163

232

V. Tovabbi tudomanyos miivek

15

Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu
folyoiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is

15

Szerkesztéségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok

Oltalmak (szabadalmak)

VI. Hivatkozott absztraktok °

Osszes hivatkozas '

Hirsch index ¢

g index ©
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- . .. ’ Osszes
Specialis tudomanymetriai adatok Szama hivatkozas
Els6 szerz6s teljes folydiratcikkek szama 2 88
Utolso szerz6s teljes folydiratcikkek szama 2 2
A tudomanyos fokozat elnyerése utani (nincs na na
adat) teljes tudomanyos folydiratcikkek szama o h
Az utols6 10 év (2014 - 2024) tudomanyos,
teljes, lektoralt tudomayos folydiratcikkeinek 27 208
szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kézlemény
hivatkozasainak szama (az dsszes hivatkozas 46 19.83%
szazalékaban)

Hivatkozasok szama, amelyek nem 38
szerepelnek a WoS/Scopus rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben
SO S e 0 0
kollaboraciés k6zrem(ikddé
Megjegyzések:

' a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben

nyilvantartott adatok

2 lektoralt, tudomanyos folyéiratban

3 a szerz6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzdi hozzajarulasaval késziiltek szerzéként jegyzett

kézleményei, és az érdemi hozzajarulast dokumentalni tudja

4 konferenciaktzlemény folyoiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakotetben

5 nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerlil az 6sszesitésbe

6 a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkili 6sszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g

index definicidja

7 kézrem(ikodés esetén a csoportos szerz6ségl kdzlemények hivatkozottsaga kilon értékelendod,
€s nem szamithatd be az dsszesitett hivatkozasok kdzé

n.a. = nincs adat
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Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide acting as a hormone, a neuro-
modulator, a neurotransmitter, a trophic factor and is involved in a variety of developmental and regenerative
processes. PACAP is present in several human tissues and biological fluids. In many pathological conditions,
changes in PACAP levels have been described to reflect disease progression, therefore PACAP has diagnostic
value as a potential biomarker. Since PACAP has been shown to play an important role in reproductive phy-
siology and development, it was of interest to examine whether this neuropeptide occurs in the human amniotic
fluid. Amniotic fluid samples were collected between the 15-19" weeks of gestation from volunteering pregnant
women undergoing amniocentesis as a prenatal diagnostic tool due to maternal age. Pathological cases were
excluded after prenatal karyotype analysis. PACAP-like immunoreactivity was measured by radioimmunoassay
and could be detected in all samples. The present study provides evidence for the presence of PACAP in human
amniotic fluid, but determination of the exact physiological or pathological significance awaits further in-

vestigation.

1. Introduction

Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) was
isolated from ovine hypothalamus in 1989 [1]. PACAP has two isoforms
as a result of proteolysis of the same precursor protein: PACAP38 [1]
and PACAP27 [2]. PACAP is a member of the secretin/glucagon/
growth hormone-releasing hormone/vasoactive intestinal peptide (VIP)
superfamily. The effects of PACAP are mediated through three types of
class B G protein-coupled receptors. PAC1 receptor, showing higher
affinity for PACAP than for VIP, is located predominantly in the central
nervous system and is associated with protective and trophic effects.
The other two receptors, VPAC1 and VPAC2, are recognized equally by
PACAP and VIP and are more related to peripheral actions [3]. PACAP
and its receptors are distributed throughout the body and the peptide is
involved in numerous physiological processes in the central nervous
system and in several peripheral organs [3]. PACAP plays a role in
behavioral processes, hormonal- and thermoregulation, digestion and
other gastrointestinal processes, regulation of cardiac and urinary
bladder contractility [4-8]. PACAP has well-established protective

* Corresponding author.
E-mail address: denes.toth@aok.pte.hu (D. Toth).

https://doi.org/10.1016/j.repbio.2020.07.013

effects in the nervous system and in peripheral organs [9-14].

Soon after its discovery, PACAP was reported to be involved in
various developmental processes and to act as a neurohormone, neu-
romodulator, neurotransmitter and neurotrophic factor [15]. PACAP is
widely expressed in the embryonic brain at the onset of the neuro-
genesis and plays an important role in brain development [16,17].
PACAP expression is reduced in most brain areas after the termination
of brain development [15,18]. Presence of PACAP has been detected in
several human tissues and biological fluids [19]. Among tissues, PACAP
occurs at highest concentrations in the central nervous system and
endocrine glands [19], but several other tissues/organs also have de-
tectable levels, including reproductive organs [20]. Regarding body
fluids, PACAP has been previously investigated with mass spectrometry
(MS), radioimmunoassay (RIA) and enzyme-linked immunosorbent
assay [19]. PACAP occurs in several human fluids: plasma [21-23],
cerebrospinal fluid (CSF) and ovarian follicular fluid [24,25], milk
[26,27] and synovial fluid [28].

The source of PACAP in human biological fluids is not known, but
numerous different research groups have reported that levels can be
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measured. PACAP is cleaved by dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) and
has a short half-life between 3 [21] - 10 min. [22] in the plasma. DPPIV
is also present in the amniotic fluid [29,30]. The plasma concentration
of PACAP is relatively stable; neither gender, age, food intake nor fe-
male hormonal cycle have a significant effect. Regarding pregnancy and
delivery, plasma PACAP38-like immunoreactivity (PACAP38-LI) has
been shown to be increased by the 2" and 3™ trimesters of the preg-
nancy, indicating that the neuropeptide is synthesized by the placenta
or other maternal tissues [31]. A sudden decrease was found in the
maternal plasma during delivery, which might indicate a role in the
uteroplacental circulation and/or uterine contraction. Three days after
childbirth the PACAP38-LI returned to normal levels [31]. No differ-
ences were found in fetal cord venous blood, collected immediately
after delivery between male and female babies, and no significant dif-
ferences were found between samples obtained after caesarian section
or vaginal birth either. PACAP levels were unrelated to gestational age
or Apgar score [32]. Peripheral blood PACAP levels in newborns were
in the same range as in adults. Umbilical arteries had higher PACAP
levels than in the umbilical vein, which indicates a fetal synthesis of this
neuropeptide [31].

Higher PACAP38 levels were detected with RIA and im-
munocytochemistry in each part of uteroplacental unit compared to
PACAP27 levels [33]. In full-term placentas stronger PACAP38-im-
munoreactivity was found on both the maternal and fetal sides, while
immunoreactivity for PACAP27 increased only on the maternal side
[34]. It was found that PACAP38 levels are 5-20-fold greater in the
human milk than in the respective plasma samples [26]. Colostrum has
the highest levels of PACAP38, and levels are lower in the transitional
milk and mature milk. The difference between PACAP38 levels in the
colostrum and the mature milk was statistically significant. The changes
in PACAP38 levels during lactation indicate an important biological
role of this peptide [27].

Since PACAP plays an important role in reproductive physiology
[35-39] and lack of PACAP is associated with several developmental
abnormalities [40-44] it was of interest to examine whether this neu-
ropeptide occurs in the amniotic fluid (AF). AF is a complex biological
fluid, which initially comes from maternal plasma and passes through
fetal membranes due to hydrostatic and osmotic pressure [45]. Because
of bi-directional diffusion between the AF and the fetus, the composi-
tion of AF is similar to fetal plasma until fetal skin keratinization, which
usually happens between the 19 and 20 weeks of gestation. The analysis
of AF has a high diagnostic potential indicating several pathological
conditions [29]. The aim of the present study was to investigate the
existence of PACAP38 in human amniotic fluid samples using a specific
and sensitive RIA method.

2. Materials and methods
2.1. Biological samples

Amniotic fluid samples were collected between the 15-19™ weeks of
gestation from volunteering pregnant women undergoing

Table 1
Recovery of the exogenously added PACAP38 in RIA.
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amniocentesis as a prenatal diagnostic tool due to maternal age (age
over 35 years, n = 28). The sample collection was carried out according
to a protocol approved by the institutional ethic committee (ethical
permission number: PTE 4303/2011; PTE 6383/2018) without extra
intervention, after obtaining written consent of the volunteers. The
peptidase inhibitor aprotinin was added to all samples (30 pl/ml). Each
sample underwent prenatal karyotype analysis. Chromosomal ab-
normalities and other anomalies (n = 7) were excluded.

2.2. Radioimmunassay

The amniotic fluid samples were first weighed and centrifuged at 12
000 rpm for 30 min at 4 °C. Then the supernatant was processed to
detect PACAP38-LI for a specific and sensitive RIA technique, devel-
oped in our laboratory [46]. Briefly, the antiserum used was PACAP38
antibody ‘88 111-3’ (working dilution 1:10 000), the tracer was
mono-'?°I-labeled ovine PACAP24-38 C-terminal fragment prepared in
our laboratory, and we used ovine PACAP38 as a RIA standard ranging
from 0 to 1000 fmol/ml. The assay buffer was prepared in 1 ml of 0.05
mol/1 (pH 7.4) phosphate buffer containing 0.1 mol/l sodium chloride,
0.25% (w/v) BSA and 0.05% (w/v) sodium azide. Incubation time was
48-72 hours at 4 °C. Separation solution consisted of charcoal/dextran/
commercial fat-free milk powder (10:1:0.5 g in 100 ml distilled water).

The method had been used earlier in several other experiments
where the goal was to determine PACAP-like immunoreactivity in an-
imal and human samples. It had been used for tissue samples and
biological fluids such as rat or human serum [23,47], animal and
human milk [26,48,49] and human follicular fluid [25]. As described
earlier, we established the specificity of the serum [46] by determining
cross-reactivity to related peptides and intra-assay and inter-assay
coefficients of variation were 7.2% and 8.7%, respectively. The cross-
reactivity study revealed that the used antiserum did not show any
cross-reactivity with members of the same peptide family and other
related peptides, like gastrin-related factor, glucagon, motilin or se-
cretin [46]. As the used antiserum was produced against the C-terminus
of PACAP38, it did not show cross-reactivity to PACAP27 either. In the
present study we also used a cold recovery test to further confirm the
validity of our radioimmunoassay method. We measured the con-
centration of PACAP38 in four different amniotic fluid samples with
low, medium and high levels of added PACAP38 (50, 300 and 1000
fmol/ml, respectively). Measurements were performed before and after
adding the known amounts of pure PACAP38. The assayed sample
volumes were 100 and 50 pl. The measured and expected concentra-
tions and the calculated recovery rates are presented in Table 1. The
observed average recovery percentages after adding low, medium and
high amounts of the peptide were 83.8, 87.5 and 84.8 %, respectively.
Altogether, this shows an approximately 85-90 % recovery rate, con-
firming the reliability of the radioimmunoassay method for measuring
PACAP38-LI in biological samples.

In an additional validation experiment serial dilution of the selected
amniotic fluid sample was used to assess parallelism with the assay
standard. The volume of the assayed fluid sample ranged from 12.5 to

Sample Sample + 50 fmol PACAP38 Sample + 300 fmol PACAP38 Sample + 1000 fmol PACAP38
Sample Measured Expected Measured Recovery (%) Expected Measured Recovery (%) Expected Measured Recovery (%)
number (fmol/ml) (fmol/ml) (fmol/ml) (fmol/ml) (fmol/ml) (fmol/ml) (fmol/ml)
1 312 362 296 81.8 612 529 86.4 1312 1130 86.1
2 423 473 412 87.1 723 652 90.2 1423 1150 80.8
3 618 668 540 80.8 918 771 84.0 1618 1425 88.1
4 870 920 785 85.3 1170 1047 89.5 1870 1575 84.2
Mean + 83.8 + 2.95 87.5 + 2.87 84.8 + 3.11

SD
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Fig. 1. Inhibition of binding of '*°I-labelled PACAP24-38 C-terminal fragment (RIA tracer) to PACAP-antibody “88111-3” by purified PACAP38 (RIA standard) and

an amniotic fluid sample.

400 pl. The investigated amniotic fluid sample inhibited binding of the
radioiodinated PACAP24-38 C-terminal fragment (RIA tracer) in par-
allel with the assay standard PACAP38 (Fig. 1).

3. Results and Discussion

PACAP38-like immunoreactivity could be detected in the amniotic
fluid in each sample, using a specific and sensitive RIA method. Average
level of PACAP38-LI in the AF samples (n = 21) was 401 = 142 fmol/
ml (range: 441.3).

The present study provides evidence, for the first time, that
PACAP38-LI occurs in the human amniotic fluid under physiological
circumstances. Previously, we could not confirm the presence of
PACAP38 in its intact, unbound form by mass spectrometry [24]. The
lack of PACAP by mass spectrometry in contrast to the presence of
PACAP-LI can be due to the presence of the modified form of the
peptide, leading to lack of the native peptide, but presence of the site
recognized by the antiserum. Binding to a bigger carrier can also be a
possibility [24]. PACAP is known to be bound to ceruloplasmin in the
plasma [50]. In that above-mentioned mass spectrometry study, the
same method was used for all biological samples, regardless of the
origin of the different body fluids. This might lead to discrepancies and
false negative data, as also emphasized in the publication [50]. A pre-
vious study revealed that after extensive hydrolysis, higher PACAP le-
vels could be detected in the human milk, also suggesting that bound
PACAP was freed from a carrier protein [49]. The possible structural
modifications and binding properties must be identified in further
studies.
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Our present data can provide the basis for further investigations
regarding the potential of PACAP as a biomarker for certain patholo-
gical conditions. Increasing number of recent studies have investigated
the presence and changes of PACAP in various human physiological and
pathological conditions [19]. Changes in PACAP expression in tissues
were demonstrated in pancreatic ductal adenocarcinoma [51], non-
small cell lung cancers, colon tumors and ischemic heart disease [52],
inflammatory bowel disease [53] and thyroid papillary carcinoma [54].
Regarding body fluids, in numerous pathological conditions, changes in
PACAP levels have been described to reflect disease progression, like
the decreased synovial fluid PACAP levels in post-traumatic osteoar-
thritis [28] or to correlate with other physiological parameters, like the
number of oocytes in the follicular fluid [25]. Decreased CSF PACAP
levels have been detected in Alzheimer’s disease [55,56] and multiple
sclerosis [57]. In severe traumatic brain injury patients elevated CSF
and serum PACAP levels correlated with early mortality [58]. Elevation
in serum PACAP levels have been described in acute aneurysmal sub-
arachnoid hemorrhage [59], acute spontaneous basal ganglia hemor-
rhage [60], ictal phases of migraine [61-63], while decreases have been
described in nephrotic syndrome [64], cardiomyopathies [23], inter-
ictal phases of migraine [63,65] and in episodic cluster headache [66].
Lower PACAP levels showed correlation with disease progression in
postmenopausal osteoporosis [67] and in female post-traumatic stress
syndrome patients [68]. These results indicate PACAP’s diagnostic
value as a potential biomarker in different disorders. The biomarker
potential of PACAP in certain diseases is further strengthened by ne-
gative findings, where no alteration of PACAP levels could be found in
contrast to the above-described pathological conditions [69].
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Previously published data indicated the placental and/or maternal
origin of PACAP in maternal serum based on its higher levels in late
pregnancy [31] and the increasing placental PACAP content during
pregnancy [34]. Higher PACAP levels were found in umbilical arteries
compared to the venous side suggesting fetal PACAP synthesis [31].
Based on these results and the fact that the composition of amniotic
fluid is similar to fetal plasma in this period [29], we hypothesize that
PACAP in amniotic fluid has fetal and/or placental origin. The exact
physiological role of PACAP in the amniotic fluid is not yet known. The
results of the aforementioned clinical studies suggest that PACAP may
also be a possible factor in prenatal diagnostics, but its functional sig-
nificance needs further investigations. As PACAP is a well-known
trophic factor, it can be expected that it shows changes during devel-
opment and in developmental defects. A most recent paper has found
that PACAP gene is the most strongly upregulated factor in nerve re-
generation in carpal tunnel syndrome patients [70], indicating the vital
importance of the peptide in nerve growth under pathological condi-
tions. It would be of interest to elucidate the changes of PACAP in the
amniotic fluid in certain pathological conditions of the fetus and/or
mother in the future. We believe that present finding is particularly
important to initiate further investigations in this field.
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ABSTRACT

In polytrauma patients who survive the primary insult, the imbalance between the pro- and anti-inflammatory
processes seems to be responsible for life-threatening complications such as sepsis or multiple organ dysfunc-
tion syndrome. Measurement of C-reactive protein (CRP) and procalcitonin (PCT) is a standard way for differ-
entiating between infectious (bacterial) and non-infectious inflammation. Monitoring of immune cell functions,
like leukocyte anti-sedimentation rate (LAR) can also be useful to diagnose infectious complications. Pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide with well-known immunomodulatory and
anti-inflammatory effects. The aim of our study was to determine the changes of PACAP38 levels in polytrauma
patients in the early post-traumatic period in intensive care unit and analyse possible correlation of its level with
conventional (CRP, PCT) and unconventional (LAR) laboratory parameters. Twenty polytrauma patients were
enrolled. Blood samples were taken daily for five days. We observed significant correlation between PACAP38
and CRP levels on day 4 and 5 as well as between PACAP38 and LAR levels all of the days. This could be due to
the anti-inflammatory and cytoprotective functions of PACAP38 as part of an endogenous response to the trauma
induced systemic inflammatory response syndrome. These significant correlations could have clinical importance
in monitoring the dynamic balance of pro- and anti-inflammatory processes in case of polytraumatic patients.

1. Introduction

permanent disability [1]. Many polytrauma victims die within the first
48 h after admission [2-4], however, improvements in traumatology

Each year more than five million people die in different traumatic
injuries, which accounts for 9% of all deaths. Approximately three-
quarters of these deaths are consequence of accidents. Road traffic in-
juries and falls, the two most common accidental polytrauma cases, are
predicted to become the 7th and 17th leading cause of death by 2030.
The 5 million deaths yearly represent only a small proportion of the
injured patients, many of those who survive are left with temporary or
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and intensive therapy have caused a right-shift in time of mortality after
the injury [5].

A complex and dynamic immune response is initiated almost
immediately after the physical trauma comprising of pro- and anti-
inflammatory responses. The multimodal immunological process starts
with systemic inflammatory response syndrome (SIRS) driven by the
innate immune system, where excessive pro-inflammatory mediators
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are present, meanwhile compensatory anti-inflammatory response syn-
drome (CARS) will develop, which is regulated by the adaptive immune
system and believed to act as a natural compensatory host response to
trauma-induced inflammation [6,7]. In patients who survive the pri-
mary insult(s), the imbalance between these pro- and anti-inflammatory
processes seems to be responsible for complications such as sepsis or
multiple organ dysfunction syndrome (MODS) in the subsequent days
and weeks [7,8].

In modern polytrauma care it is obligatory to monitor different
biomarkers for early detection of infectious complications, because the
aforementioned post-traumatic complications affect a high percentage
of polytrauma patients population, and are major contributing factors
for poor outcomes [9-11]. Diagnosis of sepsis can be challenging in
polytrauma patients because SIRS can mask the classical diagnostic
criteria of sepsis [12].

Nowadays, measurement of serum C-reactive protein (CRP) has
replaced the erythrocyte sedimentation rate as the best diagnostic index
for ongoing inflammation because assays quantifying CRP became easily
available, fast, economic and sensitive [13]. CRP, a widely known pro-
tein synthesized by the liver, is one of the acute phase proteins. Serum
CRP level can change rapidly from 10—100-fold within 6—72 hours in
response to any tissue damaging event associated with an inflammatory
response [14]. Serum CRP level usually peaks within the first 3 days and
does not allow to differentiate between infectious and non-septic con-
ditions [12].

Currently the most reliable laboratory marker for differentiating
between infectious (bacterial) and non-infectious inflammation is the
procalcitonin (PCT), a precursor of calcitonin, which is normally pro-
duced in the C-cells of the thyroid gland [15-17]. Serum PCT levels
usually peak 24—48 hours after trauma and a rapid decrease can be seen
in patients lacking septic complications, while the persistence or sec-
ondary increase of PCT values predict septic complications [12,18].
Repetitively measured serum PCT levels help monitoring patients for
tailoring antibiotic therapy to individual needs, because serum levels of
PCT would decrease rapidly following appropriate antimicrobial ther-
apies [19,20].

A recent study revealed that the severe trauma-induced oxidative
stress is able to induce alteration of up to 80 % of the leukocyte tran-
scriptome. This unexpected change affects a large amount of laboratory
and clinical parameters used to diagnose sepsis or other complications
[21], and this phenomenon could partially explain the contradictory
results of several studies [12] dealing with the “well-known” bio-
markers. For this reason, monitoring of immune cell functions of pa-
tients for infectious complication can also be useful. Although in the
everyday clinical practice the leukocyte anti-sedimentation rate (LAR) is
not a routinely measured parameter, it can be a hint for early diagnosis
of infection. LAR, as a simple leukocyte function test, indicates the
proportion of leukocytes crossing the midline of a blood column in the
sedimentation tube in an upward direction (that is the upward floating,
anti-sedimentation) during one hour of gravity sedimentation. In
healthy individuals a maximum 10-15 % increase in leukocyte con-
centration can be seen in the upper half of the blood column, whereas in
case of leukocyte activation this will increase due to water uptake by
leukocytes leading to a decrease in their specific gravity [22-24]. LAR
was previously found as a good positive predictor of bacteremia and
sepsis in critically ill patients [25-27].

The sympathetic nervous system and the hypothalamo-hypophyseal
system are also activated in response to injuries. A bidirectional cross-
talk exists between the neuroendocrine and immune systems through
mediators such as hormones, neuropeptides, neurotransmitters and cy-
tokines [28]. Numerous neuropeptides are secreted by peptidergic nerve
endings and different immune cells to regulate the immune response.
Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP), as a ‘master
regulator’ of stress adaptation [29], is one of the neuropeptides with
well-known immunomodulatory and anti-inflammatory effects [30,31].
PACAP, as a member of the vasoactive intestinal peptide
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(VIP)/secretin/glucagon peptide family, was originally isolated from the
ovine hypothalamus and exists in 27 and 38 amino acid forms (PACAP27
and PACAP38) [32,33]. Through three G-protein coupled membrane
receptors, PACAP exerts neuroprotective, neurotrophic and general
cytoprotective actions. VPAC1 and VPAC2 receptors — associated pre-
dominantly with peripheral effects — are recognized by VIP and PACAP
equally, while PAC1 receptor has higher affinity for PACAP [34]. PACAP
has antiapoptotic, anti-inflammatory and antioxidant effects not only in
the nervous system but also in other organs and many peripheral tis-
sues/cells [35] and thereby regulates diverse physiological functions.
Furthermore, it contributes to circadian rhythms, cytoprotection, energy
metabolism, catecholamine synthesis and release and stress-related pa-
thologies [29]. In vivo experiments demonstrated that PACAP exerts
significant therapeutic effects attenuating the harmful consequences of
septic shock by balancing pro- and anti-inflammatory factors [30,36,
37]. Increasing number of studies detected the presence of PACAP in
several human biological fluids like plasma [38-40], cerebrospinal fluid
(CSF) and ovarian follicular fluid [41,42], amniotic fluid [43], milk [44,
45], and synovial fluid [46]. Its therapeutic and biomarker potential in
various human pathological conditions with encouraging results have
also been investigated [47,48], including severe traumatic brain injury
[49], acute aneurysmal subarachnoid hemorrhage [50] or acute spon-
taneous basal ganglia hemorrhage [51], where elevated serum PACAP
levels correlated with the clinical severity and disease progression.

Nowadays, parallel monitoring of acute phase proteins and other
biomarkers can help in early therapeutic decisions, but our ability to
diagnose and predict the outcome is limited by the currently available
nonspecific and insensitive laboratory and clinical parameters [52].
There is a need to identify new biomarkers for early detection of
evolving subclinical changes prior to sepsis and other complications that
alone or together with others allow early decision making and inter-
ventional therapies, thereby may improve the outcomes and mortality
rates. The aim of our study was to determine the changes of PACAP38
levels in polytrauma patients in the first five days in intensive care unit
(ICU) and to analyse possible correlation of its level with conventional
(CRP, PCT) and unconventional (LAR) laboratory parameters.

2. Materials and methods
2.1. Legal ethical aspects and informed consent

The study protocol was based on the ethical directives of Declaration
of Helsinki with the relating rules of the Hungarian law and the Good
Clinical Practice. After receiving written permission from the Regional
Research and Ethical Committee of our University (4422/2014 and
6383/2016) an informed written consent was obtained from the patients
or from their legally authorized representatives.

2.2. Inclusion and exclusion criteria

Twenty polytrauma patients were included in our study. All of them
were admitted to the ICU at our University. Polytrauma was defined by
Injury Severity Score (ISS) > 16 indicating injuries occurring in several
body regions. Polytrauma patients who had ISS 16 or above were
selected to our study. Exclusion criteria were age under 18 years, patient
or relative’s refusal, death within 24 h, ICU stay shorter than 5 days,
New York Heart Association (NYHA) stage IV heart failure, patient with
chronic hemodialysis treatment, liver cirrhosis or portal hypertension,
chronic use of steroids, malignant hematological disease and immuno-
suppressive therapy affecting the normal immune response.

2.3. Study design
Patients were treated according to the Advanced Trauma Life Sup-

port (ATLS). Blood samples were drawn immediately after their
admission to ICU (day 1) and on the following days until discharge from
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ICU. The kinetics of parameters were analysed for five days. Due to
previous observations, the inflammatory response syndrome after
trauma reaches its peak and starts to decrease in case of uncomplicated
events during the first 5 days after trauma [53]. We assumed that these
five days are sufficient to monitor the acute changes in CRP, PCT, LAR
and PACAP38 levels.

2.4. Measurement of CRP and PCT

Serum CRP and PCT levels were measured by the Department of
Laboratory Medicine of our University as part of daily routine exami-
nation. The reference level of our lab in case of serum CRP is below 5.0
mg/L, in case of serum PCT is below 0.5 ng/mL.

2.5. Measurement of LAR

Arterial blood samples were collected to test-tubes containing
sodium-citrate (Vacutainer, Becton Dickinson, Meylan, France). After
one hour of blood sedimentation the leukocyte count of the total blood
column’s upper part (U) and lower part (L) were measured. The
following formula was used for equation of LAR = 100 x (U-L)/(U + L)
(Fig. 1). This equation provides the percentage of leukocytes in the
original samples, which passed upwards the half line of the test tube
during one hour of gravity sedimentation.

2.6. Measurement of PACAP38

Ten ml of arterial blood samples were collected from polytrauma
patients to plastic Vacutainer tubes (Vacutainer, Becton Dickinson,
Meylan, France) containing ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) as
an anticoagulant. Two hundred pl of aprotinin, a protease inhibitor
(stock solution: 1.4 mg/mL) was added and mixed immediately to the
test tubes. In order to avoid peptide degradation, an ice water bath was
used for storage of the tubes. The samples were centrifuged immediately
after the collection at 4 000 rpm for 15 min at 4 °C and the supernatants
were further processed for specific and sensitive radioimmunoassay
(RIA) analysis of PACAP38-like immunoreactivity (LI) according to
previously published method [54]. Samples were stored in poly-
propylene RIA tubes (Sarstedt, Budapest, Hungary) at —80 °C until RIA
determination. After thawing the plasma samples extraction was per-
formed in the RIA tubes. During extraction the samples and reagents
were stored in an ice water bath. One ml plasma was mixed and

Lower half (L)

1 hour of sedimentation

Upper half (U)
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incubated with 3 mL 96 % ethyl alcohol - for precipitation of plasma
proteins — for 30 min in an ice bath. After 10 min of centrifugation (4 000
rpm, 4 °C), the supernatants were decanted into RIA tubes and evapo-
rated — using nitrogen stream without heat — to dryness. The dried
samples were stored at —80 °C prior to RIA determination. In the RIA
process, the samples were assayed directly in these tubes after redis-
solving with 800 pL assay buffer. PACAP38 specific antiserum
(88111—3) was used in RIA examination, which was raised against a
conjugate of Cys(23)-PACAP(24-38) and bovine thyroglobulin coupled
by carbodiimide in rabbits. As a RIA standard, PACAP38 peptide was
used ranging from 0 to 1 000 fmol/mL. The tracer was mono-'2I-labeled
ovine PACAP24-38 C-terminal fragment prepared in our laboratory. The
assay buffer (0.05 mol/l, pH 7.4 phospate) contained 0.25 % bovine
serum albumin (BSA, Sigma), 0.1 M sodium chloride and 0.05 % sodium
azide. One ml incubation mixture contained 100 pL. PACAP38 standards,
100 pL antiserum (working dilution 1:10 000), 100 pL RIA tracer (5 000
cpm/tube) and the assay buffer. Incubation time was 48 h at 4 °C.
Hundred pl separation suspension (10 g charcoal, 1 g dextran, 0.5 g
commercial fat-free milk powder in 100 mL distilled water) was applied
in order to separate the antibody-bound peptide from the free peptide.
After 10 min of centrifugation (4 000 rpm, 4 °C), the tubes were dec-
anted. NZ310 type gamma counter (Gamma, Budapest, Hungary) was
used to measure the radioactivity of the precipitates. The PACAP38-LI of
the unknown samples was read from the calibration curve.

2.7. Statistical analysis

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software, version
21.0 (IBM Corporation, Chicago, IL, USA) was used to calculate the
correlation for every day between levels of CRP, PCT, LAR and PACAP38
by the Spearman rank correlation. Violin plots with jitter were draw
with PlotsOfData [55]. In addition, repeated measures correlation
method, rmcorr package [56] within R [57], was applied to determine
the correlation for all of the days together. Correlation results was
visualized by corrplot function from corrplot package [58] within R
[571.

3. Results
Twenty patients were involved in this study. Thirteen (2 female and

11 male, mean age: 45.92 + 15.78) of them were eligible, while 7 of
them were excluded for the following reasons: 1 patient died within 24 h

Fig. 1. The measurement of LAR. (Graphics are adapted from Servier Medical Art under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License).
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after ICU admission, 2 patients were treated for 3 days only, 2 patients
rejected the involvement in the study and 2 patients had severe
comorbidities (NYHA stage IV heart failure, chronic steroid medication).
The main demographic and clinical characteristics of the patients are
presented in Table 1.

Although we did not find significant differences between individual
days, a slightly increasing tendency (Fig. 2A) could be detected in case of
CRP levels. Serum PCT levels did not exceed the upper limit of the
laboratory value during the observed period (Fig. 2B). Similarly, we
were not able to gain statistically significant difference, but a slightly
increasing tendency with a peak on day 4 was well observed in LAR
levels of polytrauma patients (Fig. 3A). Similar kinetics was found in
plasma PACAP38 levels (Fig. 3B).

To gain further insight into the connection between the observed
parameters we investigated the correlation between levels of CRP, PCT,
LAR and PACAP38. A significant weak positive correlation was found
between LAR and CRP (r = 0.572, p = 0.041) and also between
PACAP38 and CRP (r = 0.581, p = 0.037) on day 4 (Table 2).

On day 5 a significant moderate positive correlation was found be-
tween PACAP38 and CRP (r = 0.776, p = 0.002) (Table 3).

Examining all of the days together a significant but weak correlation
was observed between PACAP38 and LAR (r = 0.279, p = 0.042) and
between LAR and CRP (r = 0.406, p = 0.002) (Fig. 4).

4. Discussion

In our study we examined the changes of PACAP38 level in poly-
trauma patients in the first five days in ICU and analysed correlation
with CRP, PCT and LAR.

A significant weak positive correlation could be detected on day 4
and a significant moderate positive correlation on day 5 between
PACAP38 and CRP levels. The parallel elevation of plasma PACAP38
levels with the CRP levels after the polytrauma may be due to an
endogenous response to the trauma induced SIRS, as PACAP exerts anti-
inflammatory effects. In vitro and in vivo studies found that PACAP
inhibits the secretion of pro-inflammatory products, like IL-1, IL-6, IL-
12, TNF-a and NO in activated macrophages, and stimulates the pro-
duction of the anti-inflammatory cytokine IL-10, therethrough PACAP
plays an important role in the moderation of the inflammatory response
by affecting the balance between pro- and anti-inflammatory factors
through the inhibition of pro-inflammatory and the stimulation of anti-
inflammatory cytokines. It has also been proven that PACAP reduces
leukocyte trafficking by the inhibition of chemokine production [30,37,
59]. Previous human studies have also hypothesized that the protective
and anti-inflammatory effect of PACAP is the possible explanation for
the elevation of plasma PACAP levels as part of the pathophysiological
response [49,50].

Examining all of the days together, a statistically significant

Table 1

Baseline characteristics at enrollment of the patients (M: male, F: female; ISS:
Injury Severity Score; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; APACHE II:
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II).

Patient Sex Age (years) 1SS SOFA APACHE II
1 M 61 18 14 10
2 M 52 18 10 14
3 M 45 20 15 8
4 F 17 22 9 2
5 M 61 22 10 12
6 M 40 22 10 15
7 F 39 28 14 18
8 M 73 30 18 14
9 M 45 34 11 9
10 M 25 34 16 12
11 M 59 38 18 9
12 M 31 38 18 14
13 M 49 38 18 14
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Fig. 2. CRP (mg/L) (A) and PCT (ng/mL) (B) levels during the observed 5 days
period visualized with jitter type of violin plots. The open circle indicating the
median of the data.

correlation was observed between PACAP38 and LAR levels. The ten-
dency of LAR levels was similar to that of PACAP38. This is also in
concordance with the results from previous studies, where it was found
that LAR acts as an indicator of leukocyte activation. Higher LAR value
reflects high number of activated leukocytes, therefore patients with
elevated LAR level had a higher chance to survive, whereas the lack of
elevation associated with poor outcome [26,27,60,61]. After the poly-
trauma, a multimodal immunological process starts with SIRS, causing
elevation of the number of activated leukocytes, followed by a
counter-regulatory process during the CARS. The correlation between
PACAP38 and LAR levels could also be explained by the
anti-inflammatory effect of PACAP during the CARS.

Albeit the CRP kinetics during the first five days following the pol-
ytrauma was statistically insignificant, the detected slightly increasing
CRP levels might also have clinical importance. These results are in
concordance with earlier observations, indicating that a non-specific
elevation in the CRP level occurs in the early phase of polytrauma,
which could be used for monitoring the evolution of response to tissue
damaging event(s) associated with inflammatory response [12].

Regarding PCT, its levels did not exceed the upper limit of the lab-
oratory value during the observed period. PCT is a fast reacting
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Fig. 3. LAR (%) (A) and PACAP38 (fmol/mL) (B) levels during the observed 5
days period visualized with jitter type of violin plots. The open circle indicating
the median of the data.

Table 2
The correlation for day 4 between levels of CRP, PCT, LAR and PACAP38.
*Correlation is significant at the 0.05 level.

LAR CRP PCT PACAP38
Correlation Coefficient 1.000 0572* 0.126 0.426
LAR Sig. (2-tailed) - 0.041 0.681 0.146
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient 0.572* 1.000 0.514 0.581*
CRP Sig. (2-tailed) 0.041 - 0.072 0.037
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient 0.126 0.514 1.000 0.393
PCT Sig. (2-tailed) 0.681 0.072 - 0.184
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient 0.426 0.581* 0.393 1.000
PACAP38 Sig. (2-tailed) 0.146 0.037 0.184 -
N 13 13 13 13

laboratory biomarker with a half-life of ~24 h. Numerous previous
studies indicated that the sensitivity and specificity of elevated serum
PCT levels for prediction of bacterial infection seems to be superior to
CRP [62]. It was found that systemic bacterial and fungal infections are
associated with stronger PCT elevation than local infections, but viral
infections are difficult to identify based on PCT measurements. In
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Table 3
The correlation for day 5 between levels of CRP, PCT, LAR and PACAP38.
*Correlation is significant at the 0.01 level.

LAR CRP PCT PACAP38
Correlation Coefficient 1.000 0.231 —0.003 0.300
LAR Sig. (2-tailed) - 0.448 0.993 0.320
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient 0.231 1.000 0.523 0.776*
CRP Sig. (2-tailed) 0.448 - 0.067 0.002
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient —0.003 0.523 1.000 0.194
PCT Sig. (2-tailed) 0.993 0.067 - 0.525
N 13 13 13 13
Correlation Coefficient ~ 0.300 0.776* 0.194 1.000
PACAP38 Sig. (2-tailed) 0.320 0.002 0.525 -
N 13 13 13 13
©
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Fig. 4. Graphical display of correlation matrix. Negative correlations are dis-
played in red and positive correlations in blue color. Size and the color intensity
of the circles are proportional to the correlation coefficients.

addition, it must be considered that as inflammatory cytokines - espe-
cially IL-6 - can stimulate the release of acute-phase proteins indepen-
dently from the origin of the SIRS, elevated CRP or PCT values can also
be present in different conditions without infection, such as trauma,
surgery or after cardiac arrest. It has been shown that serum PCT levels
are higher in patients after major surgery [63] and peak PCT levels are
reached within 24 h postoperatively but return to normal levels within
the first week. Albeit systemic infections are associated with greater and
faster PCT elevation than that measured in non-infected patients, eval-
uating PCT kinetics (e.g. delta PCT) may be a better indicator of infec-
tion to absolute PCR values in critically ill patients when SIRS with
infectious etiology is suspected [64]. In most cases serum PCT levels are
below the laboratory value threshold in lack of septic complications
[20]. Therefore, the absence of elevation of PCT levels in our study fits
the perceived clinical picture, because our patients did not develop
septic complications.

Although the changes of PACAP38-LI levels showed no statistical
significance, the detected moderately increasing PACAP38 levels —
similarly to CRP levels - could also have a clinical importance. PACAP38
levels showed a slightly increasing tendency with a peak on day 4 and
slightly decreased thereafter on day 5. In the human plasma PACAP38 is
cleaved by dipeptidyl peptidase IV, therefore, its estimated half-life is
relatively short (between 3 [38] - 10 min [39].). For this reason, the
observed prolonged elevation could be explained by secondary mecha-
nisms after the primary trauma, associated with the anti-inflammatory
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and cytoprotective effect of the neuropeptide during the CARS. There-
fore, measuring PACAP levels could be an important tool to monitor the
dynamic balance of pro- and anti-inflammatory processes, and further
investigations are necessary to describe the exact function of PACAP in
case of SIRS.

It is well known that PACAP possesses anti-inflammatory properties
by regulating the production of both pro- and anti-inflammatory medi-
ators. Delgado et al. demonstrated that PACAP can downregulate both
the inflammatory and autoimmune components of arthritis [30].
Furthermore, it was found that exogenous PACAP inhibited the upre-
gulation of pattern-recognition receptors (PRRs) mainly TLR4, which
are widely expressed on various innate immune cells, and downstream
signaling molecules which ultimately suppresses the expression of IL-1f
and TNF-a in the brain. Furthermore, PACAP significantly reduced the
level of circulating High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) protein, which
serves as a danger signal to evoke inflammatory reactions such as the
activation of endothelial, glial and various blood immune cells, exac-
erbating brain damage [65].

PACAP immunoreactive cells have been detected in different organs
associated with the immune system, such as thymus, bone marrow,
spleen, and lymph nodes. PACAP receptors are also associated with
various immune cells. Although the real function of PACAP in these cell
types is not clearly known, connections between PACAP and immune
cell maturity, mobility, and immune-phagocytosis were demonstrated in
different studies. PACAP is reported both to suppress and to activate
inflammation through regulation of circulating interleukins (IL-6, TNF-
a, IL-12, IFN-y and IL-10), extravasation and histamin deliberation [66].
In conclusion and based on these above mentioned protective functions,
we suggest that PACAP may have an important role in the restoration of
homeostasis in SIRS and have a therapeutic potential in the treatment of
acute and chronic inflammatory conditions and autoimmune diseases,
including septic shock or SIRS.

In the last few years an increasing number of publications deals with
the possible role of PACAP as a novel biomarker. Evidences prove the
high translational potential of PACAP, as changes in PACAP levels could
reflect disease progression. In acute aneurysmal subarachnoid hemor-
rhage patients, higher plasma PACAP levels are associated with clinical
severity and long-term prognosis [50]. Similarly, elevation of plasma
PACAP showed significant positive correlation with the severity and the
mortality of acute spontaneous basal ganglia hemorrhage [51]. Elevated
PACAP CSF and serum levels correlated with early mortality in case of
severe traumatic brain injury patients [49]. Furthermore, increased
serum PACAP levels were detected in the ictal phase of migraine [67], in
female patients with post-traumatic stress syndrome [68] and in patients
with acute ST-segment elevation myocardial infarction [69]. On the
other hand, decrease of PACAP levels could also be an important pre-
dictive factor. Decreases of serum PACAP levels have been described in
the inter-bout period of episodic cluster headache [70], in liver cirrhosis
[71], in patients with chronic hepatitis B [72], in case of heart failure in
dilated cardiomyopathy patients [40], in children with nephrotic syn-
drome [73], in idiopathic hypogonadotropic hypogonadism and pre-
mature ovarian failure [74] and in postmenopausal osteoporosis [75].
Additionally, decreased PACAP CSF levels could be detected in case of
Alzheimer’s disease [76,77] and in multiple sclerosis [78] and lower
synovial PACAP levels could be observed in post-traumatic knee osteo-
arthrosis [46].

5. Conclusions

This is the first study where the change of PACAP38 plasma levels
and its correlation to conventional and non-conventional laboratory
parameters in patients with polytrauma was described. The significant
correlation between PACAP38 and CRP levels on days 4 and 5 as well as
between PACAP38 and LAR levels all of the examined first 5 days
together might be explained by the part of an endogenous response to
the trauma induced SIRS as PACAP38 exerts its anti-inflammatory and
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cytoprotective functions. Increasing number of evidence suggests that
PACAP38 has a high translational value and numerous studies have
demonstrated the biomarker potential of this neuropeptide in various
human pathophysiological processes. Although our results are consid-
ered preliminary, we believe that PACAP38 could be a good candidate
biomarker in this field.
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Abstract: Retinoblastoma represents the most prevalent malignant neoplasm affecting the eyes in
childhood. The clear-cut origin of retinoblastoma has not yet been determined; however, based
on experiments, it has been suggested that RB1 loss in cone photoreceptors causes retinoblastoma.
Pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide (PACAP) is a pleiotropic neuropeptide which
has been shown to be affected in certain tumorous transformations, such as breast, lung, kidney,
pancreatic, colon, and endocrine cancers. This study aimed to investigate potential changes in both
PACAP38 and PAC1 receptor (PAC1R) expression in human retinoblastoma and the effect of PACAP38
administration on the survival of a human retinoblastoma cell line (Y-79). We analyzed human
enucleation specimens removed because of retinoblastoma for PACAP38 and PAC1IR immunostaining
and the effect of PACAP38 on the survival of the Y-79 cell line. We described for the first time that
human retinoblastoma cells from patients showed only perinuclear, dot-like immunopositivity
for both PACAP38 and PACIR, irrespective of laterality, genetic background, or histopathological
features. Nanomolar (100 nM and 500 nM) PACAP38 concentrations had no effect on the viability of
Y-79 cells, while micromolar (2 uM and 6 uM) PACAP38 significantly decreased tumor cell viability.
These findings, along with general observations from animal studies showing that PACAP38 has
strong anti-apoptotic, anti-inflammatory, and antioxidant effects on ocular tissues, together suggest
that PACAP38 and its analogs are promising candidates in retinoblastoma therapy.

Keywords: PACAP; retinoblastoma; enucleation; immunohistochemistry; cell survival; cell viability

1. Introduction

Retinoblastoma, acknowledged as one of the leading childhood malignancies, is the
most prevalent primary intraocular neoplasm that tends to manifest in early childhood [1].
The worldwide occurrence of retinoblastoma is approximately 1 in 16,000-18,000 live
births [2]. However, there are variations in incidence among countries, regions, and ethnic
groups, with almost similar incidence rates for males and females [3]. Developing countries
with high birth rates have the highest mortality (40-70%) compared with Europe, the USA,
and Canada (3-5%) [4]. The causes of these differences in mortality include delays in
diagnosis, advanced stages of the disease, lack of access to health care systems, and other
socioeconomic factors [5].

Biallelic loss-of-function mutations in the tumor suppressor gene RB1, located on
chromosomal region 13q14, account for the initiation of retinoblastoma in 95% of cases [6].
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Individuals with germline mutation (first hit) require only one additional hit (acquired
somatic mutation). Therefore, heritable retinoblastoma occurs at a younger age and is
usually multifocal or bilateral. In contrast, most sporadic cases are unilateral as a result of
mutation in both alleles of RB1 [7]. In rare cases, sporadic retinoblastoma could develop
in the absence of RBI mutation as a consequence of the somatic amplification of the
MYCN gene [8]. The exact cellular origin of retinoblastoma is not clear yet [9,10]. Based
on live imaging data of early tumors from patients’ eyes, the inner nuclear layer of the
retina seemed to be the origin [11], but based on experiments, it has been suggested that
human retinoblastoma arise from differentiating cones as it was found that retinoblastoma
cells exhibit multiple elements of the cone precursor signaling circuitry and depend on
this circuitry for their proliferation, survival [12], and RB1 knockdown-induced human
cone precursor proliferation [13]. Distinctions in molecular, clinical, and histopathological
aspects among RB1—/— tumors reveal a progression marked by a loss of differentiation
and a decline in the photoreceptor expression signature [14]. Human cone precursor
maturation’s unique cell-signaling circuitry makes them sensitive to RB1 loss, leading
to proliferation and lesion formation resembling retinoma and retinoblastoma [15]. A
human Rb organoid model also identified maturing cone precursors as the origin of human
retinoblastoma [16]. A multi-omics approach identified two retinoblastoma molecular
subtypes expressing cone markers [17]. Interestingly, RBI loss was observed to induce
proliferation and tumorigenesis in maturing cone precursors, while it was found that
the somatic amplification of the MYCN gene induced proliferation in immature cone
precursors [18].

Retinoblastoma is characterized primarily by leukocoria, with subsequent symptoms
including strabismus, a red and painful eye, impaired visual tracking, and vision loss.
Diagnosis is usually clinical (ophthalmoscopy) combined with additional examinations like
ultrasonography, computer tomography, or magnetic resonance imaging [5]. Retinoblas-
toma is usually white and has a brain-like appearance with pale areas of calcification and
yellowish necrotic zones. The histopathological characteristics of retinoblastoma encompass
small hyperchromatic cells exhibiting a high nuclear-to-cytoplasmic ratio, accompanied
by areas of variable-sized necrosis and dystrophic calcification [19]. The level of retinal
differentiation in retinoblastoma varies and correlates negatively with the age of a child [20].
Differentiated tumors include fleurettes, representing advanced photoreceptor differen-
tiation; Flexner-Wintersteiner rosettes, showing early retinal differentiation; and Homer
Wright rosettes, exhibiting primitive neuroblastic differentiation [21,22].

The current therapy for retinoblastoma depends on the time of disease detection
and socioeconomic factors. In low- and middle-income countries, therapy is aimed at
protecting patients’ lives due to enucleation, followed by salvage of the globe and vision.
Unfortunately, enucleation is still the most frequent choice worldwide [23].

An evolutionarily conserved neuropeptide, pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide (PACAP), is recognized for its multifunctionality and pleiotropy. Its established
anti-apoptotic, anti-inflammatory, and antioxidant effects [24,25] are attributed to two
functionally active isoforms: PACAP38 [26] and PACAP27 [27]. The latter represents 10%
of the total PACAP in the body, while PACAP38 is the predominant form in mammalian
tissues. PACAP acts on two nonspecific and one specific G-protein-coupled receptors.
Highlighting its selective nature, the PAC1 receptor (PAC1R) responds exclusively to
PACAP, in contrast to the shared VPAC1 and VPAC2 receptors that accommodate both
PACAP and VIP. Across the central and peripheral nervous systems, as well as in peripheral
organs, PACAP and PACIR display broad and widespread expression [28].

The current understanding of the presence, distribution, and functional aspects of
PACAP and its specific receptor in the human eye is limited. In a previous study, Olianas
and coauthors [29] provided evidence showcasing that PACAP has the capacity to elevate
cAMP levels in the retina. Additionally, from retinal homogenates obtained from human
fetuses, they successfully identified the mRNA for both PACAP and its receptors. The first
detailed exploration of the distribution of PACAP38 and PACIR within the normal human
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eye was conducted in 2022 [30]. Corneal epithelial and endothelial cells, the iris (both
muscle and stroma), the ciliary body, several retinal layers, and the optic nerve showed
immunopositivity for both PACAP38 and PAC1R. Regarding the retina, the pigment ep-
ithelial layer—forming from the original outer eyecup layer—showed strong expression
for PACAP38 and PACIR. Weak or no immunostaining was observed in the outer nuclear
and plexiform layers where rods and cones are located. In the majority of cases, the inner
nuclear layer exhibited a markedly positive expression for both the peptide and PAC1R. The
inner plexiform layer had strong PACAP38 and PACIR immunoreactivity. Interestingly, a
specific staining pattern was observed in the ganglion cell layer, where some ganglion cells
showed very strong, and others showed negative, immunosignals [30]. PACAP takes part
in a wide range of physiological [31-33] and pathological processes [34,35]. In vitro studies
with human corneal endothelial cells and pigment epithelial cells proved that PACAP
stimulates adenylate cyclase and various intracellular signaling pathways to protect the
cells against various noxas, including hyperglycemia, oxidative stress, and growth factor
deprivation [36—41]. In vivo studies showed the protective effect of PACAP in different
types of retinopathies [40,42—-44], glaucoma [45], and injuries [46,47]. PACAP also affects
cellular differentiation [48], cell division, cell cycle, and cell death [49]. As PACAP regulates
almost every aspect of stem cell physiology [50], it is not surprising that PACAP and its
receptors were detected in numerous human cancer types [51-53]. Many different tumors
show over- or under-expression of the PACAPergic system. The activation of PACAP
receptors in specific neoplasms can lead to growth stimulation, whereas in others, it results
in inhibitory effects. These effects depend on numerous factors, like the origin and type of
the tumor, the stage of differentiation, and the tumoral environment [52,54]. As PACAP
is shown to be involved in certain tumorous transformations [55] and changes in PACAP
and PACIR can be detected under pathological conditions [34,35], this study aimed to
investigate potential alterations in the expression of PACAP38 and PAC1R within tumor
tissue samples obtained from enucleation specimens of retinoblastoma patients and the
effect of PACAP38 treatment on the survival of human Y-79 retinoblastoma cells.

2. Materials and Methods
2.1. Human Eyes

This study was conducted according to the ethical standards specified in the Decla-
ration of Helsinki, along with due consideration of the corresponding regulations within
Hungarian law. The collection of all samples strictly followed a protocol that received
approval from the Institutional Ethics Committee at the University of Pecs (9188-PTE
2022; approval date: 10 June 2022). The identification of cases involved a comprehensive
search through the pathological records of the Department of Pathology at the University
of Pécs Medical School, covering the period from January 2001 to December 2017. This
search specifically targeted enucleation specimens carrying a histopathological diagnosis of
retinoblastoma. Patient medical records were reviewed for demographic information and
clinical findings. The staging was conducted following the eighth edition of the Cancer Stag-
ing Manual of the American Joint Committee on Cancer (AJCC) [22]. In brief, pT1 denotes
intraocular tumor(s) without local invasion, focal choroidal invasion, or involvement of
the optic nerve head either pre- or intralaminarly. pT2 corresponds to intraocular tumor(s)
with local invasion, pT3 indicates intraocular tumor(s) with substantial local invasion, and
pT4 signifies the presence of extraocular tumor(s) [22]. The level of differentiation (grading)
was classified as follows: G1 corresponds to a tumor displaying areas of retinocytoma,
characterized by fleurettes or neuronal differentiation, accounting for more than half of the
tumor. G2 signifies a tumor featuring numerous rosettes, including Flexner-Wintersteiner
or Homer Wright rosettes, constituting more than half of the tumor. G3 denotes a tumor
with occasional rosettes (Flexner—Wintersteiner or Homer Wright rosettes), accounting for
less than half of the tumor. G4 represents a tumor with poorly differentiated cells lacking
rosettes or displaying extensive areas of anaplasia [56].
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Immunohistochemistry

Tissue samples underwent fixation in a 10% neutral-buffered formalin solution, fol-
lowed by dehydration through a series of graded ethanol solutions and eventual embedding
in paraffin. Subsequently, sections with a three-micrometer thickness were cut using a
rotational microtome (Microm HM 325, Thermo Scientific, Ltd., Waltham, MA, USA) and
affixed onto coated glass slides. Following deparaffinization and rehydration through
graded ethanol, the samples underwent pretreatment using a heat-induced epitope re-
trieval method. This involved subjecting the samples to a microwave oven for 15 min at
750 W in a 1 mM (pH = 6.0) citrate buffer. Subsequent to cooling at room temperature,
the samples were washed in a pH 7.6 TRIS-buffered saline solution (TBS). Samples were
then incubated for 1 h at room temperature with anti-PACAP38 (Cat. Nr. T-4473, BMA
Biomedicals, Ltd., Augst, Switzerland, 1:500) and anti-PAC1-R antibody (Cat. Nr. AVR-003,
Alomone Labs, Ltd., Jerusalem, Israel, 1:125). After washing in TBS, the sections were
exposed to an HISTOLS-AP-R anti-rabbit alkaline phosphatase labeled detection system
(Cat. Nr. 30,011.R500A, Histopathology, Ltd., Pécs, Hungary) for a 30 min incubation at
room temperature. Subsequently, they underwent another round of TBS washing, and the
enzymatic reaction was initiated in a dark environment using an HISTOLS Resistant AP-
Red Chromogen/substrate System (Cat. Nr. 30,019K, Histopathology, Ltd., Pécs, Hungary).
Following a 10 min incubation with the chromogen/substrate working solution, staining
intensity was controlled under a light microscope. This chromogen substance was chosen
because its magenta staining was visible in the pigmented cells. Counterstaining was
performed with hematoxylin, and tap water was used for bluing. After drying, samples
were dehydrated in graded ethanol and cleared in xylene before being mounted with a
permanent mounting medium. For negative control, the primary antibody was replaced
with TBS, which resulted in no staining. The healthy parts of the eye served as an internal
positive control. Using a Panoramic MIDI II automatic digital slide scanner (3DHISTECH
Ltd., Budapest, Hungary), the slides were thoroughly scanned, and images were captured
through CaseViewer 2.3 software (3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary).

2.2. Cell Culture

Y-79 human retinoblastoma cells, sourced from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA), were cultivated in RPMI-1640 medium supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. The culture
was maintained in a humidified incubator at 37 °C with 5% CO,, and the culture medium
was refreshed every second day. All cell culture reagents were procured from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

2.2.1. Cell Viability Assay

A colorimetric assay for evaluating cell viability, an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
was utilized to investigate the effect of PACAP38. Cells were seeded in 96-well plates
(4 x 103 cells/well). Twelve wells served as control, and 100 L of serum-free medium was
added to these wells. Six wells in each column were treated with 10 uL 0.1 uM, 0.5 uM,
1 uM, 2 uM, and 6 uM PACAP38 (produced within the Department of Medical Chemistry
at the University of Szeged, Szeged, Hungary) to observe the dose dependency. The wells
were then filled with serum-free medium to a final volume of 100 uL. Following a 24 h
incubation period, 10 puL of a 5 mg/mL MTT solution was added to each well, achieving a
final concentration of 0.45 mg/mL. The plate underwent an additional 4 h incubation in
a thermostat, after which the reduced formazan dye was dissolved using 100 phL DMSO
(dimethyl-sulfoxide). After 30 min on a shaker, the absorbance was gauged at 630 nm using
an ELISA reader (Dialab Ltd., Budapest, Hungary). The assay was performed in duplicate
and repeated three times.
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2.2.2. Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted using one-way ANOVA followed by Dunnett’s
test with GraphPad Prism version 9.5.0 for Microsoft Windows (GraphPad Software LLC,
San Diego, CA, USA). The presented data include means + standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Human Eyes
3.1.1. Clinical Data

Seven children (one girl and six boys) were included in our study who underwent pri-
mary enucleation because of retinoblastoma. The mean age at enucleation was
16.3 £ 10.5 months (median: 16.6 months; range: 32.2). Except for two cases, the right eye
was affected, and there were no bilateral cases. In three cases, the tumor site involved
the superotemporal quadrant after sectioning, while in one case, the lesion was near the
optic disc. In the remaining cases, the tumor occupied the entire eye, and the precise point
of origin could not be determined. In all cases, with one exception, a monofocal tumor
was observed, and in the case of multifocal retinoblastoma, genetic involvement could not
be confirmed. However, in the monofocal case, familial clustering and an RB1 mutation
were identified. Histomorphologically, in three cases, poorly differentiated cells without
rosettes were found (G4), while in one case, a tumor with occasional Homer Wright rosettes
(G3) was observed. In the remaining cases, a tumor with many rosettes was detected
(G2). Among the latter, Homer Wright rosettes were visible in two cases, and Flexner—
Wintersteiner rosettes were observed in one case. In all cases, various degrees of necrosis
were present within the tumors, and except for two cases, calcifications were also observed.
The Mib-1 (Ki-67) labeling index was relatively high, exceeding 50% in all cases (excluding
two instances where such an examination was not conducted for technical reasons). Table 1
provides an overview of the primary demographic and clinical features, while Table 2
summarizes the main pathological findings of the cases.

Table 1. Main clinical and demographic features of retinoblastoma cases.

Case Sex Age at Enucleation (Months) Eye Involved Tumor Site Number of Tumor Foci RB1 Mutation
1 male 9.9 right superotemporal monofocal no
2 female 16.6 right superotemporal multifocal no
3 male 9.3 right superotemporal monofocal no
4 male 41 right adj acent fo the monofocal yes
optic disc
5 male 36.3 left whole eye monofocal no
6 male 19.9 left whole eye monofocal no
7 male 18.3 right whole eye monofocal no
Table 2. Pathological findings of retinoblastoma cases (Mib-1: cell proliferation marker—percentage
of immunoreactive tumor cells; n.d.: no data).
Case Histomorphology Necrosis Calcification =~ Mib-1 (%) Stage
1 tumor cells arranged in sheets, nests, and trabeculae (G4) large focal 80 pT2
2 tumor with many Homer Wright rosettes (G2) small focal 90 pT2
3 tumor with many Homer Wright rosettes (G2) small focal 90 pI2
4 tumor with many Flexner—Wintersteiner rosettes (G2) large no 50-60 pT2
5 tumor with occasional Homer Wight rosettes (G3) large focal 80 p12
6 tumor cells arranged in sheets, nests, and trabeculae (G4) large focal n.d. pI2
7 tumor cells arranged in sheets, nests, and trabeculae (G4) large no n.d. pT2

3.1.2. Immunohistochemistry

In accordance with our earlier observations [30], we found PACAP38 and PACIR
immunopositivity in disease-free areas of the eye, including the cornea (both epithelial and
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endothelial cells), the iris (stroma and muscles), the ciliary body, and different retinal layers
(pigment epithelial layer, inner plexiform layer, and ganglion cell layer). These findings
served as a positive internal control. Figure 1 includes representative pictures from the
disease-free section of the eyes, which served as an internal control in the study.
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Figure 1. Representative pictures of PACAP38 and PAC1R immunopositivity in disease-free parts of
the eyes (magnification 200 x ; scale bars: 50 um). Certain parts of the figure were created using images
from Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier is licensed under a Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/, accessed on
1 November 2023).

Retinoblastoma cells showed only perinuclear, dot-like immunopositivity (black ar-
rows) for both PACAP38 and PACIR, irrespective of laterality and genetic background. In
this immunopattern, there was no difference between the poorly differentiated samples
or the different types of rosettes, regardless of the proportion of rosettes in the tumor
(Figure 2).

Figure 2. PACAP38 and PACIR immunopositivity in the tumor samples (magnification: large
pictures 400X, scale bars: 20 um; index pictures 700%, scale bars: 5 pum). Black arrows indicated
perinuclear, dot-like immunopositivity in retinoblastoma cells. The illustration includes components
that were drawn utilizing images sourced from Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier is
licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (https:/ /creativecommons.
org/licenses/by/3.0/, accessed on 1 November 2023).
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3.2. Cell Culture

One-way analysis of variance indicated significant differences in cell survival among
the treatment groups (F = 5.165, p = 0.0047). Dunnett’s multiple comparisons test revealed
statistically significant differences between the control group and both the 2 uM PACAP38-
(mean diff: 16.5, 95% CI [1.471, 31.52], p = 0.035) and the 6 pM PACAP38 (mean diff: 20.38,
95% ClI [8.488, 32.26], p = 0.0053)-treated groups. Although the mean difference for the
0.5 uM PACAP38-treated group was similar to that of the 2 uM PACAP38-treated group
(17.09 vs. 16.5), there were no statistically significant differences observed when compared
to the control group (95% CI [—1.290, 35.48], p = 0.0653) (Figure 3).
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Figure 3. The percentage of living Y-79 cells after different concentrations of PACAP38 administration.
(* p <0.05; ** p < 0.01 compared to the control group. The data are presented as mean + SD).

4. Discussion

In the first part of our study, we analyzed human enucleation specimens removed
because of retinoblastoma for PACAP38 and PACIR immunostaining and described, for the
first time, the distribution of PACAP38 and PACIR expression in human retinoblastoma.
We found PACAP38 and PACIR immunopositivity in the tumor-free area of the eyes
consistent with the results of the first description of the distribution of PACAP38 and
PACI1R in the human eye [30] which, therefore, served as a positive internal control. In
retinoblastoma, we observed only focal, perinuclear dot-like immunopositivity for both
PACAP38 and PACIR. There were no differences in the immunopatterns between the
different histological features, i.e., the presence of different types of rosettes.

A broad spectrum of human cancers has been observed to express PACAP38 and
PACIR. Furthermore, certain tumors show alteration of the PACAPergic system compared
to the normal tissue. In papillary thyroid carcinoma, the overexpression of PACAP38-
positive cells was detected compared to normal thyroid glands, while colloid showed
weaker or no staining pattern. Regarding PAC1R, tumor cells showed only minimal or
no expression compared to the normal glands, where strong granular expression was
present [57]. Similar overexpression was observed in the case of invasive ductal adenocar-
cinoma of the breast both for PACAP38 and PACIR [58,59]. Lower PACAP38 and PAC1R
immunosignals were detected in the case of pancreatic ductal adenocarcinoma and insuli-
noma compared to those in healthy pancreatic tissues [60,61]. In the case of non-small cell
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lung cancer, colon adenocarcinoma, and kidney tumor samples, a significantly lower level
of PACAP38-like immunoreactivity was detected by RIA compared with that in normal
healthy tissues [62,63]. Prostatic adenocarcinoma showed essentially preserved PACAP38
immunopatterns compared to those in normal prostatic glands [64], and no significant alter-
ations in PACAP38-like immunoreactivity detected by RIA were found in cases of urinary
bladder tumor samples, prostatic adenocarcinoma samples, or various types of testicular
malignancies, like seminoma, embryonal carcinoma, yolk sac tumor, and teratoma [63].
Regarding the tumors mentioned above in the immunohistochemical studies, both the
peptide and its specific receptor showed widespread expression, including membrane and
intracytoplasmic PACIR expression, and in none of these cases were they able to detect a
pattern where PACAP38 and PACIR were expressed only in a perinuclear dot-like pattern,
as observed in our study.

Retinoblastoma differs from these types of tumors as the exact cellular origin of
retinoblastoma is still controversial. For this reason, in our experiment, we were not able
to compare the PACAP38 and PAC1R immunoprofiles of ‘normal” and tumor tissues. We
attempted to compare the immunopatterns observed in disease-free parts of the eyes within
the inner nuclear layer, outer nuclear layer (housing the nuclei of photoreceptor cells),
and the layer of rods and cones with the immunopattern observed in retinoblastoma. No
or only faint PACAP38 and PACIR immunosignals were identified in the inner nuclear
layer, depending on the cell types located in this layer. Moreover, the same type of cells
showed individually variable patterns. In this retinal layer, the faint immunopatterns of
PACAP38 and PACIR were morphologically (perinuclear dot-like positivity) similar to that
observed in retinoblastoma. The same observations were made in the case of the outer
nuclear layer, as well as in the layer of rods and cones. Since the originating cell type of
retinoblastoma is unknown, and the cells potentially involved in this context also exhibited
individual expression variations, we could not establish a parallel with the pattern observed
in retinoblastoma.

Regarding human retinoblastoma cell lines, literature data on PACAP38 and PACIR
expression are only available for the Y-79 cell line. Olianas and coworkers noted that around
60% of Y-79 cells express membrane-bound PAC1R, and PACAP induces a concentration-
dependent increase in adenylyl cyclase activity, with PACAP38 being six-fold more po-
tent than PACAP27 [65]. In contrast, we observed the absence of membrane PACIR in
retinoblastoma, highlighting a significant distinction between the in vitro model and the
clinical manifestation. Thus, the Y-79 cell line, which is mostly used for in vitro retinoblas-
toma studies, has the limitation of representing patients’ retinoblastoma. In the future, we
need further studies to understand the precise reason for this.

In the second part of our experiment, we observed that nanomolar (100 nM and
500 nM) and 1 pM PACAP38 concentrations had no effect on the viability of Y-79 human
retinoblastoma cells. In their investigation, Wojcieszak and Zawilska extensively explored
how PACAP influences the viability of Y-79 cells derived from human retinoblastoma.
Nanomolar (0.1-100 nM) concentrations of PACAP38 did not affect the viability of Y-79
cells, while micromolar (1-5 uM) concentrations of PACAP38 induced a dose-dependent
decrease in tumor cell viability. The administration of a PAC1R antagonist, PACAP6-38,
did not terminate this cytotoxic effect of PACAP38; furthermore, PACAP6-38 alone, in the
same micromolar concentration, also produced a dose-dependent decrease in tumor cell
viability. Micromolar concentrations of PACAP27 (0.1-5 uM) and a high-affinity selective
PAC1 receptor agonist, maxadilan (1-2 pM), did not significantly affect the viability of Y-79
human retinoblastoma cells. [Disc®]JPACAP38 and FITC-Ahx-PACAP11-38, two membrane-
penetrating PACAP38 analogs which are inactive in PAC1, VPAC1, and VPAC2 receptors,
also decreased the viability of Y-79 cells but with lower potency than PACAP38. This
suggests that PACAP can exert its cytotoxic effects in a membrane receptor-independent
way [66]. Our results are in accordance with the aforementioned study [66], showing
that concentrations of PACAP38 up to 100 nM had no effect on the viability of Y-79 cells.
PACAP38 proved to be cytotoxic only when used in micromolar (2 uM and 6 uM) concen-
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trations. Despite this, it is important to emphasize that Y-79 is just one of numerous human
retinoblastoma cell lines, necessitating future testing of PACAP38 effects across diverse
in vitro models.

The activation of PACAP receptors in specific neoplasms can lead to growth stimu-
lation, whereas in others, it results in inhibitory effects. These effects are influenced by
various factors, such as the species’ origin, tumor type and origin, stage of differentiation,
or the tumor environment [52,54]. For instance, in glioblastoma cases, the administration of
PACAP27 resulted in the increased proliferation of mouse C6 glioma cells, while applying
both PACAP isoforms led to a significant decrease in proliferation for T98G human glioma
cells. In other human glioblastoma cell lines (M059K and M59]), PACAP agonists reduced
cancer cell migration without affecting their proliferation. Furthermore, it has been demon-
strated that the impact of PACAP is also dependent on the conditions within the tumor
microenvironment [67]. On the other hand, there were instances where both pro-survival
and anti-survival effects of PACAP38 were absent, as observed in JAR cytotrophoblast
cells exposed to methotrexate treatment [68], and likewise in hepatocellular carcinoma cells
(HEP-G2) [69]. The multifaceted nature of PACAP’s impact is highlighted, elucidating that
opposite effects can emerge within the same cell line depending on factors such as exposure
time, like in the case of LNCaP human prostatic tumor cells [70], or concentration, like
in the case of Y-79 human retinoblastoma cells [66]. In human Y-79 retinoblastoma cells,
the cytotoxic effects of PACAP38 were observed at concentrations equal to or exceeding
2 uM. However, the exact mechanism of PACAP38-induced Y-79 cell cytotoxicity is still
unknown. It was observed that PACAP38 exerts its cytotoxic effects in a PAC1/VPAC1-2
membrane receptor-independent way in Y-79 cells without the activation of PKA, PKC,
MEK1/2, p38, and JNK kinases [66]. Previous investigations have also indicated that
PACAP38 acts as an intracrine factor, exhibiting the capacity to penetrate the internal cell
compartment through direct translocation and endocytosis. This phenomenon results in a
significant upsurge in the intracellular fraction, particularly at micromolar concentrations.
Moreover, intracellular PACAP38 is not entirely degraded by intracellular enzymes and
is able to activate intranuclear PAC1Rs [71,72]. The perinuclear PACAP38 and PACIR
positivity in human retinoblastoma detected by our first experiment could confirm these
in vivo findings.

PACAP has demonstrated favorable outcomes in numerous pathological conditions
which are primarily attributed to its cell-protective, antioxidant, and anti-inflammatory
properties [34,35]. On the other hand, as indicated above, the PACAPergic system is
affected by numerous malignant transformations as PACAP might exhibit both stimulatory
and inhibitory impacts on tumor growth or cancer cell migration depending on the type
of tumor [52,54]. This implies the possible exploration of developing selective agonists or
antagonists for PACIR, as well as analogs or antagonists for PACAP38, as valuable tools
for diverse approaches to cancer treatment [52,73,74]. While in most diseases, PACAP or
PACIR agonist/antagonist treatment may pose significant limitations due to inadequate
in vivo stability or limited penetration through the blood-brain barrier [75], in ophthalmic
diseases, local application can overcome these factors. Previous in vivo studies have
confirmed that PACAP38, when administered as eye drops, can permeate ocular barriers
and exhibit retinoprotective effects [76]. Additionally, PACAP38 has been identified as
a new candidate medication for Dry Eye Disease [77]. A study suggests that VIP and
PACAP analogs, explicitly developed for therapeutic purposes, can modulate molecular
and cellular processes relevant to treating high-risk neuroblastoma [78]. In our study, we
proved that human retinoblastoma expresses PACIR, and it is also known that in Y-79
human retinoblastoma cells, the micromolar concentration of PACAP38 exerts cytotoxic
effects. These data highlight the therapeutic potential of PACAP38 and its analogs in
retinoblastoma therapy. The results of Boisvilliers et al. [78] especially strengthen this
potential in the case of retinoblastoma (even in its rare form, where retinoblastoma develops
in the absence of an RBI mutation as a consequence of the somatic amplification of the
MYCN gene), as they found that these peptide analogs are capable of inducing a sustained
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decrease in n-MYC expression and hold potential not only for neuroblastoma therapy
but also for addressing other tumors. In our study, human retinoblastoma was found to
express PACAP38 and PACIR exclusively in a perinuclear dot-like pattern, with PACAP38
demonstrating cytotoxicity at concentrations of 2 uM and above in Y-79 retinoblastoma cells.
Nevertheless, our studies also have limitations. To begin with, the limited number of cases
prevents us from making a broad generalization that all retinoblastomas exhibit a uniform
expression pattern. None of the cases in our study showcased fleurettes or neuronal
differentiation which constituted more than half of the tumor, thereby hindering our ability
to establish the immunoprofile for grade 1 tumors. Additionally, we cannot currently
conclude whether PACAP signaling is implicated in the carcinogenesis of retinoblastoma.
These aspects should be investigated more thoroughly in future studies. Furthermore, it is
crucial to emphasize the need for exploring PACAP38 and its analogs in diverse in vitro
models, establishing the groundwork for potential in vivo studies.

5. Conclusions

Elucidating the cellular origin of human cancers, including retinoblastoma, and under-
standing how cellular /subcellular context influences the probability of cancer initiation and
progression would help to develop novel preventive and early-intervention therapies or im-
prove existing ones. PACAP is involved in dozens of physiological and pathophysiological
processes, and an increasing amount of evidence suggests that PACAP has diagnostic and
therapeutic potential in certain diseases. In our study, we described, for the first time, the
distribution of PACAP38 and PACIR immunoreactivity in human retinoblastoma and we
confirmed the cytotoxic effect of micromolar PACAP38 concentrations in human retinoblas-
toma cells. The facts that (i) PACAP38 and PACIR are present in human retinoblastoma
and that (ii) PACAP38 and its analogs had a cytotoxic effect on retinoblastoma cells suggest
the potential role of PACAP38 and its analogs in retinoblastoma therapy.
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