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BEVEZETES

1. A Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatornak

A TRP ioncsatorndk nem szelektiv kation csatorndk, melyek a kozponti-és periférias
idegrendszer mellett szamos nem-neuralis szovetben és sejttipusban expresszalddnak. Sokféle
exogén ¢és endogén eredetii liganddal aktivalhatok, ligandfiiggd tulajdonsdgaik mellett a
fesziiltségfiiggd ioncsatornak tulajdonsagaival is rendelkeznek [1]. A Tranziens Receptor
szamos fizikai és kémiai inger aktival, pl. a fajdalmas meleg (> 43°C) [2], a marokkoi
kutyatejfélében talalhatd reziniferatoxin (RTX), a piperin, zingeron vagy az eugenol. A fent
emlitetteken kiviil a TRPV1 receptort szdmos endogén eredetli gyulladas- és fajdalomkeltd
molekula is képes aktivalni, vagy a periférias idegvégzodésen szenzitizalni. A Tranziens
Receptor Potencial Ankyrin (TRPA1) a TRPV1-hez hasonléan szamos exogén és endogén
liganddal aktivalhato, tobbek kozt fajdalmas hideg ingerrel (<17°C), fahéjaldehiddel, farnezil-
tioszalicilsavval, nikotinnal, hidrogén-szulfid donorvegyiiletekkel, és formalinnal [3]. A
TRPV1 jelenlétét évtizedekig kizarolag neuronalis szoveteken feltételezték, az elmult években
azonban egyre tobb, nem-neuronalis sejttipuson is kimutattak. A receptort és splice-variansait
tobbek kozott leirtdk keratinocitdkon, epidermiszben, hizosejteken, dendritikus sejteken, T-
limfocitdkon, epitélsejteken, vaszkularis endotélsejteken, ¢ér simaizomsejteken, az
orrnyalkahartya szubmukozus mirigyeiben, az urotéliumban, gyomornyalkahartyaban, a
herékben, pancreasban és a méhben [4]. A funkcionalisan aktiv TRPA1 ioncsatornat leirtak
tovabba az enterochromaffin sejteken, melanocitdkon, a hasnyadlmirigy béta sejtjein,

keratinocitakon, gyomorban, vékony-és vastagbél szoveteiben, valamint méhben is [5], [6].

Endometri6zis eredetli kronikus kismedencei fajdalomban emelkedett extranerudlis TRPAT és
TRPV1 expresszidja figyelhetd meg a peritobneumban, illetve emelkedett TRPV1 mRNS szint
detektalhat6 ektopias endometrium sejtekben. Human embrionalis dssejtekbdl differencialtatott
szenzoros neuronokban 17-f osztradiol és Osztrogénreceptor-p-szelektiv 2,3-bisz(4-hydroxi-
fenil)-propionitril hatasara TRPV1 expresszio-novekedés kovetkezik be, amely a receptor
Osztrogénfliggd expresszidjat igazolja [6]. A TRPV1 expresszido 0Osztrogénfiiggése
magyarazatul szolgdlhat az endometriozis kezelése sordn alkalmazott, hormonszupressziot

kovetd tliinetcsokkenésre endometridzis-asszocialt kismedencei fajdalomban.



2. A makrofag migraciot gatlé faktor (MIF)

Felfedezésekor a makrofag migraciot gatld faktor (MIF) volt az elsd, in vivo kisérletekkel
bizonyitottan nem immunglobulin szerkezetli immunmediator [7], amely nemcsak migracio
MIF gyulladas soran betoltott szerepe igen sokrétli, egyrészt receptor-medialt mddon
szabalyoz, masrészt endocitozissal a sejtbe jutva fejti ki sokrétii hatasat. A MIF-nek szdmos
betegség patogenezisében tulajdonitanak szerepet: endotoxémia ¢és exotoxémia,
transzplantatum kilokédés, gyulladasos bélbetegség, emellett szerepet jatszik az ez
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megbizhat6 biomarkere [9], [10].

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

A TRPV1 és TRPAI expresszalo szenzoros érzdideg-végzddésekbdl aktivaciot kdvetden a
szamos mediator szabadul fel, ezek koziil kiilon kiemelendd a PACAP. Vizsgalataink masik
fokuszaba ez a neuropeptid keriilt, mivel alapvetéen gyulladdscsokkentd, neuroprotektiv
funkcioirdl ismert, de a gyulladas, fajdalomkeletkezeés iranyaba is komplex modon szabélyozza
a patofiziologiai folyamatokat. A PACAP a szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis peptid
(VIP) peptidcsalad legkonzervaltabb tagja, amely mlésokben kétféle biologiai formaban van
jelen: az 0sszes PACAP mintegy 90%-at adja a PACAP 1-38, mig a PACAP 1-27 fragmens
kisebb mennyiségben van jelen [11]. A PACAP receptorai széles korben eléfordulnak a
szervezetben [12], [13], ezen tilmenden a szervezet nem-sejtes kompartmentjeiben is jelen van,
amely arra utal, hogy a peptid szamos élettani és kortani folyamatot befolyasolhat. A PACAP
€s az agyi eredetli neurotrofikus faktor (BDNF) kozotti kapcsolat jol dokumentalt tény, kérgi
neuronokban és asztrocitakban a PACAP fokozza a BDNF expressziojat [14]. A BDNF a
neurotrofin csalad tagja, elsddlegesen az idegsejtek differencialéddsaban és novekedésében
jatszik szerepet, multifunkcionalis novekedési faktor jellegiikb6l adoédoan szamos periférian
zajlo folyamatban is érintettek. Egy friss tanulmany a BDNF laktacio-dependens expressziojat
ija le juhok emldjében, ahol a BDNF-et, mint parakrin/ autokrin jelet az emldallomany
hormonalis stimulacidinak eszkdzeként, €s a mikrokdrnyezet kialakitasaban résztvevo

kulcsfontossagu faktorként emliti [15].



CELKITUZESEK

Kutatdmunkam altalanos célkitiizései a kovetkez6k voltak:

1) A TRPAL1 és TRPV1 receptorok, valamint a MIF expressziojanak és hormonfiiggo
regulaciojanak vizsgalata patkany endometriumban

A TRPA1 és TRPV1 receptorokat kimutattdk human eutopias és ektopias endometriumban,
regulacidjuk ¢és funkcidjuk azonban nem ismert. Ezen tulmenden a ndéi nemi hormonok
szintjének e receptorokra kifejtett hatasat illetben nem 4llnak rendelkezésre adatok.
Allatmodellek segitségével lehetéségiink nyilik a szexualis érés soran bekovetkezd valtozasok
preciz feltérképezésére, az Gsztrogén és gesztagén hatasok tisztazasara. Célul tiztiik ki ezért a
TRPA1/V1 receptorok expresszidjanak vizsgalatast mRNS ¢és fehérjeszinten, valamint

hormonfiiggd valtozasaik feltérképezését a MIF-el 6sszehasonlitva patkdny endometriumban.

2) A TRPAL1 és TRPV1 receptorok vizsgalata DIE-ban
A megfigyelt hormonfiiggé TRPA1 é TRPV1 expresszid-fokozodas fényében felmertilt
benniink a kérdés, hogy milyen expresszids mintdzatot mutatnak a vizsgalt receptorok
endometridzisban, illetve hogy milyen klinikai paraméterekkel allnak Osszefiiggésben. Ezt a
klinikai témat célzo vizsgalatunkat a Pécsi Tudomanyegyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinik4javal egytittmiikddve, Dr. Bohonyi Noémivel kozdsen végeztiik. Vizsgalataink soran a
laboratoriumi kisérletek tervezését, a vizsgalt gének expresszidjanak meghatarozasat,
immunhisztokémiai vizsgalatokat jomagam, mig Bohonyi Noémi az orvosi csapat tagjaként a

klinikai mintak gytijtését, valamint a klinikai-és fajdalomparaméterek meghatarozasat végezte.

3) A PACAP meghatarozasa juhok emléjében és tejében, valamint plazmajaban
Szamos tanulmany adatait alapul véve egyértelmiivé valt, hogy a PACAP és receptorai
megtalalhatoak mind human, mind gazdasagi allatok eml&jében és tejében egyarant. Eletkor
fliggd expresszios mintazatukkal, valamint a szopast koveté PACAP koncentracio valtozassal
kapcsolatban irodalmi adatok nem ismertek. PhD kutatdsom e részében célul tiiztiik ki a) a
plazma PACAP koncentracid Osszehasonlitdsat ndstény juhokban, 3 korcsoportban (barany,
fiatal felnétt és idos egyedek); ¢) a PACAP mRNS-és fehérjeszintii vizsgalatat a fenti harom
korcsoport emlémintaiban; d) a PACI receptor, a VIP, valamint a BDNF génexpresszios
szinten torténé meghatarozasat emlémintakban, hogy a PACAP szignalizaciojahoz és

funkcionalis jelentdségéhez kozelebb jussunk.



KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Mintagyijtés

1.1. Patkany mintak gyiijtése, alkalmazott kezelések
Vizsgalataink soran 4 hetes ivaréretlen, valamint 4 hodnapos ivarérett ndstény Wistar
patkanyokat hasznaltunk. A patkanyok tartisa a PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai
Intézetének Allathazaban, 24-25 °C-on, standard ragcsalo tappal és viz ad libitum
fogyasztasaval, 12 oOras sotét ciklusban tortént. Etikai engedélyszam: BA02/2000-11/2011.
Mindkét korcsoportbol 5-5 egyededet méhviaszban oldott és nyakbdr ala beiiltetett, 100 pg
szintetikus 0sztrogén analdg dietilstilbosztrolt (DES) tartalmazé implantatummal kezeltiik 10
napon at (DES felszabadulas: ~2 pg/nap). Tovabbi 5-5 patkany 2 mg szezamolajban oldott
progeszteront kapott subcutan (s.c.) adassal 3 egymast kdveté napon at. Kombinalt kezelés
soran tovabbi 5-5 egyed a DES implantaciot kdvetéen progeszteron kezelésben [16]. Az
ivarérett ndstények egy csoportjaban (n=5) ovariektomiat végeztiink, a csokkent nemi hormon
szintjének tanulmanyozasa érdekében. Kontrollként placebo kezelt (méhviasz implantatum

aktiv hatéanyag nélkiil, n=5) allatokat hasznaltunk.

1.2. Klinikai mintak gyiijtése, vizsgalati csoportok
A klinikai mintdk gytijtését Dr. Bohonyi Noémi végezte a PTE KK Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinikan. A klinikai aspektusok bemutatasa az 6 PhD értekezésének része, jelen dolgozatban
csak a molekularis eredmények értelmezéséhez sziikséges legfontosabb betegadatokat
ismertetem. A human mitéti mintak 28 betegt6l (kor: 18-45 év) szarmaztak, akik 2013 és 2014
kozott alltak korhazi ellatas alatt kronikus dysmenorrhea (DM) vagy csokkent fertilitas
(szubfertilitas) miatt. Etikai engedélyszam: 5816.

Az altalunk kialakitott vizsgalati csoportok felosztasa a kovetkezd: autolog endometrium
[endometriozisos betegek eutdpids endometriuma (n=7)], mélyen infiltralé endometriozis
(DIE) 1€zi6bol szarmazod ektopias endometrium (n=15), egészséges szigmabél fal minta a
mitéti rezekcids sz€Itél 5 cm-re (n=15), DM-betegek endometriuma [negativ kontroll (n=7)],
nem-endometriozis eredetli infertilitas miatt kezelt betegek endometriuma [négyodgyaszati
kontroll (n=6)].

1.3. Juh mintak gyiijtése, vizsgalati csoportok
Vizsgalataink soran az 6shonos cigaja juhfajta plazma-, tej-és emlémintait hasznaltuk. A juhok

ugyanarrdl a tenyésztoteleprél szarmaztak, takarmanyozasuk ad libitum tortént. Az allatok



hizlalasa egy istalloban, kiscsoportos, mélyalmos tartastechnologidban valosult meg. Etikai

engedélyszam: 28/2012 DE MAB.

A felhasznalt allatokbdl az alabbi kisérleti csoportokat alakitottuk Kki:

1. A szopassal Osszefiiggésben vizsgalt PACAP38 immunreaktivitas (PACAP38-IR)
meghatarozasahoz sziikséges vérmintdkat 3 honapos szopds baranyok (n=9) nyaki
vénajabol vettiik szopas elott (t=0) és szopas utan 1 (t=1 h), illetve 2 éraval (t=2 h).
Osszehasonlitasként a baranyok anyjanak nyaki-és eml&vénajabol vért vettiink, illetve
tejmintat gyiijtottiink (n=8).

PACAP (mRNS és fehérje), VIP ¢s BDNF mRNS szintli analizisét 3 korcsoportban

[barany, fiatal és idOs egyed (n=4/ csoport)] végeztiik el az 4llatok emldmintaiban.

Vérmintak gyiijtése

Mintavétel el6tt az érintett borfelszint minden esetben fert6tlenitettiik. A mintakat EDTA-t, (18
mg) ¢és Trasylol™-t (1200 U) tartalmaz6 hideg vérvételi csovekbe gyujtottik, majd
centrifugalast kovetden (200 g 10 percig, majd 2500 g 10 percig, 4°C-on) a feliiliszot (plazma)

elvalasztottuk és felhasznaldsig -80°C-on taroltuk.

Tejmintak gyiijtése

A vizsgalt baranyok anyajuhaibdl szarmazd tejmintdk esetében, a mintagylijtést reggel
végeztilk, mindegyik anyadllattol hiitott centrifugacsévekbe 25 ml tejmintat vettiink. A
mintakat mintavétel utan azonnal -80°C-ra helyeztiik. A PACAP38-LI cirkadidn valtozasainak
feltérképezése érdekében 4 anyaallatbol tovabbi tejmintdkat gyljtottonk (5 ml/ allat/ idépont)
az elobbiekben részletezett médon, a kovetkezé idépontokban: 04:00, 08:00, 12:00, 16:00,
20:00 és 24:00.

Szoveti mintavétel

allatok ledlése az Europai Unié Tanacsa 4ltal elrendelt, az allatok védelmérdl és kiméletérdl
sz610, 1993. december 22-1 93/119/EK szabalyait kdvetve tortént. Az allatok mindegyikétdl a
nyaki vénabol 10 ml vérmintat vettiink, illetve 1-1 cm® emld- (mirigyes komponens) és uterus

mintat.

2. Primer uterus sejttenyészet és az alkalmazott in vitro kezelések
A primer uterus sejtenyészet elkészitéséhez 4 hetes ivaréretlen ndstény patkanyokat

hasznaltunk. A tenyészet egy részét a 7. napon 18 oran at inkubaltuk 200 pM ERa szelektiv 17
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B-osztradiolllal [17], illetve 200 pM DES-sel. A kezelt sejteken receptor aktivacios vizsgalatot
végeztiink intracellularis kalciummeérés segitségével, majd mérés utan a sejteket 600 pul RNA-
Later oldatban vettiik fel a génexpresszids vizsgalatok elvégzésének céljabol. A felsorolt
kisérleti beallitasokon kiviil DES eldkezelt ¢és placebo kezelt 4 honapos ndstény patkdnyok
felhasznalasaval is készitettiink a fentebb részletezett modon primer uterus sejtkultarat. Egy hét
elteltével a szubkonfluens sejttenyészetet 24 oOran at kezeltik 1 pg/ul MIF-el, 330 nM
kapszaicinnel illetve 3,3 mM formalinnal, majd valds idejii polimeraz lancreakcidé (qPCR)
segitségével meghataroztuk a TRPA1, TRPV1, indukalhaté nitrogén-monoxid szintdz (iNOS)

valamint az 1l-1PB génexpresszidjat.

3. mRNS expresszié vizsgalata

Az RNS izolalast RNA-Later-ben tarolt mintakbol végeztiik 1 ml TRI-reagensben (Molecular
Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA), a gyartd utasitasainak megfeleléen. DNaz I
emésztést kovetden, 1 ug tisztitott RNS—bdl (patkany uterus sejttenyészet esetében 5 ng RNS
atirasa tortént) cDNS-t szintetizaltunk reverz-transzkripcios PCR segitségével (RT-PCR). A
cDNS mintdkbol a célgének relativ expressziojat Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) qPCR késziilékkel hataroztuk meg. A mérést minden esetben 20 ul
reakcid térfogatban, 20 ng cDNS, 1x Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), és 0,3 uM primer koncentracié alkalmazasaval
hajtottuk végre. A mintdk mérése minden esetben harom technikai ismétlésben tortént,
referenciagénként patkany endometrium mintdk €s patkany uterus primer sejtkultira esetében
esetében a peptidil-prolil-izomeraz A-t, human endometridzis vizsgalatahoz riboszomalis
fehérje L29-et, a juh emld mintdk analiziséhez pedig B-aktint hasznaltunk. A mérés soran
végrehajtott disszociacios gorbe analizis az amplifikacids reakcid specifikussagat igazolta. A

génexpresszio mértékét a AACt metodus szerint szamitottuk [18].

4. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgéalatainkat paraffinba agyazott szovetmintakbol 4 pm vastagsagu
metszeteken végeztiik. Patkany uterus mintak esetében a metszeteket 1:1000-es higitasban nyul
poliklonalis anti-TRPV1, (Neuromics, Edina, MN, USA), anti-TRPA1 (Abcam, Cambridge,
UK) és anti-MIF (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) antitesttel inkubaltuk. Human Kklinikai
mintak esetében majd a metszeteket anti- TRPV1 (GP14100, Neuromics, Edina, MN, USA) és
anti- TRPA1 (ab68847, Abcam, Cambridge, UK) elsddleges antitesttel inkubaltuk. Az
immunhisztokémiai reakciokat mindkét esetben 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmazo

diamino-benzidin (DAB) oldattal tettiik lathatova, hattérfestést hematoxilinnel végeztiink. A
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szovettani metszetekrdl nagyfelbontasi kameraval (Olympus BXS51) digitalis képeket
készitettiink.

5. Intracellularis kalciumion-bearamlas mérése fluoereszcens médszerrel

A mérés a fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM) fluoreszcens kalcium-indikator festék
kalciumion megkdtd képességén alapul, amely alkalmas szabad kalciumionok megkdtésére. A
Ca?*-t kotott fluoreszeens festék abszorpcidés maximuma (340 nm) eltér a Ca?*-t nem kotott
formatol (380 nm), igy a két hullamhosszon vald gerjesztést kovetden az emittalt fény
intenzitasanak hanyadosabol az intracellularis Ca?* szint meghatarozhat6. A festékkel toltott
endometrium sejteket tartalmazo tiveglemezt specialis mérokadban, fluoreszcens mikroszkop
(Olympus BX50WI) segitségével vizsgaltuk. A TRPV1 esetében 330 nM kapszaicinnel, a
TRPA1 esetében pedig 3,3 mM formalin adasaval valtottunk ki receptor aktivéaciot. A sejtek

életképességét 50 mM KCl oldat dramoltatasaval ellendriztiik.

6. PACAP radioimmunoassay (RI1A)

A PACAP38- IR meghatarozasat plazméban és emlémintdkban PACAP38 specifikus, szenzitiv
gorbe segitségével szamitottuk [19], [20]. Az ,,ab 35342” PACAP38 antiszérumot (Abcam,
Cambridge, UK) juhok immunizalasaval, szintetikus peptid segitségével allitottak eld, amely a
PACAP 14 aminosav hosszisagii C-terminalis fragmensére specifikus. A RIA standard
eldallitasahoz 8-2000 fmol/ ml koncentracioban szintetikus PACAP peptidet hasznaltunk. Vér
esetében a PACAP38 tartalom megallapitasahoz 2 ml plazmat, tej esetében 1 ml nativ tej mintat,
emlomintdknal pedig 280 mg szovetet hasznaltunk fel. Az ellenanyaghoz kotott radioaktivitas
értékek alapjan a kalibracios gorbe segitségével allapitottuk meg az ismeretlen mintahoz tartozé

PACAP38- IR-t.

7. VIP kimutatasa enzimmel kotott immunszorbens modszer segitségével (ELISA)

A VIP kocentraci6 mértékét baranyok plazmdjdban a szopdssal Osszefliggésben illetve
anyajuhok plazma és tejmintdiban specifikus ELISA modszer segitségével hataroztuk meg
gyarto utasitdsainak megfelelden (Sincere™, Sincere Co., Beijing, Kina). Az alkalmazott kit
detektalasi tartomanya 7,8- 500 pg/ml, az essz¢ érzékenysége <2,0 pg/ml. A mérést két
technikai ismétlésben végeztiik el, a 450 nm-hez tartozd optikai denzitast Multiskan RC
microplate reader (Labsystems, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével

crer

a standard higitasi sor alapjan készitett kalibracids gorbe segitségével hataroztuk meg.



EREDMENYEK

1. A TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak, valamint a MIF jelenléte és osztrogén kezelés
hatasara bekovetkez6 expresszio-valtozasa patkany endometriumban

A TRPAI1 receptor esetében DES kezelés hatdsara szignifikans, 2,5-szeres génexpresszio-
emelkedést mértlink ivaréretlen, ¢&s 8-szoros fokozodast ivaréretlen patkanyok
endometriumaban. A progeszteronkezelés onmagaban nem volt hatassal a TRPA1 expressziora,
s6t DES-sel kombinalt alkalmazasat kovetéen a DES expressziot fokozd hatds elmaradédsat
tapasztaltuk. A TRPVI1 receptor esetében is markans, 5-szO6rds expresszio-fokozodast
tapasztaltunk ivaréretlen, és ~ 6,8-7-szeres emelkedést ivarérett patkanyok endometriumaban.
Progeszteronkezelést kovetéen a TRPV1 expresszioban nem detektaltunk a kontrolltol eltérd
valtozast. DES-sel kombindlva ez esetben is elmaradt az dsztrogén analdg vegyiilet hatasara
bekovetkezd génexpresszid emelkedés. A TRPA1 esetében tapasztaltakkal azonos moédon sem
az ovariektomizalt, sem az almitott csoportban nem mértiink szignifikans expresszio-
novekedést. A MIF esetében DES kezelés hatasara kismértéki, szignifikdns génexpresszio-
fokozodast mértiink, amely ivaréretlen patkanyok esetében 2,5-szeres, ivarérettekben 1,5-
szOr0s volt. Progeszteronnal kombinalt adas esetén ez a novekedés a MIF esetében is elmaradt.
A progeszteron kezelés dnmagaban illetve az ovariektomia nem okozott expresszio novekedést

(statisztika: egy utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).

1. 2. A TRPA1/V1 és MIF génexpressziéjanak valtozasa in vitro DES kezelés hatasara
endometrium sejtkultiraban

DES inkubaci6 hatasdra a TRPA1l receptor mRNS mennyisége 10-szeresére, a TRPV1
receptoré 17-szeresére, a MIF-¢ pedig 5-szor0sére emelkedett a sejtekben. A szintén 200pM
¢s a MIF esetében nem detektaltunk génexpresszio-valtozast, mig a TRPV1 mRNS mennysége

5-sz0rosére emelkedett a sejtekben (statisztika: egy utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).

1. 3. A TRPA1/V1 és MIF fehérje lokalizacidja és hormonfiiggé novekedése patkany
endometriumban

Kezeletlen 4 hetes allatokban minimalis TRPA1 immunpozitivitdas detektdlhatd az epitél
rétegben. Ez a kismértékii pozitivitds DES-kezelt allatokban emelkedést mutat, a statisztikailag
szignifikans mértéket progeszteronnal kombinaltan éri el. A progeszteron kezelés 6nmagéban
nem befolyasolja a TRPAI1 fehérje expressziojat. Intakt 4 honapos patkdnyok esetében
gyenge/mérsékelt TRPA1 fehérje expressziot detektaltunk, amely foként az epitél rétegre
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illetve a mirigyek teriiletére lokalizalodott, sztromalis sejtek esetében elszort jelolodés volt
megfigyelheté. A DES-, progeszteron és a kombinalt kezelés, valamint az ovariektomia is
szignifikans expresszid-fokozddast eredményezett az epitéliumban és a mirigyek kdrnyékén.
Ivaréretlen allatokban esetében a TRPVI1 immunpozitivitds mértéke szignifikansan
megemelkedett DES-kezelés wutdn a sztromaban ¢és a mirigyekben, emellett a
progeszteronkezelés is szignifikans expresszio-fokozodast eredményezett. DES-sel
kombinalva szignifikdns valtozast nem tapasztaltunk. A TRPV1 receptor tekintetében, a 4
honapos patkdnyokban gyenge immunpozitivitast detektaltunk elsdédlegesen a sztromaban ¢€s a
mirigyek kozelében a kontroll csoportban. A DES-valamint a progeszteron kezelés dnmagaban
fokozta a TRPV1 expressziojat, kombinacioban adva a szignifikans emelkedést azonban nem

mértiink. Az ovariektomia nem volt hatdssal a TRPV1 fehérje mennyiségére.

Ivaréretlen egyedek esetében, kontroll allatokban moderalt immunpozitivitast figyeltiink meg.
DES kezelés hatasara emelkedett MIF expressziot detektaltunk az epitél rétegben €s a kornyezo
sztromaban is. A statisztikailag szignifikdns értéket progeszteron és kombinalt kezelést
kovetoen detektaltuk. lvarérett allatokban, MIF immunreaktivitds tekintetében mérsékelt
pozitivitast detektaltunk a kontroll csoportban. DES- illetve progeszteron-kezelést koveten
kismértékli fokozddast tapasztaltunk az epitéliumban valamint a sztrémaban. Statisztikailag
szignifikans fokozodast a progeszteron kezelés hatasara mértiink, amely a fokalis epitélrétegre
koncentralodott (statisztika: Kruskall-Wallis tobbszoros dsszehasonlitd proba, Dunn post-hoc

teszt).

1. 4. A TRPA1/V1 funkcionalis vizsgalata patkany primer uterus sejtkultaraban

Mind a TRPA1 agonista formalin (3,3 mM), mind pedig a TRPV1 aktivator kapszaicin (330
nM) Ca?*-bearamlast eredményezett az endometrium sejtekbe, amely bizonyitja, hogy a sejtek
felszinén funkciondlis receptorok talalhatok. A valaszad6 sejtek ardnya a TRPV1 aktivacio
soran 10,84% (4 valaszado sejt 37-bol), TRPA1 esetében pedig 13,5% (5 valaszado sejt 37-bol)
volt. A kapszaicin azonnali valaszt valtott ki, amely 2 perc mosasi 1épés utan is megismételhetd

volt. Formalin aktivacié sordn 30-60 masodperc latenciaid6 utan detektaltunk kalciumjelet.

1. 5. TRPA1/V1 receptoraktivaci6 hatiasa az IL1-p és iINOS génexpressziora
endometriumsejtekben
TRPV1 agonista kapszaicin hatdsdra az iNOS génexpresszidja 15-szorosére, az IL-1B
expresszidja pedig 10-szeresére emelkedett endometrium sejtekben. A TRPAL agonista
formalin kezelést kovetden mindkét gén esetében koriilbeliil 10-szeres expresszidfokozodast
tapasztaltunk (statisztika: egy utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).
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1. 6. TRPA1/V1 expresszionovekedése primer uterus sejtkultirajaban MIF Kkezelést
kovetéen

MIF kezelést kovetden a TRPA1 génexpresszidja kb. 3-szorosasa emelkedett a primer uterus
sejtekben, amely DES el6kezelt allatok uterus sejtjeiben fokozottabban jelentkezett (~10-szeres
novekedés). A TRPV1 receptor esetében a sejtek MIF-fel torténé kezelése 6nmagaban nem
okozott valtozast a génexpresszioban. DES-elokezelt patkanyok uterus sejtjeiben ~2,5-sz6ros
expresszio-fokozodast tapasztaltunk az olddszerrel kezeltekhez viszonyitva (Statisztika: egy

utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).

2. A TRPA1 és TRPV1 receptorok expresszioja DIE-ban

2.1. A TRPA1/V1 mRNS expresszio-fokozodasa DIE 1ézioban

Mind a TRPA1, mind a TRPV1 receptort detektaltuk mRNS és fehérjeszinten is normal humén
endometriumban. Rectosigmoid DIE 1ézidban szignifikans, 5-6-szoros TRPA1 mMRNS
expresszio-novekedést mértiink az eutép endometriumhoz hasonlitva. A TRPV1 receptor
szintén szignifikans, 2-szeres génexpresszid-novekedeést mutatott a DIE 1ézidkban, ezen kiviil
autolog eutdpias endometrium mintakban is emelkedett expressziot mértiink. A rectoszigmoid
bélfal és a DM betegekbdl szarmazo endometrium minta sem TRPA1 sem pedig TRPV1 mRNS
expresszio tekintetében nem mutatott eltérést az egészséges mintakhoz képest (statisztika:

Mann-Whitney U-teszt).

2.2. A TRPA1 és TRPV1 fehérje lokalizacidja és emelkedése DIE mintakban

Egészséges endometriumban elszort TRPA1/V1 immunpozitivitas detektalhato a sztromalis és
epitél sejtekben. DIE mintdkban erdteljes intracellularis TRPA1 és TRPV1 expressziot
detektaltunk mindkét kompartmentben, emellett a normal endometriumhoz hasonléan a
glanduléris epitéliumban talalhaté erdteljesen festddés. Az immunhisztokémiai metszetek
szemikvantitativ analizise soran emelkedett TRPA1 immunpozitivitast detektaltunk a DIE
1ézi0k epitelidlis teriiletein, emellett kiilonbséget mértiink DIE 1€zidk stromalis és epitelialis
kompartmentjei kozott is. A TRPV1 receptor esetében markans, kortilbeliil 10-szeres fehérje
expresszio-fokozodast detektaltunk az epitéliumban, a sztromalis komponens tekintetében
pedig 5-szoros emelkedést detektaltunk. A TRPAL-hez hasonléan, a DIE mintakon beliil az
epitelialis TRPV1 expresszio szignifikansan emelkedettebb volt, mint a sztromalis (statisztika:

egy utas ANOVA, Bonferroni 6sszehasonlitas).
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2.3. A TRPA1/V1 immunpozitivitas korrelacioja DIE-asszocialt klinikai paraméterekkel

A DIE-asszocialt fajjdalomparaméterek tekintetében erds pozitiv korrelaciot detektaltunk a DM
sulyossaga ¢és a stromalis TRPA1 ¢és TRPV1 immunpozitivitds emelkedése kozott. A
dyspareunia stlyossaga szintén pozitiv korrelacidban allt az ektopias endometriumsejtek és
peritonealis makrofagok TRPV1 pozitivitdsanak emelkedésével. Az epitelalis TRPAI1 és a
stromalis TRPV1 expresszid-fokozodas erds korrelaciot mutatott a dyschezia sulyossagaval

(statisztika: Pearson illetve Spearmann korrelacios koefficiens).

3. A PACAP vizsgalata juh eml6-és tejmintikban, valamint szopdés baranyok

plazmajaban

3.1. PACAP38-IR juh plazméaban, és baranyokban torténé emelkedése szopas utan

A specifikus RIA technikdval mért PACAP38 koncentracidja baranyokban szopas eldtt 20
fmol/ml volt. Ez a peptidkoncentraci6 a szopast kovetden egy oraval szignifikansan, kb. 1,5-
szeresére emelkedett, majd szopds utan 2 oraval visszatért a kiindulasi értékhez. A PACAP38-
IR mértéke juh tejmintakban nagysagrendekkel, kb. 10-szer nagyobb volt, mint ugyanazon
tejeld anyak nyaki vénajabol vett vérmintdiban. A nyaki és emlévénabol vett vérmintdk
PACAP38 koncentréacioi kozott nem detektaltunk kiilonbséget. A nap kiillonbozo idépontjaiban
vett tejmintak eredményeibdl kitlinik, hogy a tejben 1évé PACAP mennyisége fliggetlen a
diurnalis ciklustol (statisztika: egy utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).

3.2. APACAP mRNS-és fehérje expresszidjanak valtozasai juhemloben

A kiilonboz6 korcsoportokban a PACAP génexpresszid tekintetében nem detektaltunk
szignifikans eltérést. A PACAP fehérje expresszidja 3 éves juhokban szignifikdnsan, 3-
szorosara emelkedett a baranyokhoz képest, illetve magasabb értéket mutatott idds allatokban
is. Ebben a csoportban az egyes egyedek koncentracio értékei nagyobb varianciat mutattak

(statisztika: Mann-Whitney U-teszt).

3.3. A VIP expressziojanak vizsgalata juh emlében, illetve plazma-és tejmintakban

A vizsgalt emlémintakban a PACAP-pal rokon VIP peptid mRNS expresszidjat az alkalmazott
primerek segitségével a pozitiv kontrollként alkalmazott uterus mintdkkal ellentétben egyik
korcsoport esetében sem tudtuk kimutatni. Baranyok plazmamintaiban a szopas el6tt

kozvetleniil ~20 pg/ml VIP-et detektaltunk. Ez az érték a szopast kdvetden egyik idépontban
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sem valtozott szignifikdnsan. Anyajuhok tejsavojaban a PACAP-hoz hasonldan, szignifikansan
magasabb VIP koncentraciot mértiink a tégy, illetve nyaki véndhoz hasonlitva. A plazma VIP
koncentracidja az életkorral nem valtozik, hasonl6 értékeket detektaltunk baranyok, valamint

fiatal feln6tt és id6s egyedek esetében is (statisztika: egy utas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt).

3.4. A PACI1 receptor és a BDNF génexpresszidjanak vizsgalata emlében

A PAC1 receptor génexpresszidja nem mutatott szignifikans eltérést egyik korcsoportban sem.
A korcsoportok koziil a 10 éves allatokban detektaltuk a legmagasabb PAC1 mRNS szintet. A
BDNF génexpresszidja az életkor eldrehaladtival fokozatosan csokken, 3 éves allatok
emlémintaiban a baranyokhoz képest 30%-os, 10 éves allatokban pedig mintegy 60%-0S
génexpresszio-csokkenést detektaltunk (statisztika: Mann-Whitney U-teszt).
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MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Munkank elsd részében bemutatott eredményeink az elsé bizonyitékot szolgaltatjak a TRPAL
receptor mRNS expressziojara patkany endometriumban, valamint a TRPA1 és TRPVV1
receptorok expresszido ndovekedésére szintetikus Osztrogén analdg vegylilet hatasara a MIF-fel
korrelacidban. A megfigyelt, 6sztrogén-indukalt TRPA1/V1 és MIF mRNS- novekedés alapjan
feltételezziik, hogy mind a receptorok, mind pedig a MIF részt vesznek a normal endometrium
funkciok kialakitadsaban a reprodukcids ciklus sordn. Jelen eredményeink hozzajarulhatnak
patologias, gyulladassal és fajdalommal jaré négyogyaszati korképek jobb megértéséhez [21],
[22]. Primer uterus sejtkulturan végzett receptor aktivacios vizsgalat segitségével bizonyitottuk,
hogy a receptorok funkcionalis allapotban vannak jelen az endometrium sejtek felszinén. A
TRPAL1 agonista formalin [23] és TRPV1 agonista kapszaicin el6kezelt sejtekben emelkedett
iINOS ¢és IL-1pB expresszié novekedést detektaltunk, amely szintén a receptorok nem-neuralis
aktivaciojahoz kothetd. E mediatorok a ciklus soran feltételezhetden részt vesznek az
endometrium lokalis szabalyozasaban, ezen beliil az NO-kozvetitett vazodilatacidoban, valamint
az ovulacio, terhesség és decidualizacio soran [24]. Kisérleteink soran a MIF kezelés novelte
mind a TRPAI, mind a TRPVI relativ génexpressziojat endometrium sejteken, valamint
kimutattuk, hogy ebben a rendszerben a DES szinergista mdédon hat. A progeszteron a
receptorok mRNS szintjét nem valtoztatta meg, fehérjeszinten azonban megnodvelte azt
ivaréretlen és ivarérett ndstény patkdnyokban. Ez a hatas valdszinilileg a progeszteron 2-
adrenerg receptor modulalé tulajdonsaganak kovetkezménye, amely indirekt modon képes a
TRPV1 jelatvitel befolydsolasara. Eredményeink alapjan valdsziniisithetjiikk, hogy az
endometrium sejtek a hatsé gyoki ganglion sejtekhez hasonldan 6sztrogén-fiiggd expresszios
mintazattal rendelkeznek. A TRP receptorok szerepet jatszhatnak egyes Osztrogén hatasra
aktivalodo jelatviteli utvonalak miikddésében. A tobbi kation csatornahoz hasonldan a
TRPA1/V1 receptorok barrier molekulaként részt vehetnek a homeosztazis fenntartasdban, a
Ca?" jelatvitelben, a sejtosztodasban és differencidcioban, szabalyozhatjak az endometrium
véalaszkészségét, az embrid implanticiot valamint szenzoros ideg-immun interakcidkat

kozvetithetnek [4].

A vizsgélataink soran nyert eredmények illeszkednek a tovabbiakban human mélyen infiltralo
endometriozis mintdkon kapott megfigyelésekhez és mas irodalmi adatokhoz. Az
endometriozis soran detektdlhatd emelkedett Osztrogénszint hatdsai miatt a két teriilet

Osszekapcsolhaté egymassal. A TRPAI1- és TRPV1 expresszald6 nem-neurdlis endometrium
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sejtek  valdsziniileg Osztrogén mediadlt szenzoros, szekrétoros, gyulladaskelté és

fajdalomkozvetitd szereppel birnak patologids koriilmények kdzott.

Ertekezésem masodik részében bemutatott eredményeink szolgaltatjak az elsd
bizonyitékot a TRPAI receptor jelenlétére normal huméan endometriumban és a TRPA1 és
TRPV1 receptorok expresszido-emelkedésére DIE 1éziokban. Az endometridzisra jellemzd
viszonylag magas prevalencia, az érintett betegek rossz ¢letmindsége €s fertilitasi problémai
hivjak fel a tudoméanyos kozosség figyelmét a korképre. A lokalis gyulladésos folyamatok
kulcsfontossagi szerepet jatszanak az endometridzissal Osszefiiggd kronikus fajdalom
patogenezisében, melynek kialakulasaért szamos pro-inflammatérikus molekula felelés. A TRP
receptorokat expresszalo idegi struktirak nemcsak afferens funkciokkal rendelkeznek, hanem
vazoaktiv, pro-és anti-inflammatoérikus neuropeptidek felszabaditasara is képesek [1].
Vizsgalataink sordn emelkedett TRPA1 ¢és TRPVI génexpresziot figyeltink meg
endometridzisos betegek eutdpias endometriumaban, amely eredmények Osszhangban allnak
egyeb kutatasi eredményekkel, melyek soran a TRPV1 expresszi6 lokalis emelkedését figyelték
meg endometridzis 1éziokban. A detektalt TRPA1 és TRPV1 fehérje expresszio-ndvekedés a
rectoszigmoid DIE 1éziok sztromalis és epitél rétegeiben a receptorok szenzoros funkcidinak
meglétét feltételezik. Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald azt a hipotézist, miszerint a TRPV1
expresszalo idegvégzodeések kulcsszerepet toltenek be az endometriozissal 0sszefliggod alhasi
fajdalom kialakulasaban. Peritonedlis endometridzisban a TRP receptorok interferadlhatnak a
gyulladasos peritonedlis kornyezettel, igy novelve a betegek fajdalomérzetét és eldsegitve a
kronikus fajdalom létrejottét. A nem-neurdlis TRPV1 receptort a neuralisnal alacsonyabb

aktivacios kiiszob jellemzi, farmakologiai aktivacidjuk hatisara a sejtekbdl NO és IL-1p

crer

crer

TRPV1 szenzitizacidja is bekovetkezhet, amely gyulladasos korfolyamatot indukal [25]. Az
idegvégzddéseken taldlhato TRPA1 és TRPV1 kozott lejatszodd keresztaktivacid és a nem-
neuralis receptorok aktivalodasa periférias szenzitizacio és nocicepcio kialakulasahoz vezet [4].
A kialakuld hosszantartd periférias szenzitizacid olyan kdzponti idegrendszeri valtozasokat
indukal, amely magyardzatul szolgal a betegek korében tapasztalhatd egyénenként is eltérd
fajdalomérzet valtozatossagara, az endometriozis tipusatol és stlyossagatol fiiggetleniil [26]. A
stromalis TRPA1 és TRPV1 immunreaktivitas korrelaciét mutat a DM sulyossagéval, az

ektopids epitélsejteken és makrofagokon kimutatott TRPV 1 expresszio pedig a dyspareunidval.
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A dyschezia erOssége egyforman korrelal mindkét receptor stromalis és epitélialis
expresszidjaval. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald egy ok-okozati viszony jelenlétét az
endometriozis ¢és a vizsgalt fajdalomparaméterek kozott, amely viszcero-viszceralis
szenzitizacids mechanizmusokra és neurogén komponensekre vezethetd vissza. Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy a DIE lokalisan, a colon TRPA1/V1 expresszald afferenseinek
szenzitiacidja révén neuropeptidek (P-anyag, CGRP) felszabadulasat eredményezi, amely

végll neurogén gyulladas €s perzisztald fajdalom kialakuldsdhoz vezet.

Munkank harmadik részében bemutatott Kkutatasi eredményeink szolgaltatjak az elsd
bizonyitékot a PACAP expressziojara laktalo juhok emldjében, valamint kimutattuk, mig a
peptidcsalad masik tagja, a VIP nem expresszalodik ebben a szovetben. Annak ellenére, hogy
az anyatejbdl az 0jsziilott keringésébe keriil6 PACAP mennyisége nem ismert, szopos baranyok
plazmajaban a szopds utdn egy oOraval emelkedett PACAP koncentraciét mértiink.
Eredményeink a PACAP gyors felszivodasat valosziniisitik, bar a szopas altal kivaltott endogén
PACAP felszabadulasa sem zarhato ki. Tanulményok bizonyitjak, hogy a tehéntej az emberivel
nagyjabol megegyezd mennyiségii PACAP-ot tartalmaz, melynek jelentdsége kiemelten fontos,
tekintve, hogy a forgalomban kaphato tdpszerek tehéntejalapu készitmények. A peptid kérédzd
allatok tejében (szarvasmarha, juh, kecske) a plazmahoz képes tizszeres mennyiségben van
jelen, amely anyajuhok tejében még emelkedettebb a laktacio elsé harom honapjaban [27].
Kiseérleteink soran nem figyeltiink meg cirkadian fiiggé PACAP koncentraciot a tejben és nem
talaltunk kiilonbséget a nyaki-¢s emldévéna PACAP koncentracio értékeiben sem.
Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a tejben mérhetd nagy mennyiségii peptid részben
az emlében 1év6 mirigysejtekbdl, részben pedig az anyai keringésbdl szdrmazhat. Ismert tény,
hogy a PACAP befolyésolja a vaszkularis endotelialis novekedési faktorok szintézisét, emellett
hatassal van szamos citokin és kemokin lokalis expresszidjara is [28].Annak ellenére, hogy a
VIP a prolaktin felszabadulds szabalyozéasan keresztiil kozponti szereppel bir a laktacid
szabalyozéasaban, egy korabbi kozleményt megerdsitve a vizsgalt emlészdvetmintdkban nem
detektaltunk VIP specifikus mRNS-t egyik korcsoportban sem [29]. Vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy a VIP a PACAP-hoz hasonloan nagysagrendekkel magasabb koncentracioban
van jelen a tejben, eredményeinket 6sszegezve tehat feltételezhetjiik, hogy a tejben 1évé VIP az
anyai keringésb0l szdrmazik. A kozponti idegrendszerben a PACAP és a VIP részt vesz a

crcr

szignifikans BDNF expresszio-csokkenést detektaltunk, mig a PACAP expresszio tekintetében
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nem volt kiilonbség. Ez az eredmény a BDNF potencialis szerepére utal az eml6 korai fejlédése
soran, melynek részletes tisztdzdsdhoz, valamint a PACAP és BDNF kozott fennalld
Osszefiiggések felderitésé¢hez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Munkank soran specifikus RIA
technikaval bizonyitottuk, hogy a PACAP nagy mennyiségben ¢és konstans modon van jelen
juhok tejében. Eredményeinket 0sszegezve feltételezziik, hogy a tejben 1évo nagyfoku PACAP
akkumulacié az anyai vérkeringésbol torténd infiltracio és emld peptid termelésének egylittes
kovetkezménye. Valdszintsitjiik, hogy a szopos baranyok plazma PACAP38-IR értékének
novekedése a tejben 1évo PACAP gyors felszivodasanak kovetkeztében alakul ki, fontos
azonban megjegyezni, hogy a baranyokban szopas hatasara bekovetkezé endogén eredetii
PACAP felszabadulasa is lehetséges. Vizsgalataink 0j perspektivat szolgaltatnak a PACAP
szerepének szélesebb korti feltérképezéséhez, illetve a peptid Gjsziilottekben és az emldben

betoltott szerepére vonatkozoan.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES EGYSEGES ERTELMEZESE

1) Kisérleteink soran els6ként bizonyitottuk funkcionalisan aktiv nem-neuralis TRPA1 és
TRPV1 ioncsatornak expressziojat a MIF-fel osszefiiggésben patkany endometriumban.
DES- és MIF kezelések hatasara szignifikans TRPAL1/V1 expresszio-novekedést detektaltunk.
TRPA1 és TRPVI1 agonista kezelés emelkedett gyulladiasos mediator (iNOS és IL-1P)
novekedést eredményezett, amely a vizsgalt ioncsatornak endometriumsejteken at megvaldsulo
jelatvitelét igazolta. Az endometrium sejtek 0sztrogén-fiiggé TRPAL/V1 expressziot mutatnak,
¢s szerepet jatszhatnak 0sztrogén hatasra aktivalodo jelatviteli itvonalak mikddésében, melyek
szenzoros, szekretoros, gyulladaskeltd és fajdalomkozvetitd szereppel birnak patologias

koriilmények kozott.

2) Human egészséges és DIE 1ézio mintakban elsoként irtuk le a TRPA1 és TRPV1
receptorok jelenlétét, valamint Kkimutattuk, hogy a TRPALl ioncsatorna az
endometridzisos mintikban szignifikansan nagyobb mennyiségben van jelen. DIE 1¢zi6 a
béltraktusban mechanikai és kémiai stimulusok révén szenzitizdlhatja a TRPA1 ¢és TRPV1
receptort, amely lokélis neuropeptid felszabadulashoz vezet, ezaltal neurogén gyulladast és

perzisztens fajdalmat idéz eld.

patkany uterus human uterus Az endometriumsejtek Gsztrogénfiiggd
2 9 TRPA1/V1 -expresszioval rendelkeznek.

" ! g

‘xh_./y{)‘
i Hozzdjarulhatnak a gyulladassal és erds

. fajdalommal jare endometriozis
kialakulasahoz, progressziéjahoz.

TRPV1 TRPA1 @
i I | ENDOMETRIUM

DIE-ben a gyulladdsos folyamatok soran
termel6d6  medidtorok (pl. HY,
bradikinin, lipoxigenaz termékek, stb.)
aktivaljak/szenzitizdljzk a TRPA1/V1
_ FUNKCIONALISRETEG ioncsatorndkat az idegvégzodéseken és
az endometriumsejteken.

4

7 A nem-neurdlis és szenzoros TRPAL és
i|» BAZALIS RETEG TRPV1 aktividlddisa révén neurogén
gyulladas és periférids szenzitizacio jon
L létre, amely fokozza a progressziot és a
‘ MIOMETRIUM fjdalmat.
Eredmények osszegzése .. A nem-neurdlis TRPAl és TRPVI ioncsatorndk szerepe patkany és human

endometriumban, valamint mélyen infiltral6 endometridzisban (DIE).
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3) A PACAP konstanst modon van jelen juhok plazmajaban, minden vizsgalt
korcsoportban, koncentraciojat a kor jelentésen nem befolyasolja. Juhtejben
nagysagrendekkel magasabb peptid koncentracié6 mérheté, mint a plazmaban, A tejben
1évd PACAP akkumuldci6 az anyai vérkeringésbdl torténd szekrécid és az emld
peptidtermelésének egyiittes kovetkezménye lehet. Szopos baranyok plazmajaban a szopas utan
1 oraval szignifikans PACAP38-IR novekedés mérhetd, melynek kialakulasa PACAP38 gyors
felszivodasanak és/vagy a pepdig szopas hatasara torténé termelédésének kovetkezménye
lehet. Annak ellenére, hogy a VIP kdzponti szabalyozo szerepe bizonyitott a laktacio soran, az
altalunk vizsgalt kisérletekben az emldszovet és plazmamintdkban nem detektaltunk VIP

expressziot ill. valtozasokat.

| Fehérje és mRNS szinten is kimutathato.

A tejben lévé PACAP az anyai
vérkeringésbo6l és/vagy az emld
mirigysejtjeibol szarmazhat.

Az 1jszilott keringésében a szopas
utin egy oOraval megemelkedett
PACAP koncentracié a tejbdl valo
felszivodas és/vagy a szopas
hatasara bekovetkezé endogén
termel6dés kovetkezménye lehet.

A tejben 1évé PACAP szerepet
jatszhat  az  Gjsziilott  bél-és
idegrendszerének valamint egyéb
szerveinek normalis fejlodésében
és/vagy az emlo proliferaciéjaban.

Eredmények o0sszegzése IL.: Anyajuhok és baranyok plazmdjaban és tejében jelen 1évo

PACAP potencidlis szerepének Osszefoglaldsa.
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