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1. Bevezetés

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

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) két biologiailag aktiv forméban fordul
eld a szervezetben, melyek koziil a 38 aminosavbdl 4116 izoformat (PACAP38) 1989-ben, a 27
aminosavbol all6 izoformat (PACAP27) egy évvel késébb fedezték fel [Miyata és mtsai, 1989,
1990]. Emldsokben a PACAP 90%-4t a 38 aminosavbol all6 izoforma teszi ki [Arimura és
mtsai, 1991]. A PACAP a szervezetben hatasat dontden specifikus transzmembran
receptorokon keresztiil fejti ki, melyeknek hét transzmembran, valamint egy G-protein kot
doménje van. Ugyanakkor a szakirodalmi adatokbol ismert, hogy a PACAP
receptor-independens modon is képes a sejtbe bejutni és ott tovabbi jelatviteli utvonalakat
aktivalni. A PACAP receptorai G-proteinhez kapcsolt receptor csaladba tartoznak: a PACAP a
VIP-vel azonos affinitast mutat a vazoaktiv intestinalis peptid receptor 1 és 2 (VPACI ¢és
VPAC?2 receptorok) tekintetében, mig 1-es tipusu receptorahoz, a PAC1 receptorhoz, 1000-szer
erésebb mértékben kotddik, mint a VIP [Vaudry és mtsai, 2009]. A PACI1 receptor, valamint a
VPACI és 2 receptorok eloszlasa egy adott szoveten beliil is nagymértékii variabilitdst mutat
¢s alternativ splicing soran szamos varians is kialakulhat [Langer és mtsai, 2022]. A PACAP a
vérkeringésben néhany percig van aktiv formdban jelen, ezt kovetden révidebb peptidekre
bomlik a dipeptidil-peptidaz-IV (DPP-1V) hatasa révén [Zhu és mtsai, 2003]. A PACAP rovid
felezési ideje ellenére szertedgazo bioldgiai hatdsokkal bir; a felfedezését kdvetden rovid idon
beliil szdmos in vitro és in vivo tanulméanyban igazoltdk altalanos cito- €és neuroprotektiv
hatasait, melyeket antiapoptotikus, antiinflammatoricus €és antioxidans tulajdonsagai révén fejti
ki. Fertilizacios, reproduktiv regulacids funkcioin tilmenden a PACAP tobb élettani folyamatot
szabalyoz  (példaul taplalkozas, hdszabalyozas, stresszvalasz, immunfolyamatok,
mirigymitkddések), illetve az Gregedésben is fontos szerepe van [Reglédi és Tamas, 2016;
Vaudry ¢s mtsai, 2009]. Az utdbbi évtizedben egyre tobb publikacid jelent meg, melyek a
PACAP38 klinikai diagnosztikus vagy prognosztikus biomarker szerepét vizsgaltak. A
legintenzivebben kutatott korképek kozé tartoznak a neuroldgiai és pszichiatriai betegségek
(Alzheimer-kor, Parkinson-kor, sclerosis multiplex, migrén, egyéb fejfajasok, agyvérzés,
traumas agysériilés, mentalis retardacid, generalizalt szorongas, poszttraumas stressz zavar),
cardiovascularis betegségek (szivelégtelenség, ST-elevacioval jaré6 myocardialis infarctus),
ortopéd-traumatoldgiai betegségek (primer €éa poszttraumas térdiziileti arthrosis, atraumatikus

combfejelhalas, a postmenopausalis osteoporosis), illetve egyéb betegségek kapcsan leirtak a



PACAP szintjének valtozasat (nephrosis szindroméban, majzsugorban, idiilt hepatitis-B-
fertdzés esetén, myeloma multiplexben, szuperovulacidés kezelések esetén, petefészek-
elégtelenségben ¢€s idiopathias hypogonadotrop hypogonadismusban [Reglddi és Tamas, 2016;
Toth és mtsai, 2023].

1.2. Magzatviz diagnosztika

A magzatviz egyrészt fizikai-mechanikai védelmet nyujt a kiils6 er6behatasok ellen, masrészt
a koldokzsinor mechanikai védelmét is ellatja azaltal, hogy megakadalyozza annak magzat és
a méhfal kozotti kompresszidjat. A fertézések ellen is védelmet nyujt, valamint a magzati
hohaztartas fenntartdsdban is fontos. A magzatvizben végzett magzati mozgasok a
vazizomrendszer fejlodéséhez is hozzdjarulnak, a magzatviz lenyelése a tdpcsatorna
fejlodéséhez, aspirdcioja a tiidd fejlédésében nélkiilozhetetlen. Mindezek mellett a magzatviz
folyadék- és tapanyag rezervként is szolgal [Fitzsimmons és Bajaj, 2022]. A varandossag korai
szakaszaban a magzatviz 0sszetétele megegyezik az anyai €s magzati plazméaéval, ami arra utal,
hogy a magzatviz transsudatum, mivel a még nem keratinizalt magzati bor nem akadalyozza a
folyadékok mozgasat, és mintegy membranként miikodik. A 8-10. gesztacids héttdl a magzat
vizelettermelésének meginduldsaval az Osszetétel kismértékben valtozik, valamint a magzati
nyelémozgasok is megindulnak, azonban sem a magzati vizeletiirités, sem a nyelés nem jarul
jelentésen hozza a magzatviz Osszetételéhez vagy térfogatdhoz addig, amig a magzati bor
keratinizacioja befejezddik (25. hét) [Huri és mtsai, 2023; Modena és Fieni, 2004]. A magzatviz
biokémiai Osszetétele nem 4éllando, igy az, a varandossag soran dinamikusan és egyéni
varianciakat mutatdéan valtozik magzati patoldgia hianydban is [Liu és mtsai, 2019]. A
magzatviz szervesanyag tartalméanak kozel fele fehérjékbdl all, a maradékot pedig szénhidratok,
lipidek, enzimek, hormonok, elektrolitok és egyéb anyagok teszik ki [Moore és Persaud, 2003].
A magzatviz sejtes elemei kizardlag magzati eredetiiek, azonban acelluléris részét tekintve
szervesanyag tartalma anyai ¢s magzati oldalrdl épiil fel, igy az abban fellelhetdé biomolekulak,
tobbek kozott fehérjek, enzimek, nukleinsavak, metabolitok informécioval szolgdlhatnak az
anyai és magzati jollétrél, illetve kelld alapot nyajthatnak kiillonb6zd fejlodési rendellenességek
szlirésére, korismézésére [Li és mtsai, 2023; Tsangaris és mtsai, 2011]. A magasabb anyai
¢életkorban emelkedik a magzati kromoszdma-rendellenességek gyakorisaga, ez praenatalis
genetikai diagnosztika sziikségességét veti fel. Az egyes biokémiai markerek €s az ultrahang
vizsgalat egyiittes alkalmazéasa ugyanis novelheti a kiemelt magas kockazata varandossagok
azonositasanak esélyét, melyeknél tovabbi invaziv diagnosztika sziikséges [Findley és mtsai,

2023; Jenkins és mtsai, 2022]. Napjainkban egyre tobb tanulmany iranyul a magzatvizben jelen



levd biomolekuldk mennyiségi ¢és/vagy mindségi meghatdrozasanak diagnosztikus
potencialjanak vizsgalatara, melyek biztaté eldzetes eredményekkel birnak [Kolvatzis és mtsai,

2023; Park és mtsai, 2021].

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 [WHO, 2014].
Az 1j Berlin-definicié szerint politraumarol akkor beszéliink, ha a sériilés stlyossagi index
(ISS) 15-nél nagyobb, és kettd vagy anndl tobb testtdj 3-nal nagyobb roviditett sériilési index
(AIS) értékei mellett egy vagy tobb korélettani paraméter eltérése is megfigyelhetd [Pape és
mtsai, 2014]. A politraumat elszenvedett személyek korai (azonnali vagy néhény oran beliili)
haldlozésa magas, mig a késdi haldlozds dontéen a politraumabdl levezethetd mésodlagos
karosodasok, szovédmények miatt kdvetkezik be [Longrois és mtsai, 2019; Pfeifer és mtsai,
2016]. A szervezetet ért sulyos sériilések esetén a karosodott sejtek felszinén megjelennek,
illetve az extracelluldris térbe kijuthatnak az un. sériilés asszocidlta molekularis mintazatok
(damage-associated molecular patterns, DAMPok), melyek az immunrendszer aktivalodasa
révén nagy mennyiségli gyulladdsos mediatort szabaditanak fel. Ezek a proinflammatoricus
citokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18) révén szisztémas gyulladdsos valasz
szindroma (SIRS) kialakulasahoz vezetnek. Ennek soran aktivalodik a komplementrendszer, a
kallikrein-kinin rendszer, a véralvadasi folyamatok, fokozddik az akut fazis fehérjék szintézise
¢s mindezek altal sulyos tobbszervi elégtelenség (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 szindromanak
(CARS) nevezziik. A szervezet igyekszik a SIRS és a CARS kozotti érzékeny egyensulyt
fenntartani. A politraumat kovetd talzott mértékli gyulladdsos valaszreakci6 MOF-ot
eredményez, mely a korai haldlozasok jelentOs részéért felelds, mig a késoi haldlozas sok
esteben arra vezethetd vissza, hogy az antiinflammatoricus rendszer talzott aktivitdsa miatt a
szervezet immunszupprimalt 4allapotba keriil, fokozva az infekcidkra ¢és szeptikus
szovOdmeényekre valo hajlamot [Stoecklein és mtsai, 2012; Csontos, 2022]. A politrauma egyik
leggyakoribb ¢és sokszor fatalis kimenetelii szovodménye a szepszis, ami egy <¢letet
veszélyeztetd szervdiszfuncid, mely a szervezet infekciora adott diszreguldlt immunvalasza
kovetkeztében jon 1étre [Singer és mtsai, 2016]. Az infekcid, illetve a szepszis diagnosztizalasa

tehat igen nehéz olyan politraumatizaltaknal, akinél kifejezett SIRS van jelen. Emiatt kiemelten
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fontos a sériilések elszenvedését kovetden az esetleges szovodmények mieldbbi észlelése,
melyre lehetdséget nyujthat tobbet kozott az ebben az idészakban 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 jaro szovetkdrosodésra érzékenyen reagél, azonban nem
alkalmas arra, hogy az altalanos gyullad4sos reakcidkat elkiilonitse a fert6zéses eredetii
szovodményektdl [Rajab és mtsai, 2020]. A prokalcitonin (PCT) altalaban 1-2 nappal a trauma
utdn tetozik és altalaban rapidan csokken a szintje fert6zéses szévodmény hianyaban. Ennek
hianyaban, vagy masodlagosan emelkedd PCT érték esetén fel kell meriilnie szeptikus
komplikécio lehetdségének [ AlRawahi és mtsai, 2019]. Az egyes izolalt gyulladasos markerek
mellett a fehérvérsejt-funkciod, példaul a leukocyta antiszedimentacids rata (LAR) is hasznos
informécioval szolgalhat a konvencionalis paramétérek monitorozasa mellett, bar alkalmazéasa
még nem terjedt el a rutin gyakorlatban. A LAR vizsgélata azon alapszik, hogy a szoveti sériilés
hatasara kialakul6 sejtes valaszreakcid soran a leukocytak aktivalddnak, igy — szamos egyéb
valtozas mellett — a vizfelvételiik is megndvekszik. Emiatt a vizfelvétel miatt fajstlyuk kisebb
lesz, mint az eredeti ,,nyugalmi” allapotban, ezéltal az egyodras vérsiillyedés soran a véroszlop
felso felében megnovekszik az antiszedimentalodo fehérvérsejtek szama [Bogar és mtsai, 2002;

Bogér és Tarsoly, 2006].
1.4. A retinoblastoma

A retinoblastoma a leggyakoribb els6dleges szemdaganat gyermekkorban. A globalis
eléfordulasi gyakorisaga 1/16000-18000, mely azonban jelentds varianciat mutat kiilonb6zo
foldrajzi régiok és etnikai csoportok kozott, ugyanakkor a nemek érintettsége relative allando
aranyinak mondhaté [Dimaras és mtsai, 2015]. A retinoblastoma a daganatkutatas egyik
alapmodelljének tekinthetd. Knudson 1971-ben irta le a 13. kromoszéma hossza karjan (13q14)
elhelyezkedd tumorszupresszor, a retinoblastoma 1 gén (RBI) biallélikus funkcioveszto
[Knudson, 1971]. Az elmélet szerint egy csirasejtes mutacio (,,elsd csapas”) esetén mar csak
egy szerzett mutacid (,,masodik csapas”) sziikséges a daganat kialakuldsdhoz, emiatt a
retinoblastoma orokletes forméja fiatalabb €letkorban jelentkezik €és gyakran multifokalis vagy
bilateralis. A csirasejt-mutacidé autoszomalis dominansan 6roklédik, 80%-os penetrancidval.
Ezzel szemben a sporadikus esetek altalaban unilateralisak és idoben késébb jelentkeznek,
melynek az a magyarazata, hogy ebben az esetben mindkét RB/ mutécidja szerzett [Knudson,

1971, 2001; Wong és mstsai, 2014]. Igen ritka esetben kialakulhat retinoblastoma a RB/
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[Rushlow és mtsai, 2013]. Annak ellenére, hogy a retinoblastoma az egyik legjobban kutatott
daganat, a pontos sejtes eredete mind a mai napig nem igazolt [Bremner és Sage, 2014]. Olyan
betegek esetén, akiknél igen korai stadiumban magas felbontasu optikai koherencia tomograf
segitségével igazoltdk a daganatot, azoknal a belsé magvas réteg (INL) tlint a kiindulasi pontnak
[Rootman és mtsai, 2013]. Kisérletek alapjan azonban felmeriilt, hogy a retinoblastoma a
differencialodo palcikakbol szarmazik, mivel kimutattdk, hogy a retinoblastoma sejtek szdmos
ponton (talélés, proliferacid) a palcika prekurzor jelatviteli rendszerekre tdmaszkodnak [Xu és
mtsai, 2009] és a RB] kilitése az emberi palcika eldalakokban sejtproliferacidhoz vezet [Xu €s
mtsai, 2014]. Szdvettanilag a daganat sejtdus, mely hyperchromaticus, keskeny citoplazmaju,
nagy kerek/ovalis magvu sejtekbdl all. Fokozott mitotikus aktivitds mellett szdmos apoptotikus
daganatsejt és valtozatos méretli nekrozisok és meszesedések figyelheték meg [Singh és
Kashyap, 2018]. A legjobban differencialt daganatokban megfigyelhetd a viszonylag halvanyan
fest6dd, szélesebb citoplazmaju, részlegesen differencidlt fotoreceptorokra emlékeztetd
daganatsejtek virdgsziromszerii elrendezddése (fleurette), melyek kdzott a membrana limitans
internat 1dézé junkciok is lathatok. A Flexner-Wintersteiner rozettdk, korai retinalis
differenciacot jelentenek, és centralis lumen koré rendez6dott kob vagy henger alaku sejtekbdl
allnak. Az egyéb neuroblastos tumorokban is eldforduld6 Homer Wright rozettdk primitiv
neuroblastos differenciaciot képviselnek, ezeknél nincs valodi centralis lumen, azt eosinophil
neuropil tolti ki [Alsharif és mtsai, 2019]. Olianas és munkatarsai (1996) Y-79 human
retinoblastoma sejtvonalon képesek voltak kimutatni a PACI1 receptor jelenlétét [Olianas €s
mtsa, 1996]. A PACAP38 koncentraciéfiiggd modon hatassal van az Y-79 human
retinoblastoma sejtek talélésére. Nanomolaris koncentraciokban (0,1-100 nM) érdemi hatdsa
nincs, azonban mikromolaris koncentraciokban (1-5 uM) a tumorsejtek tulélése a PACAP38

koncentracio novekedésével parhuzamosan csokkent [Wojcieszak és Zawilska, 2014].



2. Célkituzések

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

tiztem 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 allo szakirodalmi adatokbdl feltételezhetd, hogy
a PACAP38 jelen van ebben a testfolyadékban. Célunk volt tehat a PACAP38 jelenlétének
igazolasa ¢és mennyiségének meghatarozdsa a magzatvizben élettani varandossdg magzati

patoldgiatdl mentes eseteiben radioimmun-assay-vel (RIA).

2.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

Politrauma esetén a korai idészakban valo szoros monitorozas elengedhetetlen abbodl a célbol,
hogy az esetleges szovodményeket mielobb észleljiik. A klinikai gyakorlat tobb biomarker
paralel monitorozésa felé tolodott, igy célul tiiztiik ki a betegek PACAP38 szintjeinek mérését
a politraumat kovetd els6 Ot napon, valamint annak vizsgalatat, hogy a PACAP38
alkalmazhat6-e biomarkerként és korrelaltathato-e mas labormarkerekkel a korai poszttraumas

idészakban.
2.3. A human retinoblastoma vizsgalata

A PACAP38 és PACI receptor eléforduldsardl emberi retinoblastoma szdvettani mintdkban
nem ¢€rhetd el szakirodalmi adat, igy célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a retinoblastoma
miatt eltavolitott szemek miitéti prepardtumaiban kimutathat6-e a daganatban PACAP38 ¢és
PACI receptor expresszio, és megfigyelhetd-e valamilyen valtozas ezek és a klinikopatologiai
jellemzdk kozott. Tovabba célul tlztik ki, hogy a human Y-79 retinoblastoma sejteken

vizsgaljuk a PACAP38 citotoxicitasat.



3. Anyagok és modszerek

3.1. A magzatviz vizsgalata

A vizsgalatot a PTE Regionalis Kutatdsetikai Bizottsaga jovahagyta (PTE 4303/2011 ¢és
6383/2018). A vizsgalatba torténd bevonaskor — részletes szo- €s irasbeli tajékoztatast kovetden
— az érintett személyek irasos beleegyezésiiket adtak. A vizsgalatba 28 olyan varandos keriilt
bevonasra, akik magas (35 év feletti) anyai ¢életkor miatt a varandossag 15-19. hetében
diagnosztikai amniocentesisen estek at a PTE KK Sziilészeti ¢s Nogyogyaszati Klinikajan. A
kariotipizalas eredményei alapjan, valamint a sziilést kovetden kizarasra keriiltek azon esetek,
melyeknél barmilyen rendellenességre fény deriilt. A magzatviz-mintavételt kovetéen 30 pl/ml
peptidaz inhibitort (aprotinin) adtunk a mintakhoz és hiitve szallitottuk azokat a laboratériumba,
ahol lefagyasztottuk és feldolgozésig -70°C-on taroltuk dket. A RIA mérés eldtt a mintdkat
kiolvasztottuk, majd lecentrifugaltuk (12000 rpm, 4° C, 30 perc) és a feliiliszokbdl tortént a
PACAP38-szerti (PACAP38-LI) immunreaktivitds meghatarozasa egy korabban kifejlesztett,
szamos tudomanyos kézlemény metodikai alapjat képezd, specifikus és szenzitiv modszerrel
[Jakab és mtsai, 2004] az aldbbiak szerint: A ,,88111-3"-as szamu, Akira Arimura Professzor
(Tulane University, New Orleans, USA) laboratoriumabdl szarmaz6 PACAP38 antiszérum,
(amelyet nyalban termeltek, karbodiimides mddszerrel konjugalt Cys*-PACAP24-28 - borju
tireoglobulin antigén ellen) 1:10000 higitdsban bizonyult a legeredményesebbnek a RIA
kifejlesztése sordn. Tracerként sajat laboratoriumban késziilt I izotoppal jelzett, birka
mono-'2I-PACAP24-38 C-terminélis fragmenst hasznaltunk, mig RIA standardként a teljes
birka PACAP38 peptidet alkalmaztuk 0-1000 fmol/ml tartomanyban. A RIA teszteket 1 ml,
kloridot, 0,25% (w/v) marha szérum albumint és 0,05% natrium-azidot tartalmazott. A mintakat
az Osszekeverést kovetden 48-72 ordig inkubaltuk 4 °C-on. Ezutan az antitesthez kotott jelolt
antigén frakciot elvalasztottuk a szabad jelolt peptidektdl a szeparald oldat (100 ml desztillalt
vizben 10 g mosott szén, 1 g dextran, 0,5 g zsirmentes tejpor) 100 pl-ének hozzaadasaval €s a
mintdk lecentrifugéalasaval (3000 rpm, 4 °C, 15 perc), majd a feliiliszokat ledntottiik és a
csoveket itatospapirral leitattuk. NZ310 tipusti gamma-sugarzasmérd segitségével megmértiik
a szénhez kotddott szabad peptidfrakcid radioaktivitasat, melybdl kovetkeztethetiink az
ellenanyaghoz kotott radioaktivitas értékére, majd a bemért ismert peptid-koncentracidok
(standard mintdk) segitségével felvett kalibracidos gorbérdl az ismeretlen mintdk PACAP38

koncentracidja leolvashatod volt. Az alkalmazott antiszérum intra- és inter-assay koefficiense



7,2% és 8,7% volt. A keresztreakciok vizsgalata soran a hasznalt antiszérum nem reagalt sem
a PACAP27-tel, sem a peptidcsalad egyéb tagjaival. A modszer validalasanak ellenérzésére

cold recovery tesztet végeztiink, ennek soran négy magzatviz mintanak megmértiik a PACAP38

crer

c sy

A mért és vart koncentraciokbol szamoltuk ki a visszanyerési ardnyt, mely alacsony
koncentracioji PACAP38 esetén 83,8%, kozepes koncentraciojat PACAP38 mellett 87,5%,
magzatvizminta sorozatos higitasat hasznaltuk a paralelitas megitélésére a RIA standardjaval.
Az analizdlt folyadékmintak térfogata 12,5 ¢és 400 pl kozott valtozott. A vizsgalt
magzatvizminta parhuzatos lefutdsban gatolta a radioaktivan jelolt PACAP24-38 C-terminalis
fragmentumnak (RIA tracer) az antitesthez vald kotddését, a RIA analizis standardjaként

hasznalt PACAP38-hoz hasonloan.

3.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

A vizsgalatot a PTE Regiondlis Kutatisetikai Bizottsdga jovahagyta (PTE 422/2014 ¢és
6383/2016). A vizsgalatba torténd bevondaskor — részletes szobeli és irdsbeli tdjékoztatast
kovetden — az érintett személyek, vagy akadalyoztatasuk esetén a legkdzelebbi hozzatartozojuk
irasos beleegyezésiiket adtak. A vizsgalatba 20 olyan, 18. életévét betoltott politraumatizalt
beteg keriilt elézetesen bevonasra, akik elsddleges ellatdst kovetéen a PTE KK
Anesztezioldgiai és Intenziv Terapids Intézet Intenziv Osztalyan keriiltek kezelésre. Felvételkor
(els6 nap), majd a reggeli vérvételekkel parhuzamosan az 5. napig tortént vérvétel az ellatashoz
1s sziikséges artérias kaniilb6l. Minden vérminta esetén a szérum CRP és PCT, LAR ¢és plazma
PACAP38-LI meghatarozas tortént. Bevonasi kritérium a politrauma megléte volt, kizarasi
kritérium volt az 6t napnal rovidebb osztalyos tartdzkodas, az ismert rosszindulatu daganatos
alapbetegség, a normal immunvalaszt befolyasold alapbetegség vagy gyodgyszeres terapia,
illetve a sulyos, kronikus szervi betegségek. A CRP és PCT meghatarozasa a napi rutin
laboratoriumi monitorozas részeként a PTE KK Laboratériumi Medicina Intézetben torténtek.
A referencia érték CRP esetén 5 mg/l, mig PCT esetén 0,5 ng/ml alatt volt. A LAR
meghatarozashoz az artérias vért natrium-citratot tartalmazé ,,siillyedéses” kémcsdbe vettiik,
majd a kémcsoé oldalahoz kiviilrdl illesztett vonalzo segitségével megmértiik a teljes véroszlop
hosszat, és annak felénél jeloltiik a felezOvonalat. Az egyords szedimentacios id6t kovetden a
véroszlop felezOvonala feletti ¢és alatti vért ,,vérképes” kémcsObe injektaltuk, majd

meghatarozasra keriiltek az egyes véroszlopokban - fels6 (F) és als6 (A) - a leukocytdk szama.
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Ezt kovetden a LAR = 100 (F-A) / (F+A) képlettel meghatarozasra kertilt az eredeti leukocyta
szam szazalékaban azon a leukocytdk szama, melyek az egyords szedimentacid soran felfelé
atlépték (antiszedimentalodtak) a siillyedéses csoben 1évé vérminta felezOvonalat. A
PACAP38-LI meghatarozdsdhoz a korabban targyalt specifikus €s szenzitiv moddszert
alkalmaztuk. Statisztikai analizishez az SPSS statisztikai program 21. szdmu verziojat
hasznaltuk. A vizsgalt paraméterek napi kinetikdjanak elemzéséhez Spearman-féle
rangkorrelacidt hasznaltunk és az eredmények PlotsOfData-val [Postma ¢és Goedhart, 2019]
keriiltek abrazolasra specialis hegedii-diagramok (jitter type of violin-plots) forméjaban. Az
Osszes napra vonatkozé korrelaciok vizsgalatdhoz a szabad forraskodu R statisztikai program
[R Core Team, 2010] rmcorr szoftvercsomagjat [Bakdash és Marusich, 2017] hasznaltuk és

annak corrplot szoftvercsomagjaval [Wei és Simko, 2017] abrazoltuk a korrelacids matrixot.

3.3. A retinoblastoma vizsgalata

A retrospektiv vizsgalatot a PTE Regiondlis Kutatasetikai Bizottsdga jovahagyta (PTE
9188/2022). Vizsgalatunk soran 16 éves (2001. januar és 2017. december kozotti) periddusbol
gyljtottiink ki olyan betegeket, akik retinoblastoma miatt enucleation estek at. A betegek
klinikai adatainak Osszegylijtésén tilmenden a PTE KK Patholdgiai Intézetben fellelhetd
formalin fixalt paraffinba agyazott enucleatumokbdl 1j metszeteket készitettiink. A patologiai
stadiummeghatarozas az AJCC TNM (8. kiadast) klasszifikacioja alapjan tortént [Mallipatna
¢s mtsai, 2016]. A differencidltsag fokat négyszintli skédldn osztilyoztuk. A legjobban
differencidlt tumorokban fleurette-k vagy neuronalis differencialodast lattunk a daganat tobb
mint felében (G1). Ezeket kovették az olyan daganatok, melyekben Flexner-Wintersteiner
¢és/vagy Homer Wright rozettak a daganat tobb, mint 50%-ban voltak jelen (G2). A kovetkezd
gradus esetében eldbbi rozettdk ennél kevesebb aranyban voltak észlelhetdk (G3), mig az utolsé
kategoriaba (G4) olyan daganatok keriiltek, melyek rosszul differenciélt sejteket tartalmaztak
rozettak nélkiil, vagy kiterjedt anaplasias teriileteket tartalmaztak [Lochner és Couce, n.d.].
Formalin fixalt paraffinba dgyazott szovetmintakbol 3 mikrométeres metszeteket készitettiink
rotacios mikrotdmmal (Microm HM 325, Thermo Scientific, Ltd., Waltham, MA, USA).
Deparaftindlas ¢és felszallo alkoholsoron val6 atvezetést kovetden homérséklet indukalta
antigénfeltarast végeztiink mikrohulldmu siitében (750 W, 15 perc) 1 mM citrat pufferben
(pH = 6,0). Szobahdmérsékletre hiilést kovetden a metszeteket 3x10 percig 0,1 M-os (pH =7,6)
fosztat pufferelt soéoldattal (PBS) mostuk. Ezutdn a mintdkat egy oran keresztiil
szobahomérsékleten inkubaltuk PACAP38 ellenes antitesttel (T-4473, BMA Biomedicals, Ltd.,
Augst, Svajc) 1:500 és PACI1 receptor ellenes antitesttel (AVR-003, Alomone Labs, Ltd.,
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Jerusalem, Izrael) 1:125 higitasban. PBS-sel torténd mosast kovetden a metszeteket 30 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk HISTOLS-AP-R (30,011.R500A, Hisztopatoldgia Kft., Pécs,
Magyarorszag) nyul eredetli elsddleges antitestekkel kompatibilis méasodlagos peroxidéazzal
jelolt, polimer alapt el6hivo rendszerrel. A mintdkat PBS-sel mostuk, majd sétét kornyezetben
HISTOLS Resistant AP-Red Chromogen/substrate System (30,019, Hisztopatologia Kft., Pécs,
Magyarorszag) magenta szinli el6hivé rendszert alkalmaztunk. Tiz percnyi inkubéciot kdvetden
a jelerdsséget fénymikroszkop mellett kontrollaltuk. Desztillalt vizes mossassal a folyamatot
leéllitottuk, majd a szokvanyos kontrasztfestési eljarast kovetden felszallo alkoholsorban
viztelenitettiink. A metszeteket xilolban deritettiik és permanens feddanyaggal fedtiik. Az
els6dleges antitest kihagydsdval immunjelet nem kaptunk (negativ kontroll). Belsé pozitiv
kontrollként a szem daganatos folyamat altal nem érintett strukturai szolgaltak a rendelkezésre
allo 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 mentettiik
ki. Az in vitro kisérlethez Amerikai tipusu (ATCC) Y-79 humén retinoblastoma sejtvonalat
hasznaltunk. Kolorimetrias MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélium-bromid)
teszttel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a sejtek ¢életképességét vizsgaltuk kiilonbozo
Intézet, Szeged, Magyarorszag) kezelések sordn. Tizenketté lyuk szolgalt kontrollként
(PACAP38 kezelésben nem részesiilt), mig 6-6 lyuk 10 ul PACAP38 kezelésben részesiilt az
alabbi koncentracidokban: 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 6 uM PACAP38. Ezeket szérummentes
médiummal 100 pl térfogatra egészitettiik ki. Huszonnégy 6rds inkubaciot kovetden 10 pl
volt. Tovabbi 4 oOra termosztitban vald inkubdlast kovetéen kék formazan festék-
partikulumokat lyukanként 100 pl dimetil-szulfoxidban ujra feloldottuk. Harminc perc razatast
kovetden az abszorbanciat ELISA leolvaso (Dialab Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével
630 nm hulldmhosszon megmértiik, amely aranyos volt az €l sejtek szdmaval. Minden
kisérletet haromszor ismételtiink. A statisztikai analizishez egytényezOs 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 atlag & szorés (SD) jellemzésével grafikusan abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1. A magzatviz vizsgalat

Csak anyai €s magzati patoldgiatol mentes varandossagok keriiltek be a végso vizsgalatba, igy
a kezdeti 28 mintabol 7 eset kizarasra keriilt (ezeknél kiilonbozo jellegli magzati patoldgiak
igazolodtak). PACAP38-LI mind a 21 mintdban kimutathaté volt. Az atlagos
PACAP38-LI1 401 fmol/ml (széras 142 fmol/ml) volt.

4.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

Az 5. nap végére hét személy keriilt kizarasra (egy elhunyt, kettét 3 napot kovetden otthonaba

engedtiink, kettonek sulyos tarsbetegségei igazolddtak ¢és ketté visszavonta részvételi
szandékat), igy 13 politraumatizalt személy (2 n6 és 11 férfi; atlag életkor: 45,92 + 15,78 év)

maradt a vizsgalatban, egyikiiknél sem alakult ki sz6védmény. Az egyes napokat tekintve nem
volt statisztikailag szignifikans kiillonbség egyik vizsgalt paraméter esetében sem, azonban a
CRP esetében emelkedd tendenciat figyeltiink meg. A LAR és PACAP38 esetében is hasonld
emelked6 tendencidt lattunk, mely a 4. napon tetdzott. 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 és CRP (r = 0,581, p = 0,037) kozott. Az 5. napon
statisztikailag szignifikdns, mérsékelten erds pozitiv korrelacio volt kimutathaté a PACAP38
¢s a CRP kozott (r = 0,776, p = 0,002). Az Osszes napot egyiitt vizsgalva statisztikailag
szignifikans, gyenge pozitiv korrelaciot igazoltunk a PACAP38 ¢ésa LAR (r=0,279, p=0,042),
valamint a LAR ¢és a CRP (r = 0,406, p = 0,002) kozott.

4.3. A retinoblastoma vizsgalata

Tanulmanyunkba hét gyermeket (egy lanyt és hat fitit) vontunk be. Az enucleatio idépontjaban
az atlagéletkor 16,3 + 10,5 honap volt. Nem fordult el bilaterélis eset. Egy eset kivételével a
daganatok monofokalisak voltak. Az egy multifokdlis retinoblastoma esetében csirasejtes
mutacid nem volt igazolhatd, azonban az egyik monofokalis esetben csaladi halmozddas
igazolodott (RB mutacid). Hisztomorfologiailag harom G4, egy G3, és harom G2 esetiink volt.
Az immunhisztokémiai vizsgélatok soran a munkacsoportunk éltal korabban leirtaknak [Patko
és mtsai, 2022] megfeleléen a szemek ¢€p, daganatos elvaltozassal nem érintett részein

kiilonb6z6 intenzitdsut PACAP38 ¢és PACI receptor immunpozitivitast észleltiink, melyek
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ezaltal pozitiv bels6 kontrollként szolgaltak. A retinoblastomdk esetén — szOvettani
megjelenéstdl fiiggetleniill — minden mintdban az taldltuk, hogy a daganatsejtekben csupan
perinuklearis, pontszerii (dot-like) immunpozitivitas volt jelen mind PACAP38, mind PACI1
receptor esetén. Az in vitro kiséret kapcsan az egytényezdés ANOVA szignifikéns kiilonbséget
jelzett a sejtek tulélésében a kezelési csoportok kézott (F = 5,165, p = 0,0047). Dunnett-féle
post hoc teszt statisztikailag szignifikans kiillonbségeket mutatott ki a kontrollcsoport, valamint
a 2 uM PACAP38-kezelt (atlagok kiilonbsége: 16,5; 95% CI [1,471; 31,52]; p = 0,035) és a
6 uM PACAP38-kezelt (atlagok kiilonbsége: 20,38; 95% CI [8,488; 32,26]; p = 0,0053)
csoportok kozatt.
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5. Megbeszélés

5.1. A magzatviz vizsgalat

A magzatvizmintak vizsgalata soran el0szor igazoltuk, hogy PACAP38-LI jelen van az emberi
magzatvizben élettani varanddssag soran a 15-19. gesztacios hetekben. Korabban az emberi
magzatvizben tomegspektrometrias vizsgalattal nem sikeriilt igazolnunk a PACAP38 jelenlétét
[Brubel és mtsai, 2011]. A latszolagos ellentmondas jelen vizsgalatunk és a korabbi kutatasunk
eredménye kozott az alkalmazott vizsgalatok eltéré modszertanaval €s ebbdl eredden eltérd
érzékenységével magyarazhatd, mivel tomegspektrometria esetén a nativ fehérjét tudtuk volna
kimutatni, igy, ha annak médosult formaja van jelen, vagy masik molekulahoz kotddik, a
vizsgélat negativ eredményt mutat. Azonban RIA esetén az alkalmazott antiszérum képes
felismerni a modosult szerkezetli vagy egyéb molekuldhoz kapcsolt PACAP38 kotohelyeit.
Jelenleg még nem ismert, hogy az emberi magzatvizben a PACAP38 modosult formaban, vagy
egyeb molekuldhoz kapcsolodva van-e jelen. A rendelkezésre all6 szakirodalmi adatok azonban
azt sugalljak, hogy inkabb utobbi lehetdség a valdszinii, mivel az jol ismert, hogy a PACAP38
a plazmaban coruloplazminhoz k&tddik [Tams és mtsai, 1999], és ismert, hogy a magzatvizben
is jelen van a coruloplazmin [Cho és mtsai, 2007]. A PACAP38 fontos szereppel bir a
reprodukcioban [Koppan és mtsai, 2022; Tamas és mtsai, 2016] és a PACAP38 hidnya az in
vivo adatok alapjan kiilonboz6 fejlodési rendellenességekhez vezet [Allais és mtsai, 2007,
Farkas és mtsai, 2017], azonban pontos szerepe még nem ismert a magzatvizben. Jovobeli célul
tliztiik ki a PACAP38 szerepének vizsgalatat kiilonbozo fejlodési rendellenességek praenatalis

diagnosztikaja esetén.
5.2. Politraumatizalt személyek vizsgalata

A PACAP38 szintek tekintetében a negyedik napig enyhén emelkedd tendencidt figyeltiink
meg. A klinikai gyakorlatban tobb példa is mutatja, hogy az egyes laborértékek kinetikajanak
is fontos szerepe lehet mind a diagnosztikai, mind akéar a terapids dontések meghozatalaban. Jol
ismert, hogy a PACAP38 fél¢letideje a plazmaban rendkiviil alacsony (3-10 perc [Birk €s mtsai,
2007; Li és mtsai, 2007]). Ebbdl kifolyolag az altalunk észlelt, negyedik napig emelkedd
plazma koncentraciok csakis masodlagos mechanizmusokkal magyardzhatok, melyek a
politraumat kovetéen kialakult SIRS elleni valaszreakcid6 részeként a PACAP
antiinflammatoricus, citoprotektiv profiljaba jol beleilleszthetok. Emiatt a PACAP38 szint
monitorozdsa hasznos informdacidval szolgalhat a pro- és antiinflammatoricus folyamatok

egyensulya szempontjabol. A CRP értékeket tekintve a PACAP38-hoz hasonldan szintén nem
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volt statisztikailag szignifikans 0sszefiiggés igazolhato az elsé 6t napon, csupan a PACAP38-
cal parhuzamos kinetikat észleltiink. A PCT esetén nem talaltunk hatarérték feletti kiugrast.
Altalanossagban elmondhato, hogy a legtobb esetben szeptikus komplikacié hianyaban a PCT
hatarérték alatt marad [Gregoriano és mtsai, 2020], mely tanulményunk eredményeivel is
Osszhangban all. LAR esetében a PACAP38-hoz hasonlé tendenciat figyeltiink meg, tehat
statisztikailag szignifikans Osszefliggést nem talaltunk. Ugyanakkor ez a LAR kinetika jol
beleilleszthetd a korabbi tanulmanyok eredményeibe, melyek azt talaltak, hogy a LAR a
fehérvérsejtek aktivaciojanak indikatora [Bogar és mtsai, 2006; Loibl és mtsai, 2021; Molnar
¢s mtsai, 2010; Rozanovic és mtsai, 2016]. Az egyes napokat kiilon tekintve a negyedik napon
gyenge pozitiv korrelaciot észleltiink a PACAP38 és CRP szintek kdzott, mely az 6tddik napon
kozepes erdsségli volt. A PACAP38 és CRP paralel emelkedése nagy valdszinliséggel a
politraumat kdvetden kialakulod SIRS elleni endogén valaszreakcioval magyarazhatd. A napok
egylittes vizsgalata soran statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk a PACAP38 és LAR
értékek kozott. A politraumat kovetden megindulé multimodalis immunfolyamat kezdete a
SIRS, mely fokozott leukocyta aktivacioval jar és ezt koveti az ellenregulacios folyamat. A
PACAP38 és LAR kozotti korrelacié magyarazhaté a PACAP antiinflammatoricus hatasaval
ezen ellenregulacios folyamat sordn. Tanulményunk kis elemszama miatt pilot study-nak
tekinthetd. A késobbiekben nagyobb elemszamu, tobb klinikai paramétert involvalo vizsgalatot
terveziink, valamint terveink kozott szerepel az is, hogy hosszabb id6tartamban vizsgaljuk a
komplikaciomentes és szovoddményes eseteket. Tavolabbi terveink kozott szerepel, hogy a

politrauman beliil tovabbi alcsoportokat hozzunk létre a trauma etiologiajat is figyelembe véve.

5.3. A retinoblastoma vizsgalata

A vizsgalatunk elsd részében retinoblastoma miatt eltavolitott szemek PACAP38 és PACI
receptor immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el. Mind a PACAP38, mind a PACI receptor
kapcsan a daganatmentes, €p szemteriileteken a munkacsoportunk altal korabban leirtaknak
[Patko és mtsai, 2022] megfelel6 immunhisztokémiai mint4zatot talaltunk. Elsoként irtuk le a
PACAP38 és PACI receptor expresszios mintazatat human retinoblastomaban, mely fokalis,
perinukledris, pontszerli immunpozitivitdsként jellemezhets. Nem talaltunk kiilonbséget a
PACAP38 és a PACI receptor expresszid mintdzataiban sem a demografia, sem a klinikai és
hisztopatologiai jellemzdkkel Osszefliggésben. A retinoblastoma pontos kiindulasi sejttipusa
még nem ismert [Bremner €s Sage, 2014], emiatt nem volt lehetdségiink dsszehasonlitani a
PACAP38 ¢és a PACI receptor expresszidos mintazatdt a daganatban és a ,kiindulési”

sejttipusban. Olianas és munkatarsai (1996) az Y-79 sejtvonal vizsgalata soran azt irtak le, hogy
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a sejtek kozel 60%-a expresszal PAC1 receptort a sejtmembranon. Ezzel szemben a mi
vizsgélatunk a PAC1 receptor esetében membranra lokalizalt eloszladst nem mutatott, csupan
pontszerli, perinuklearis pozitivitast észleltink. Ez a human vizsgalatok és az in vitro

rendszerek kozotti kiilonbségre hivja fel a figyelmet.

Kisérletiink masodik felében igazoltuk, hogy 0,1 uM, 0,5 uM és 1 uM PACAP38 kezelésnek
nincs hatasa az Y-79 sejtek tulélésére. Ezen megfigyelésiink a meglevd szakirodalmi adatokba
jol beleilleszthetd, azokat kiegésziti, mivel a korabbi kutatdsokban a PACAP38 eziranyu hatasat
csak 0,1 nM ¢és 0,1 uM kozott vizsgaltak. Ugyanebben a korai kisérletben azt is talaltak, hogy
a PACAP38 1-5 uM-os koncentraciok kozott dozisfliggd citotoxikus hatdssal bir [Wojcieszak
¢és Zawilska, 2014]. Eredményeink alapjan a PACAP38 1 uM-os koncentracioban nem, csupan
2 és 6 uM-os koncentracioban bizonyult citotoxikusnak. Kisérletiink tobb limitacioval bir.
El6szor is meg kell emliteni a kis elemszdmot, mely miatt nem lehet altalanositani azt, hogy
minden humén retinoblastoma a kordbban bemutatott immunhisztokémiai profillal bir. Az
elemszammal Osszefiiggésben 4ll, hogy nem tudtuk a teljes differencialodéasi spektrumot
lefedni, mivel nem volt olyan daganatunk, melyben fleurette-k vagy neuronalis
differencialodast lattunk 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, €s ha igen, akkor milyen mdédon. Ezeket tovabbi,
jovobeli kisérletekkel sziikséges tisztazni. Az in vitro kisérletiink limitacidjaként értékelhetd,
hogy csak egy sejtvonalat hasznaltunk. A jovében tobb, eltérd sejtvonal vizsgalata lenne

indokolt a PACAP38 mellett egyéb, PACAP analogokkal.
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6. Uj eredmények osszefoglalisa

I. Emberi magzatviz kapcsan egy szenzitiv és specifikus vizsgalomodszerrel bizonyitottuk,

hogy:

- az emberi magzatvizben jelen van a PACAP38 és

- ¢lettani varandossagban, magzati patologia hidnyaban az emberi magzatviz atlagos

PACAP38-LI koncentracioja 401 fmol/ml (szoras 142 fmol/ml).
II. Politrauma kapcsan eldszor irtuk le, hogy szévédmény hianyaban

- az els6 Ot napon a plazma PACAP38 koncentraciokban statisztikailag szignifikans
kiilonbség nincs, csupan emelkedd tendencia lathato, mely a 4. napon tetdzik;
- az egyes napokat tekintve
- a4 napon statisztikailag szignifikéns, gyenge pozitiv korreldcié van a LAR ¢és
a CRP, valamint a PACAP38 és CRP kozott,
- az 5. napon statisztikailag szignifikans, mérsékelten erés pozitiv korrelacié van
a PACAP38 ¢és a CRP kozott.
- az Osszes nap egylittes vizsgalata soran statisztikailag szignifikdns, gyenge pozitiv

korrelaci6 igazolhato a PACAP38 és a LAR, valamint a LAR ¢és a CRP kozott.
III. Retinoblastoma kapcsan:

- 1gazoltuk, hogy a human retinoblastoma mind PACAP38-at, mind PACI receptort
expresszal.

- leirtuk, hogy az emberi retinoblastoméaban — az in vitro adatokkal ellentétben — nincs
membran PACI receptor expresszio, csupan perinukledris, pontszerli immunpozitivitas
¢észlelhetd mind a PACI receptor, mind a PACAP38 esetében.

- az Y-79 sejtvonal esetén a korabbi irodalmi adatokkal

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

felett citotoxikus ezen a sejtvonalon.
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