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1.Bevezetés:

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide, PACAP) egy neuropeptid, mely a szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis
polipeptid peptidcsalad tagja. Birka hipotalamuszbdl izolaltak el6észor a  hipofizis
sejtkulturakban kifejtett adenilat cikldz aktivalo hatdsa révén. A szervezet egészében széles
korben elterjedt, jol ismert szamos €lettani hatasa a gasztrointesztinalis traktusban is. A PACAP
¢és receptorainak el6fordulasa, valamint azok funkcidja jol ismert a neuroendokrin és az
intersticialis sejtekben, a myentericus €s submucosus plexusban a gasztrointesztinum egész
hosszaban, valamint a hasnyalmirigyben, epeholyagban, majban. A PACAP-nak szamos,
sokrétli hatasat igazoltdk a gyomor-bél traktus egész teriiletén. Befolyasolja a bélfal motilitasat,
gatolja az intersticialis Cajal-sejtek pacemaker aktivitasat, regulalja a sphincter funkciot,
hatassal van a mirigyszekréciora és a gyomorsav elvalasztasra is. A gyomorban a corpus és a
fundus teriiletén relaxald hatassal bir, emellett PACAP immunoreaktiv rostok talalhatok a
gyomor ereinek faldban is. A PACAP altalanos vazodilatitor hatdsa jol ismert, ez a
vazodilatator hatds a gyomor falaban is érvényesiil. Szamos in vivo és in vitro vizsgalat igazolta
a PACAP Aaltalanos citoprotektiv, antiapoptotikus, antioxidans és antiinflammatérikus védo
hatasat. Ezen hatasait G-protein kapcsolt receptorokon fejti ki, igy a specifikus PAC1, valamint
a VPAC1, VPAC2 receptorokon, mely utobbiakhoz a VIP egyenld affinitassal tud k6tddni. A
bélben a PACAP védo hatasat szamos vizsgalat sordn igazoltdk, igy iszkémia-reperfuzios,
vékonybél transzplantacids és gyulladdsos bélbetegség modellekben. Vékonybél iszkémia
esetén mind az endogén, mind az exogén PACAP védo hatasu. A PACAP antiinflammatorikus
hatasat az immun ¢és a gyulladasos sejtek gatlasa révén fejti ki. Csokkenti a gyulladédsos
kemokinek és citokinek elvéalasztasat, igy a TNF-a és IL-6 felszabaduldsat, emellett gatolja a
kemotaxist és a fagocitozist. igy a PACAP egy fontos endogén immunmoduléns fehérje szamos
gyulladdsos betegség modellben. Korabban szdmos human vizsgélat igazolta a PACAP
szintjének valtozasat a vastagbél betegségei esetén is. A rektum ¢€s a szigma teriiletén talalt
tumorok szovettani mintaiban szignifikansan alacsonyabb PACAP-szintet talaltak, mint a
normdl nyalkahdrtya teriiletér6l vett mintakban, ugyanakkor tiineteket okozd vastagbél
divertikularis betegség, vagy manifeszt divertikulitisz esetén a mintakban a PACAP szintje
kifejezetten emelkedett. Gyermekkori colitis ulcerosa esetén a gyulladt teriiletekrél vett
mintakban a PACAP-tartalmu idegrostok csokkenését igazoltak. Egereken Toxoplasma gondii-
indukalta experimentalis akut ileitisz esetén profilaxisként alkalmazott exogén PACAP javitja
a talélést és az antiinflammatodrikus citokin valaszt. Egy friss tanulmany igazolta a PACAP38
direkt antibakterialis hatasat Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok esetén. Mindezen
eredmeények azt jelzik, hogy a PACAP direkt és indirekt modon is befolyasolja a bélflorat, és a
bakterialis kolonizaciot, amely Osszefiiggésben 4allhat a PACAP génhidnyos egerek
bélgyulladasra és béltumorokra vald fokozott fogékonysagaval. A PACAP-hianyos egerek
sokkal sériilékenyebben reagalnak mind a kézponti idegrendszert, mind a periférias szerveket,
igy a periférias idegeket, vesét, béltraktust érintd inzultusokra. Dextran-szodium-szulfat (DSS)-
indukalta colitis esetén a PACAP-hianyos egerek mortalitasa 50 %-kal magasabb, mint a vad



egereké. Emellett a PACAP-hidnyos egerek bélgyulladasa sulyosabb, mint a vad egereké,
valamint a KO egerek 60 %-aban agressziv tipust colon tumor alakul ki. Erdekes ugyanakkor,
hogy a naiv PACAP-hianyos egerek intesztinalis mukozajaban nincs hisztopatologiai eltérés.
Meégis az endogén PACAP hianya fokozott fogékonysagot jelent a KO egér szdmara a
bélgyulladas és a gyulladés indukalta vastagbél tumor kialakuldsara.

Szamos korabbi tanulmany igazolta, hogy gerincesek esetén az egészség fenntartasdban és a
betegségek kialakuldsdban a bélflora kulcsfontossagt. Jol ismert, hogy a bélfléra fontos
szerepet jatszik szdmos fizioldgiai folyamatban, igy az emésztésben, a zsirok
metabolizmusaban, a vitamin szintézisben, az intesztinalis angiogenezisben, az enteralis
idegrendszer mitkddésében, a korokozokkal szembeni védekezésben, valamint az immunsejtek
fejlédésében. Ellenben, ebben a komplex bél 6koszisztéméban kialakult zavar, azaz a diszbiozis
Osszefiiggésben van a szervezet fokozott fogékonysagaval szamos bélbetegség (pl.: gyulladasos
bélbetegség, irritdbilis bél szindréma, lisztérzékenység), valamint extraintesztinalis
immunpatoldgiai korkép (pl.: sclerosis multiplex, autizmus, depresszid, allergia, aszthma,
kardiovaszkularis megbetegedés) irant.

2. Célkitiizés

1. A PACAP hatéasa sokrétii, antiapoptotikus, neuroprotektiv, antiinflammatorikus, valamint
sejttulélést eldsegitd hatasa jol ismert. Vizsgalatunk célja volt meghatarozni a PACAP hatésat
human intesztindlis epitéliumbol szarmazé INT407 sejtek esetén kiillonb6zd karositd
behatasokkal szemben, mint oxidativ stressz, in vitro hipoxia, gamma-sugarzas.

2. A bélrendszeri bakterialis infekciok kialakulasa esetén dontd jelentdségli a baktériumok és
az intesztinalis epitelidlis sejtek felszine kozt 1étrejovd adhézid. Célul thztiik ki a bakterialis
adhézio vizsgalatat vékonybél eredetli INT407 és colon adenocarcinomabdl szarmazo Caco-2
sejttenyészetben. Vizsgalatunkat kiterjesztettiik az irdnyba, hogy tovabbi informéciot nyerjiink
a PACAP hatasairdl a bélrendszeri gyulladisos folyamatok esetén INT407 sejttenyészet
felhasznalasaval. Jol ismert, hogy PACAP KO egerek esetén a DSS-indukalta colitis sulyosabb
formaban jelenik meg, mint a vad egerekben. Ugyanakkor a bélflora szamos fiziologiai
folyamatban jelent6s szerepet jatszik, emellett a diszbidzis kulcsfontossagu szamos
megbetegedés, igy a gyulladasos bélbetegség patogenezisében is. Emiatt célul tliztik ki a
bélflora sszetételének dsszehasonlitasat PACAP KO és vad egerek esetében.

3. APACAP és receptorai a gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban jelen vannak. Korabban
szamos kozlemény igazolta a PACAP kiilonb6z0 hatasat a gyomor-bél traktus egész teriiletén.
Vizsgalatunk soran célul tiztiik ki a PACAP szintjeinek meghatarozasat a gyomor-bél traktus
egyes gyulladasos megbetegedései esetén human szoveti mintak felhasznalaséaval.



3. Anyagok és médszerek

3.1.INT407-sejtek

Az INT407 sejtvonalat 2 hénapos human embrio6 jejunumabdl és ileumabdl izolaltak és széles
korben alkalmazzak kutatasi célokra. A sejteket Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)
médiumban (Lonza,Switzerland) novesztettiik, melyhez 10% FBS-t (foetal bovine serum)
(Biosera, USA) és 1% penicillin-streptomycint (Biosera, USA) adtunk. A sejteket tripszinnel
(Trypsin/EDTA; Biosera, USA) torténd izolalas utan 96-lyuku microplate-re helyeztiik és 10%
FBS-t tartalmazé RPMI médiumban 37°C-on 5% COgz-tartalom mellett inkubaltuk 24 6ran
keresztiil.

3.2. Caco-2 sejtek

A Caco-2 sejtvonalat human colon adenocarcinomabdl izolaltak, szamos teriileten alkalmazzak
a klinikai kutatdsban. A sejteket magas gliikkoztartalmu DMEM/F-12 médiumban (Biosera,
USA) novesztettiik, melyet 10 % FBS (foetal bovine serum) és 1% penicillin-streptomycin
(Biosera, USA) hozzaadasaval egészitettink ki. A sejteket tripszinnel passzaltuk
(Trypsin/EDTA; Biosera, USA), majd 10% FBS-t tartalmi DMEM médiummal higitottuk. A
vizsgalatokat megeldzden a sejteket 24 oran at, 37°C-on, 5% CO2-t tartalmaz6 termosztatban
inkubaltuk.

3.3.PACAP38

Valamennyi vizsgalatunkhoz PACAP38-at hasznaltunk, melyet Prof. Dr. T6th Gabor laborjaban
szintetizaltak a Szegedi Tudomdanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében. A kisérletekhez
hasznalt koncentraciokat korabbi in vitro kisérleteink sordn hataroztunk meg.

3.4. A PACAP INT407-sejtek proliferaciojara kifejtett hatasa

3.4.1.. Proliferacios teszt

A PACAP hatasat a sejtproliferaciora 96 lyukd plate segitségével vizsgaltuk. A sejteket az
PACAP-pal kezelt sejtek (10 nM, 100 nM, 1 uM). 24 6ras inkubacio utan a PACAP hatasat a
sejtproliferaciora MTT-teszt ((3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide,
Sigma, Hungary) segitségével vizsgaltuk.

3.4.2..Klonogén assay

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



3.3.0ncology array

Az oncology array segitségével vizsgaltuk a PACAP kiilonb6z6é tumorgenezisben szerepet
jatszo fehérje expresszidjara kifejtett hatasat (Proteome Profiler Human XL Oncology Array).
A vizsgalathoz 6-lyuku plate-et hasznaltunk, a kontroll csoportként hasznalt INT 407-sejteket
kezelés nélkiil hagytuk, mig a masik sejtcsoporthoz 100 nM PACAP-ot adtunk, majd a
vizsgalatot 24 o6ras inkubalast kovetoen végeztiik el. Inkubalas utan a ledntott feliiluszot
felhasznalva az array-t a gyart6 leirasa alapjan készitettiik el és végeztiik el. A membranokat
egy oOran at blokkoltuk, majd a feliiluszoval egy éjszakan at 2-8°C-on razogépen inkubaltuk.
Lemosast kovetéen a membranokat detektald antitest koktéllal inkubaltuk egy oran at, majd
ismételt mosast kovetéen a membranokra HRP (horseradisch peroxidase)-konjugalt
sztreptavidint tettlink 30 percre, ezutdin a membranokra kemilumineszcens reagenst
pipettdztunk, majd rontgenfilmre elShivtuk. A filmet szkennelés utdn Imagel szoftver
segitségével analizaltuk.

3.5. A PACAP INT407-sejtekre kifejtet hatasa gamma-sugdrzds mellett

3.5.1. Irradiacios kezelés
(Theratron 780C, atlagos foton energia: 1.25 MeV), a besugarzast 0,5, 1, 2, 3 vagy 4 Gray
sugardozissal végeztiik.

3.5.2. 4 sejtek viabilitasa

Az izolalt sejteket 96-lyuku plate-re helyeztiik (10000 sejt/well). A vizsgalathoz az alabbi
sejtcsoportokat alkalmaztuk: kezelés nélkiili kontroll csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt
csoport, 0,5, 1, 2, 4 Gy irradiacionak kitett sejtek, 0,5, 1, 2, 4 Gy irradiacionak kitett sejtek 100
nM PACAP-pal elékezelve. A PACAP-ot a kezelt csoporthoz a besugéarzast megelézden két
oraval adtuk. Az irradiaciot kovetden 24 oraval sejttalélést vizsgaltunk MTT teszt segitségével.

3.5.3. Klonogén assay

A sejt talélés vizsgalata mellett a sejtek klonképzo képességét is meghataroztuk klonogén assay
segitségével. A fent leirtaknak megfelelden 6-1yuku plate-et hasznaltunk, melybe a sejteket tigy
raktuk ki, hogy lyukanként 500 sejt jusson. A vizsgalat méasnapjan a sejtek felét kezelés nélkiil
hagytuk, mig a masik felét 100 nM PACAP-pal kezeltiik az irradiaciot megelézden két oraval.
7 napos inkubaciot kovetéen a médiumot eltavolitottuk, majd a sejteket Coomassie brilliant
blue-val festettiik €s a legalabb 50 sejtet tartalmazoé kolonidkat szamlaltuk.

3.5.4.Phospho-ERK 1/2 western blot

A vizsgilathoz 6-lyuku plate-et hasznltunk, valamennyi lyukba 10° sejtet helyeztiink. A
sejteket az alabbiak szerint csoportositottuk: kezelés nélkiili kontroll csoport, 100 nM PACAP-
pal kezelt, 0,5 és 1 Gy irradiacionak kitett sejtek, 0,5 és 1 Gy irradiacionak kitett sejtek 100 nM
PACAP-pal elokezelve. A vizsgalat masnapjan, egy napos inkubacio utan a sejtek membranjat
foszfataz inhibitor (NasVOa)-tartalmu jéghideg lizis pufferben és proteaz inhibitort tartalmazo
PBS-ben lizaltuk (Sigma, Hungary), majd 5 percig, 4 “C-on centrifugaltuk (12000x g) az



oldatot. A fehérjemintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) szeparaltuk, majd
nitrocelluléz membranra vittiikk at. A kdvetkezd 1épésben a membranokat sovany tejporral
blokkoltuk, majd anti-p-aktin és anti-p-ERK1/2 antitesttel (Cell Signaling Technology, USA)
kezeltik. Masodlagos antitestként HRP-konjugalt anti-nyal IgG-t (Bio-Rad, Hungary)
alkalmaztunk. Az el6hivast ECL kemolumineszcens rendszer segitségével (Amersham
Pharmacia Biotech, UK) végeztiik.

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

A PACAP in vitro hipoxidban kifejtett hatdsanak vizsgalata soran az alabbi sejtcsoportokat
alkalmaztuk: kezelés nélkiili kontroll csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt csoport, 500 uM
CoCl-dal kezelt csoport, 100 nM PACAP+ szimultan adott 500 uM CoCl>—dal egyiitt kezelt
csoport vagy 100 nM PACAP+ 2 éraval késdbb 500 uM CoClz kezelés. A CoCly kezelés 24
oOrén at tartott, majd a sejtek életképességét MTT assay-vel vizsgaltuk.

3.7. A PACAP INT407 sejtekre kifejtett hatdsa oxidativ stresszben

A PACAP oxidativ stressz mellett kifejtett hatasanak vizsgalata soran az alabbi sejtcsoportokat
alkalmaztuk: kezelés nélkiili kontroll csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt csoport, 1 mM H20,-
dal kezelt csoport, 100 nM PACAP+ szimultan adott 1 mM H20; vagy 100 nM PACAP
eloékezelés utan 2 6ra mulva 1 mM H20.-dal kezelt csoport. A H202 kezelést 24 6ran at
végeztilk, majd a sejtek viabilitasat MTT assay segitségével vizsgaltuk meg.

3.7.1. RNS csendesités

Az exogén PACAP-pal tortént vizsgalatok utan olyan kisérletet végeztiink, melynek célja az
endogén PACAP szerepének tisztazdsa RNS interferencia segitségével. A kisérlet soran 5-5
nmol GAPD kontroll pool, Non-targeting pool és ADCYAP1 specifikus siRNS-t (Dharmacon,
GE Healthcare, Lafayette, CO, USA ) oldottunk fel 1x RNaz-mentes pufferben. Az RNaz-
mentes puffer dsszetétele: 60 mM KCI, 6 mM HEPES-pH 7, 0,2 mM MgCI2. Valamennyi
SIRNS sejtekbe torténd transzfekcidjahoz DharmaFECT]1 transzfekcios reagenst (Dharmacon,
GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) hasznaltunk szérum mentes RPMI médiumban. A
vizsgalathoz huméan INT407-es sejtkultarat hasznaltunk. A kisérletek elétt wellenként 10 sejtet
vettiink fel 96-lyukt lemezen. A gyarto leirasat kovetve 25-25 nM GAPD kontroll pool-t, Non-
targeting pool-t és ADCYAPI siRNS-t oldottunk fel DharmaFECT]1 transzfekcids reagens
(Dharmacon, GE Healthcare, Lafayette, CO, USA) tartalmu, szérum mentes RPMI médiumban.
A transzfekci6 soran 200 pl siRNS-t adtunk wellenként, majd a sejteket 48 oran at inkubaltuk.
Az inkubacidt kovetden a kovetkezd csoportokban kezeltiik a mintakat: kezeletlen kontroll
csoport, 100 nM PACAP-pal kezelt, ImM H20;-dal kezelt, 100 nM PACAP-pal+1 mM H>O»-
dal kezelt sejtek. A sejtek viabilitasat MTT teszt segitségével mértiik.



3.7.2. MTT-teszt

Az inkubacids periddust kdvetden a sejtek viabilitasat MTT-teszt segitségével vizsgaltuk. A
vizsgalathoz alkalmazott sarga szini MTT festéket lila szinli formazanna alakitjak az ¢l
sejtekben 1év6é mitokondridlis enzimek. Az inkubécids periddus végén a sejteket PBS-ben
sejtekhez és 3 6ran at 37°C-on, 5%-o0s CO> tartalmazo kdzegben inkubaltuk. Ezt kdvetden az
oldatot leszivtuk és a formazan tartalmt partikulumokat 200 ul DMSO-val (dimetil-szulfoxid)
feloldottuk, majd ELISA olvas6 (Dialab Kft, Hungary) segitségével, 570 nm hullamhosszon
lemértiik az abszorbancia értéket.

3.7.3. Statisztikai analizis
Valamennyi vizsgalatot minimum harom alkalommal ismételtiink meg. A statisztikai analizist
kétutas ANOVA segitségével végeztiik, p<0,05 valosziniiséget tartottuk szignifikansnak.

3.8. A PACAP hatdsanak vizsgalata a bakteridlis adhéziora és a bélflordra

3.8.1. A bakterialis adhézio vizsgalata

A vizsgalat megkezdése el6tt az INT407 és Caco-2 sejteket tripankékkel valo festést kdvetden
megszamoltuk. A vizsgalathoz 24-lyuki plate-et hasznéltunk, valamennyi lyukba 3x10° sejtet
helyeztiink. Mind a vékonybélbdl szarmazo INT407 sejteket, mind a vastagbél karcindmabol
szarmaz6 Caco-2 sejteket 10 % FBS-t tartalmazé médiumban novesztettilk antibiotikum
nélkiil, 5 % CO;-tartalom mellett, 37°C-on. A 24-lyukt plate well-jeinek felébe a médiumhoz
400 ng/ml PACAP38-at adtunk. 24 6ras inkubdldst kdvetden a sejteket harom alkalommal
atmostuk 1ml/well DPBS-el (Dulbecco’s phosphate-buffered saline), majd 3x10® baktérium
hozzaadasaval megfertdztiik a sejteket. 3 oran at, 5 % COs-tartalom mellett, 37°C-on
inkubaltuk, majd ismét harom alkalommal mostuk 4t DPBS-sel. A baktériummal fert6zott sejtek
kinyerése c€ljabol az INT407 és Caco-2 sejteket atmostuk, valamennyi well-be 1 ml 0,1%
Triton-X100-at, 0,25% tripszint tettiink, majd a plate-ket 10 percen at szobahdémérsékleten
inkubaltuk. A lizatumokat ismételt pipettazassal homogenizaltuk, majd tizszeres higitas utan 10
pl-t raktunk Mueller-Hinton agar lemezre és 24 6ran at, 37°C-on inkubaltuk. A kovetkezd napon
megszamoltuk a kolonidkat meghatarozva ezzel a vékony- és vastagbélhamsejtekhez tapadt
baktériumok mennyiségét. A vizsgalat soran az alabbi baktériumokat hasznaltuk: Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC
13833, Enterococcus feacalis. A vizsgalatot hat alkalommal ismételtiik meg.

3.8.2.Citokin array

A PACAP citokin-expressziora kifejtett hatasat Proteome Profiler Human Cytokine Array kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével vizsgaltuk. A vizsgalt INT407-sejteket
6-lyuku plate-re helyeztiik, majd az alabbi sejtcsoportokat alkalmaztuk: kezelés nélkiili kontroll
csoport, 100 nM PACAP-pal 24 oran at kezelt csoport, 100 ng/ml lipopoliszachariddal (LPS)
24 orén at kezelt csoport, 100 nM PACAP-pal 2 6ran at eldkezelt, majd 24 6ran at 100 ng/ml
LPS-sel kezelt csoport. Az inkubaciot kdvetden a ledntott feliiliszot Gsszegylijtottiik, majd a
vizsgalatot a gyartoi leirds alapjan készitettiik végeztiik el. A kit valamennyi sziikséges
OsszetevOt tartalmazta. A membranokat egy 6ran at blokkoltuk, majd detektalo antitest koktéllal
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inkubaltuk ismét egy oran at szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a membranokat minta/antitest
koktéllal egy ¢€jszakan at 2-8 °C-on inkubaltuk. Lemosast kovetden a membranokra HRP
(horseradisch peroxidase)-konjugalt sztreptavidint tettiink 30 percre, majd a membranokra
kemilumineszcens reagenst pipettaztunk, majd rontgenfilmre eléhivtuk. Az adatokat ImagelJ
szoftver segitségével analizaltuk. A vizsgalatot harom alkalommal ismételtiilk meg.

3.8.3. Statisztikai analizis:
A statisztikai analizist kétutas variancia analizis segitségével végeztiik, p<0,05 valoszinliséget
tartottuk szignifikansnak.

3.9. A bélflora osszetételének osszehasonlitasa PACAP-hianyos és vad egereknél

3.9.1. Kisérleti egerek

Mind a PACAP-hianyos (KO), mind a vad egerek nyitott ketrecekben néttek fel standard
koriilmények kozott, 22-24 °C szobahOmérsékleten, 55+15 % paratartalom mellett a Pécsi
Tudoményegyetem Allathdzaban. Az egerek korlatlanul hozzafértek sterilizalt vizhez és
standard élelemhez. A PACAP KO egerek genotipusa PCR segitségével volt megerdsitve
korabbi vizsgalataink sordn. Valamennyi allatkisérlet soran az allatok jolétérdl szo6ld Eurdpai
Iranyelveket kovettiik (2010/63/EU), etikai bizottsag jovahagyasat kovetden (BA02/2000-
15024/2011).

3.9.2.4 széklet bélflora molekularis analizise

Friss székletet gyljtottiink dssze 2 hetes, 1 honapos, 3 honapos, 6 honapos, 12 honapos és 15
honaposnal id6sebb (15-18 honap kozotti) KO és vad egerektdl, majd azt azonnal folyékony
nitrogénbe téve fagyasztottuk és a mintakat feldolgozasukig -80 °C-on taroltuk. A vizsgalatra a
Berlini Orvostudomanyi Egyetem Mikrobiologiai Laborjaban keriilt sor, ahol az egerek
bélflorajanak  vizsgalata soran Enterobaktériumok, Enterococcusok, Lactobacillus,
Bifidobaktérium, Bacteroides/Prevotella spp., egér intesztinalis Bacteroides torzsek,
Clostridium coccoides csoport, és Clostridium leptum vizsgalatara keriilt sor kvantitativ real-
time PCR (qRT-PCR) segitségével. Jelen tézisben a DNS analizis pontos, részletes leirasatol
eltekintiink.

3.9.3. Statisztikai analizis:
Mann-Whitney U teszt (GraphPad Prism v5, La Jolla, CA, USA) segitségével hataroztuk meg
a szignifikanciat. p<0.05 valdszintiséget tartottuk szignifikdnsnak.

3.10. A PACAP vizsgalata human széveti mintakban

53 gyulladésos bélbetegségben szenvedd (23 Crohn-beteg, 30 colitis ulcerosas), valamint 13 ép
nyalkahartyaval bir6d, funkciondlis hasmenés miatt colonoscopidn 4tesett beteg szdveti
mintaiban hasonlitottuk 6ssze a PACAP38 és 27 szinteket. A betegeket a vizsgélat soran vett
szOvettani minta alapjan soroltuk 3 alcsoportba: 1. akut gyulladéssal jar6 csoport, szovettani
mintdiban kriptitisz, kripta abscessus vagy neutrofil granulocita infiltracio észlelhetd, 2.



kronikus gyulladassal bir6 csoport, szovettani mintaiban limfocita vagy plazmasejtes infiltracio
lathatd, 3. ép nyalkahartyaval bird csoport, szovettani mintdiban €p nyalkahartya észlelhetd,
gyulladasos jelek nem lathatok. Mindemellett megvizsgaltuk, hogy akut gyulladas esetén a
betegek altal szedett antibiotikus kezelés (metronidazol vagy metronidazol/ciprofloxacin)
befolyasolja-e a mintak PACAP szintjét. Emellett 8 antrum gasztritiszben és 6 gyomorfekélyben
szenvedd beteg szOveti mintait is megvizsgaltuk. Antrum gasztritisz esetén a gyulladt €s ép
(corpus) nyalkahartya adatait, mig fekély esetén a fekélyalap, fekélyszél és az ép gyomor
nyalkahartya szoveti mintait hasonlitottuk 6ssze, emellett Helicobacter pylori pozitivitas
alapjan is elvégeztiik a szoveti mintdk PACAP szintjeinek 6sszehasonlitasat. A vizsgalatot az
etikai bizottsag el6zetes engedélyével végeztiik (2784,3117, Pécsi Tudomanyegyetem; 8-28/92
009-10 I 8EKU, ETT TUKEB). A vizsgalt mintakat lemértiik, majd jéghideg desztillalt vizzel
homogenizaltuk. A homogenizatumot lecentrifugaltuk (12.000 rpm, 4 °C, 30 min), majd a
feliiluszot felhasznalva a vizsgalatok soran a PACAP27 és 38 szinteket radioimmunassay (RIA)
modszerrel mértiik. A vizsgalathoz PACAP38 “88111-3” antiszérumot (1:10.000 higitasban) és
PACAP27 “88123” antiszérumot (1:45.000 higitasban) hasznaltunk.

4.Eredmények:
4.1.A PACAP INT407-sejtek proliferaciojara kifejtett hatdsa

A PACAP sejtproliferaciora kifejtett hatdsat MTT-teszt segitségével vizsgaltuk. A talélo sejtek
aranya tekintetében az alkalmazott PACAP-koncentraciok egyike sem okozott szignifikans
valtozast. Mivel az MTT-teszt csak arrdl ad informéciot, hogy a sejtek élnek-e vagy sem, mig
a klonogén talélési teszt a sulyosan sériilt €16, de mar replikaciora nem képes sejteket is tudja
vizsgalni, igy az eredmények pontosabb értékelése végett klonogén talélési assay-t is
végeztiink. A vizsgalat soran a 100 nM koncentraciéban alkalmazott PACAP nem befolyasolja
a kolonia szamot 7 napos inkubacids id6 utan. A PACAP viabilitast és koloniaszamot
befolyasold hatasa mellett a kiilonb6zd tumorképzddés-asszocialt faktorok expresszidjara
kifejtett hatasat is vizsgaltuk oncology array segitségével. A Proteome Profiler Human XL
oncology array soran a feliiluszoban talalhatd szénsav-anhidraz 1X, FoxO1 és p27 szintje
szignifikansan csokkent, mig az enoldz-2 és a galektin-3 expresszidjaban nem észleltiink
valtozast.

4.2.4 PACAP INT407-sejtekre kifejtett hatasa gamma-sugarzas mellett

A sejtek életképességének MTT-teszt segitségével vald vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
valamennyi alkalmazott sugardézis csokkentette a sejtek viabilitdsdt és az irradidciot
megeldzden 2 oraval tortént PACAP-eldkezelés nem befolyasolta a taléld sejtek aranyat. Ezzel
szemben az elvégzett klonogén assay azt mutatta, hogy a PACAP képes befolyasolni a gamma-
sugarzasnak kitett sejtek klonképzo képességét. Az irradiacid megvaltoztatta a sejtek mitotikus
aktivitdsat a hasznalt doézistol fliggden, 0,5 Gy besugarzas esetén szignifikdnsdn nott,
ugyanakkor 2, 3, illetve 4 Gy dozis alkalmazasakor jelentdsen csokkent a klonképzd potencial.
Mindemellett valamennyi esetben alacsonyabb proliferacios ratat eredményezett a PACAP-
elokezelés, szignifikans kiilonbséget 0,5, 1 és 2 Gy sugardozis alkalmazédsa esetén talaltunk.
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Ezen jelenség molekularis biologiai hatterének elemzése céljabol western blot vizsgalatot
végeztiink, mely a p-ERK1/2 szintjének jelentds csokkenését mutatta PACAP-elkezelést
kovetden 1 Gy dozisu irradiacio esetén.

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

A kobalt-kloriddal végzett vizsgalat soran a sejtek viabilitasa szignifikdnsan csdkkent a kontroll
csoporthoz képest. A vizsgalat soran a sejtekhez szimultan vagy a CoCly-kezelés megkezdése
elott 2 oraval adott PACAP a tulélo sejtek aranyat nem valtoztatta meg, a sejttulélés valamennyi
esetben jelentdsen csokkent.

4.4 A PACAP INT4Q7-sejtekre kifejtett hatdasa oxidativ stresszben

Az oxidativ stresszt 1 mM H>O; hozzdadasdval modelleztiik. A H>O: ilyen mennyiségben
szignifikans viabilitds-csokkenést eredményez, ugyanakkor elegendé még a tilél6 sejtek szdma
a kisérletek elvégzéséhez. A PACAP-pal vald eldkezelés nem befolyésolta a tuléld sejtek
aranyat, ugyanakkor a H>O2-dal szimultan adott PACAP szignifikdnsan mérsékelte az oxidativ
stressz hatasat. Az exogén PACAP hatasanak vizsgalata utan kisérleteink az endogén PACAP
szerepének feltérképezésére iranyultak. Ezen célbol ADCYAP1 siRNS transzfekciot
végeztiink. A csendesités utan a sejtek életképességét MTT-teszt segitségével vizsgaltuk. Mind
az siRNS-sel transzfektalt, mind a nem csendesitett csoportban a sejtek tulélését szignifikdnsan
csOkkentette az oxidativ stressz. Ugyanakkor 6sszehasonlitva a két csoport viabilitasat, azt
talaltuk, hogy a csendesitésen atesett csoportban jelentdsen alacsonyabb szamu sejt maradt
életképes, ezek a sejtek sokkal érzékenyebben reagéltak az oxidativ stressz karositod hatdsara.
Exogén PACAP hozzdadasa mellett mindkét csoportban mérsékelhetd volt a H>O2 okozta
viabilitast-csokkentd hatas.

4.5. A PACAP bakterialis adhéziora kifejtett hatdsa

A PACAP bakteridlis adhéziora kifejtett hatdsanak vizsgalata soran PACAP-pal eldkezelt és
kezeletlen INT407 és Caco-2 sejtkultirak felhasznaldsaval az alabbi baktériumokat
vizsgalatuk: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13833, és Enterococcus feacalis (klinikailag izolalt). Vizsgéalatunk soran a
PACAP-nak a vékony- és vastagbél sejtekhez kitapadt baktérium kolonidk szamadra kifejtett
hatasat vizsgaltuk. A vizsgalt baktériumok koziil egyik esetben sem észleltink PACAP
hozzaadéasa mellett szignifikans valtozast a bakterialis adhézioban. A PACAP kezelés sem az
INT407, sem a Caco-2 sejtkultura esetén nem fejtett ki szignifikdns hatast a bakteridlis
adhéziora.

4.6. A PACAP citokin-expressziora kifejtett hatdasanak vizsgdlata

A PACAP citokin expressziora kifejtett hatdsat INT407 sejttenyészet felhasznalasaval, human
citokin array segitségével vizsgaltuk. A PACAP 6nmagaban szignifikdnsan emelte az IL-8 ¢€s
IL-18 expressziojat, kis mértékben valtoztatta a CXCL-1 (C-X-C motif ligand 1) és a MIF



(macrophage migration inhibitory factor) expresszidjat. 100 ng/ml lipopoliszacharid hatasara
magas CXCL-1, IL-8, IL-18 és MIF szinteket mértiink. Ez a valtozas IL-8 és IL-18 esetében
szignifikans volt. A PACAP-elokezelés csokkentette az LPS-indukélta emelkedett IL-8 ¢és
CXCL-1 expressziot. Mind a PACAP, mind az LPS egy enyhe, de nem szignifikans, aktivalo
hatést gyakorolt a MIF-re.

4.7. A bélflora osszetételenek vizsgalata PACAP KO és vad egereknél

A bélflora Osszetételének vizsgalata soran posztpartum 2 hetes kortél 18 hoénapos korig
vizsgaltuk a PACAP hidnyos és vad egerek mintait. Vizsgalatuk soran életkor szerinti
kiilonbség is adodott, vad egerek esetén a 2 hetes és az 1 honapos egerek esetében
szignifikansan tobb az Enterobaktériumok, igy az Escherichia coli szama, mint 3 honapnal
idésebbeknél. PACAP KO egerekben az iddsebb, 12 hénapos allatok szignifikdnsan kevesebb
Enterobaktériummal rendelkeznek, mint az 1 €s a 3 honapos tarsaik. Lactobacillusok esetén
genotipustol fliggetleniil szintén a 3 honaposnal fiatalabb allatok esetében észleltiink jelentdsen
magasabb csiraszamot. A Bifidobaktériumok vizsgalata soran vad egerekben 2 hetes életkorban
talaltuk a legnagyobb csiraszdmot, mig 6 honaposndl idésebb allatokban szignifikansan
alacsonyabb volt a Bifidobaktériumok jelenléte. Ugyanakkor PACAP-hianyos egerek esetében
a Bifidobaktériumok valamennyi életkorban nagyon alacsony szamban voltak jelen. Az obligat
anaerob, Gram negativ baktériumokat vizsgalva a Bacterioides/Prevotella torzsek fiatalabb
allatokban nagyobb szdmban voltak jelen, mint idoseknél vad egerekben. PACAP-hianyos
egerek esetében 3 honapos korig volt észlelhetd mérsékelt csokkenés, utana ndovekedést
észleltiink. A Clostridium coccoides esetében vad egereknél enyhe csokkenés volt igazolhatd
15 honapnal iddsebb allatokban dsszehasonlitva a 3 honapnal fiatalabbakkal, mig PACAP-
hidnyos egerek esetében 6 honapos kor utdn észlelhetdé csokkenés a baktériumszamban a
fiatalabb allatokkal dsszehasonlitva. PACAP KO és vad egerek bélflorajanak osszetételét
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a teljes baktériumgénszamot tekintve nincs kiilonbség a két
csoport kozott, ugyanakkor az egyes bakrérumokat kiilon véve jelentds kiilonbségek voltak
igazolhatok. Az Enterobaktériumok kisebb mennyiségben vannak jelen KO egerekben 1
honapos életkorban, mig Enterococcusok esetében a 6 honapnal iddsebb allatokban észlelhetd
kiilonbség, a vad egerekben magasabb szdmban mutathat6 ki. Az egér intesztinalis Bacteroides
torzsek mérsékelten nagyobb mennyiségben voltak kimutathatok PACAP KO egerek
bélflorajaban 1 és 6 honapos korban, mig kés6bbi életkorban, 12 honaposnal idésebb egerek
esetén Bacteroides/Prevotella spp., 15 honapos kor utan Lactobacillusok esetén volt hasonlo
valtozas igazolhat6. A legszembetlinObb kiilonbség azonban a Bifidobaktériumok esetén
adodott, KO egereknél voltaképpen hianyzott a bélflorabol, aminek komoly patofiziologiai
jelentdsége lehet egyes betegségek kialakuldsa esetén.

4.8. A PACAP vizsgadlata human szoveti mintakban

Gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek szoveti mintaiban mért PACAP38- ¢és
PACAP27- szintek vizsgalata kapcsan azt talaltuk, hogy Crohn-betegség esetén nem volt
jelentds kiilonbség a PACAP-szintekben az ép és gyulladt nyalkahartya adatait 6sszehasonlitva,
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mig colitis ulcerosa esetén az akut gyulladassal jar6 megbetegedés mellett vett szoveti mintak
PACAP-szintjei jelentésen magasabbak voltak a normal nyalkahartydban mértekhez képest.
Osszehasonlitva az antibiotikumot szedd és antibiotikum-kezelésben nem részesiild colitis
ulcerosas betegek mintdit, azt talaltuk, hogy antibiotikum-szedés mellett szignifikansan
alacsonyabb mind a PACAP27, mind a PACAP38 szintje. Az antrum gasztritiszben szenvedd
betegek szoveti mintdinak vizsgalata soran nem észleltiink jelentOs kiilonbséget a gyulladt
antrum ¢és az ép corpusmintdk PACAP38-szintjeinek dsszehasonlitasa soran. Osszehasonlitva a
Helicobacter pylori pozitiv és negativ mintakat szintén nem talaltunk szignifikéans kiilonbséget.
A gyomorfekély esetén a fekélyalap, fekélyszél és az ép gyomornyalkahartya szoveti mintaiban
mérheté6 PACAP38 értékeiben szintén nem észleltiink szignifikans kiilonbséget.

5.Megbeszélés:
5.1. A PACAP hatasa kiilonféle inzultusoknak kitett intesztinalis epitél sejtekre

Vizsgalatunk célja volt a PACAP vékonybélhamsejtekre kifejtett hatdsanak meghatarozasa.
Vizsgalatunk elsd részében a PACAP sejtproliferaciora és a sejtek klonképzd képességére
kifejtett hatasat vizsgaltuk, majd a sejtciklusban szerepld, tumorképzddésben részt vevd
faktorok expressziojara kifejtett hatasat teszteltiik Proteome Profiler Human XL Oncology
array segitségével. Eredményeinkben a PACAP 6nmagéban alkalmazva nem valtoztatta meg
a sejtek viabilitasat MTT-teszt soran és klonogén assay esetén sem befolyasolta a klonképzé
képességet. Mindez korabbi megfigyeléseinkkel Osszhangban van, mely szerint a PACAP
Oonmagaban val6é exogén addsa nem befolyasolja in vitro az €16 sejtek ardnyat. Human XL
Oncology array soran a PACAP szignifikansan csokkentette a szénsav-anhidraz IX, FoxO1 és
p27 expresszidjat. A szénsav-anhidraz IX a vesetumorok kialakulasaban jatszo faktor, szintje
szignifikansan csokken PACAP-kezelés hatdsara. A Fox01 az apoptdzist és a sejtciklus
felfliggesztését elosegitd peptid, szintje szintén szignifikansan csokken PACAP hatasara. A p27
(vagy Kipl) a ciklin-dependens kinaz inhibitorok koz¢ tartozik, melynek mind pozitiv, mind
negativ hatasa lehet a ciklin-dependens kindz aktivitasra. Mindezek alapjan feltételezhetjiik,
hogy a PACAP részt vesz a sejtciklus szabalyozdsaban INT407-sejtek esetén, de nincs jelentds
hatdsa normal koriilmények kozott. Vizsgalatunk kovetkezd részében a PACAP kiilonbozd
stresszorok mellett kifejtett hatasat vizsgéaltuk. Elsé Iépésben in vitro hipoxiat modellezve
CoCly-ot adtunk a sejtekhez, majd vizsgaltuk a PACAP hatasat. Eredményeinkben sem a
PACAP-eldkezelés, sem a CoClz-vel egyiitt adott PACAP nem javitotta jelentdsen a sejtek
tulélését. A kovetkezOkben a PACAP gamma-sugarzas mellett kifejtett hatasat vizsgaltuk.
Tekintettel arra, hogy a sugarterapianak komoly szovodménye a gyors turnover-i
bélhamsejteket karositd hatdsa, ezért vizsgalatunk célja volt meghatarozni, vajon a PACAP
befolyasolja-e a besugarazott vékonybélhamsejtek talélését. A hipoxianal tapasztaltakhoz
hasonldéan a PACAP az irradialt sejtek tulélését nem befolyasolta, viszont csokkentette a sejtek
klonogén potencialjat, azaz felerdsitette a sugarzds karosité hatisat. A hattérben zajlo
molekularis mechanizmusok feltérképezése céljabol végzett western blot soran a p-ERK1/2
szintjének csokkenése volt detektalhatdo 1 Gy sugardozis esetén PACAP-eldkezelés mellett. Az
ERK egy antiapoptotikus hatasu szignaltranszdukcios Utvonal tagja, igy a PACAP sugarzas
okozta sejtkarositd hatdsanak fokozéasat tamasztotta ald ez a vizsgdlatunk is. A kovetkezd
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stresszor alkalmazasa esetén a PACAP az oxidativ stressznek kitett sejtek tulélését javitotta, de
csak abban az esetben, amikor a PACAP-ot H202-dal egyiitt adtuk a sejtekhez. Az ionizald
sugarzas sejtkdrosodashoz vezetd mechanizmusa tobb ponton megegyezik az oxidativ stressz
esetén zajlo folyamattal, amelynek soran a hidrogén-peroxid-kezelés reaktiv oxigéngyokok
(reactive oxygen species, ROS) felszabadulasaval vezet a sejtek karositdsahoz. A gamma-
sugarzas nagyon gyorsan ROS-képzddéshez vezet, hidroxilgyok (OH), ionizalt viz (H2O"),
hidrogén gyok ("H) és hidralt elektronok (eaq) keletkeznek, majd szekunder ROS-termékek
alakulnak ki (O2"" és H202). Ezek a ROS-termékek reaktiv nitrogéngyokokkel egyiitt szamos
kaszkadot inditanak el, melyek a sejtek karosodasat okozzak. A PACAP gamma-sugarzas
mellett kifejtett hatasanak vizsgélata sordn azt talaltuk, hogy a sejtek viabilitdsat a gamma-
sugarzas csokkentette, azonban a sejtek életképességét a PACAP-eldkezelés nem befolyasolta.
A PACAP csak abban az esetben javitotta a sejtek tilélését, ha hidrogén-peroxiddal egyiitt adtuk
a sejtekhez, viszont a kisérleti elrendezés miatt a besugarazott sejteket szimultan kezelni nem
lehetett. A sejtek életképességének vizsgalatdt mind MTT-teszt, mind klonogén assay
segitségével elvégeztiik, mivel az MTT-teszt csak arrdl ad informaciot, hogy a sejt a kérosito
faktor hatésara elpusztult-e, mig a szenzitivebb klonogén assay arrol is informal, hogy az €16
sejt milyen mértékben kérosodott, mivel a stulyosan karosodott sejtek nem képesek
klonképzésre. Vizsgalatunk soran a PACAP csokkentette az irradidlt sejtek klonogén
potencialjat valamennyi sugardézis mellett, ugyanakkor a PACAP-kezelés irradiacié nélkiil
nem rontotta az INT407-sejtek klonképzo képességét. A klonogén assay-t HoO»-kezelt sejtek
esetén nem tudtunk alkalmazni, mivel ezek a sejtek nem ¢lik tul a klonogén assay-vel jaro
hosszu kisérleti procedurat. Mindezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a PACAP
hatasai nagymértékben fiiggenek az alkalmazas idOpontjanak megvalasztasatol. Ezt tdmasztja
ala munkacsoportunk egy korabbi vizsgalata is, melynek soran a PACAP protektiv hatast volt
a HTR8/SVneo human trofoblaszt sejtekre 2 6raval az oxidativ stressz kezdete el6tt adva, de
ugyanakkor a PACAP és a H,O» egyiittes alkalmazasakor nem befolyasolta az oxidativ stressz
hatasat. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az exogén PACAP hatasai nemcsak a sejt
tipusatol, hanem az alkalmazas 1d6pontjatol és a cellularis stresszor fajtajatol is fliggenek. Az
exogén PACAP hatasainak vizsgalatat kovetden a sejtekben 1évO, endogén PACAP szerepét
vizsgaltuk poszttranszkripcidés géncsendesités segitségével. A vizsgalataink sordn hasznalt
sejtvonalat embriondlis szovetbdl izolaltdk, ezek a sejtek az enteroendokrin sejteknek is
prekurzorai, igy feltehetden tartalmaznak endogén PACAP-ot. Vizsgalatunk soran azt talaltuk,
hogy H>0:-indukélta oxidativ stressz-szel szemben az ADCYAP1 siRNS-sel tortént
transzfekcid a sejtek fokozott érzékenységét valtotta ki, mely korabbi vizsgalatainkkal
0sszhangban van, a PACAP-génhianyos egerek kiilonféle karositd hatissal szemben sokkal
sériilékenyebbek, mind a vad tipusu egerek. Ugyanakkor PACAP KO egerekbdl szarmazé
primer vesesejtkultirat vizsgalva azt talaltuk, hogy H>O> -indukélta oxidativ stressz mellett a
sejtek talélése rosszabb, annak ellenére, hogy normal koriilmények kozott nincs kiilonbség a
PACAP KO és a vad egerekbdl szarmazo sejtek kozott. Szadmos korabbi kdzlemény eredményei
is azt tamasztjdk alda, hogy a PACAP KO egerek valamennyi stresszor hatisara
sériilékenyebbek, mint a vad tarsaik, igy rendlis iszkémia/reperfuzié mellett, kisagyi
szemcsesejtek esetén in vitro, vékonybél-iszkémia €s colitis in vivo modelljeiben. Mindezek az
adatok jelenlegi vizsgalati eredményeinkkel 6sszhangban azt tdmasztjak ald, hogy az endogén
PACAP-nak védoé szerepe van a kiilonbozd szovetekben, kiilonbozd koriilmények kozott,
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kiilonbozd stresszorok mellett. Mind az exogén, mind az endogén PACAP-nak szabalyozo
szerepe van a vékonybél epitelidlis sejtjeiben, de ez bizonyos keretek kozott érvényesiil csak,
elssorban a stresszor tipusatol és a PACAP alkalmazasi idejétdl fliggden. A harom kiilonféle
stresszorral (hipoxia, oxidativ stressz, ionizald sugarzds) végzett vizsgalataink adatait
Osszehasonlitva arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a PACAP védi az oxidativ stressz-szel
szemben a sejteket mind exogén, mind endogén formaban, de nem képes az INT407-sejtek
¢letképességét javitani gamma-sugarzas €s in vitro hipoxia mellett.

5.2. A PACAP bakterialis adhéziora kifejtett hatdsanak vizsgalata

Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy a PACAP 6nmagéban is, de kiilonosen LPS beadasa utan
befolyasolja a citokin-expressziét INT407 vékonybélhamsejtek esetén. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy az endotoxin hatas utan mérhetd csokkent citokin-expresszid egy tovabbi
tényez0 lehet a PACAP gyulladascsokkentd hatdsmechanizmuséaban a bélrendszer gyulladasos
folyamataiban. Vizsgalatunk sordn nem talaltunk direkt hatast a bakterialis adhéziora, ami azt
sugallja, hogy a PACAP nem befolyéasolja kozvetleniil a baktériumok bélhamsejtekhez valo
tapaddsat, azonban részt vesz a kiillonbozd korokozok altal indukalt gyulladésos reakcidkban.
Korabbi irodalmi adatok alapjan is feltételezhetd, hogy a PACAP kozvetlen hatédssal lehet a
baktériumokra ¢s mas korokozokra. Egy a kozelmultban publikalt vizsgalat igazolta, hogy a
PACAP, valamint a vele rokon peptidek €s analogok képesek kozvetlen antibakteridlis hatast
kifejteni. Mind a PACAP38, mind a PACAP27, valamint a vele rokon VIP és szekretin
rendelkezik antibakterialis hatdssal a Gram-negativ kérokozok, igy példaul az Escherichia coli-
val szemben. A PACAP hatassal van a Gram-pozitiv Staphylococcus aureus-ra is. Egy masik
vizsgalat azt mutatta, hogy a PACAP mérsékelt sterilizalo hatast gyakorolt a Pseudomonas
aeruginosa-val és az Escherichia coli-val szemben, mig ezt a hatdst a tobbi peptid esetében
nem lehetett ilyen markénsan bizonyitani. A PACAP emellett mérsékelt aktivitast mutatott a
Bacillus cereus ellen is. A PACAP antibakterialis hatdsat membran-permeabilizacios hatasnak
talaltak anélkiil, hogy toxikus mellékhatdsokat okozna. Ezt tdmasztja ald a vordsveérsejtek
zavartalan hemolitikus aktivitdsa. Mindezen adatok amellett szolnak, hogy a PACAP
kozvetleniil a baktériumokra hat. Vizsgalatunk sordn felvetettiik, hogy a PACAP hatéssal van a
jelenlegi tudasunk alapjan gy tlinik, hogy a PACAP védd hatast fejt ki a bél gyulladasos
megbetegedéseiben mind direkt antibakteridlis hatdsaval, mind citoprotektiv hatdsan keresztiil
anélkiil, hogy befolyasolna a baktériumok bélfalhoz torténd tapadasat. A kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk a PACAP citokin-expressziora valo hatasat INT407 sejtkultira felhasznalasaval.
Ismert, hogy a PACAP hatassal van a gyulladasos citokinek és kemokinek képzddésére
kiilonbozo sejtek esetén, ezért célul tliztiik ki ezen hatds vizsgalatat vékonybélhdmsejtek esetén.
Azt taldltuk, hogy a PACAP megvaltoztatta szamos citokin expresszidjat. Az IL-8 a
kemokincsalad tagja, mely erds kemotaktikus hatassal rendelkezik és fontos szerepet jatszik a
gyulladdsos, autoimmun és fert6zd megbetegedések esetén. Jelen vizsgalatunk soran LPS
hatdsara szignifikdnsan megnétt az IL-8 expresszidja, amit a PACAP-kezelés képes volt
megakadalyozni. Eredményilink Osszhangban van Zhang és munkacsoportjanak vizsgalati
eredményével, akik a PACAP expresszio-csokkentd hatasat irtak le IL-1p-vel stimulalt ARPE
sejtek esetén. Vizsgalatunkban LPS hatasara szignifikans IL-18 expressziot is talaltunk, melyet
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azonban a PACAP-kezelés nem befolyasolt. LPS hatasara emelkedett CXCL-1-expressziot
mértiink, melyet a PACAP-eldkezelés szignifikansan csokkentett. Delgado és munkatarsai
korabban leirtdk a PACAP expresszio-csokkentd hatasat LPS-stimulalta peritonealis
makrofagok és mikrogliasejtek esetén. Osszességében elmondhatd, hogy a PACAP képes
szamos citokin expresszidjat befolyasolni. Ezt bizonyitottak mar szdmos sejt és szovet esetében,
igy limfocitak, asztrocitak és mikrogliasejtek esetén, retina kronikus hipoperfiiziés modelljében
¢s a vesében diabéteszes €s iszkémias nefropatia esetén. A PACAP citokin-expressziora kifejtett
hatasa kiilonb6z0 az egyes sejtek esetén és fligg a karosito tényezo tipusatol is. Szamos esetben
a PACAP onmagaban nem hat a citokin-expressziora, de ellensulyozza a karositd tényezo
okozta véltozasokat. Osszességében megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a PACAP nincs
ellensulyozni az endotoxinnal kivaltott citokin-expresszidt, ami valoszinlileg hozzajarul a
peptid jol ismert bélvédd hatasaihoz.

5.3. 4 bélflora osszetételének vizsgalata PACAP KO és vad egereknél

A béltraktus bakteridlis kolonizaci6ja kozvetleniil a sziiletés utan kezddédik fakultativ anaerob,
kommenzalis baktériumok, igy Enterobaktériumok, Enterococcusok, Lactobacillusok
kolonizacidjaval. A székletben a bakteridlis génszamok fokozatosan csokkennek az életkor
elérehaladtaval kiilondsen 3 honapos kor utan. Ezzel szemben az obligit anaerob baktériumok,
mint a Bacteroides és Clostridium torzsek €s a Bifidobaktérium is altaldban folyamatosan jelen
vannak. Vizsgéalati eredményeink ennek megfeleldek voltak atekintetben, hogy az egér
intesztinalis Bacteroides torzsek szdma egy honapos korra megndtt, habar a
Bacteroides/Prevotella spp. szama alacsonyabb volt 15 honapos kor utan vad egerekben.
Azonban a Bifidobaktériumok PACAP KO egerekben szinte alig voltak kimutathatok mar 2
hetes korban is, mig vad egerekben 2 hetes korban volt a legmagasabb a szintjiik, majd 3
honapos kor utan volt megfigyelhetd enyhe csokkenés. A Bifidobaktériumok fontos szerepet
toltenek be az intesztindlis homeosztazisban, az alacsony Bifidobaktérium szammal
jellemezhetd diszbidzis szamos immunpatologiai folyamatban jatszhat szerepet, igy IBD,
irritabilis bél szindroma, colidkia és atdpias megbetegedések esetén. Arra, hogy pontosan mivel
magyarazhaté a Bifidobaktérium jotékony hatdsa genom alapti elemzések soran deriilt fény.
Ezek koziil kiemelendd a laktat- €s ecetsavtermelés, ezéltal az intraluminalis pH csokkentése,
a funkciondlis oxidativ stressz mechanizmusok aktivéaldsa, mely az enterdlis patogénekkel
szembeni védekezésben segit, emellett a Bifidobaktériumnak metabolikus hatdsai vannak, igy
vitaminképzés, epesavak hidrolizise, konjugalt lenolajsav termelés, oxalat lebontés. A szdmos
jotékony hatdsa koziil is taldn a legfontosabb, hogy a Bifidobacterium dentium képes a
béltraktusban a viszceralis szenzitivitdst modositani y-amino-vajsav termelés altal, amely
primer gatldo neurotranszmitter a kézponti idegrendszerben emlésoknél. Ezek alapjan nagyon
valoszinii, hogy PACAP KO egerek esetén a Bifidobaktérium hidnya kulcsfaktor a kiilonb6z6
toxikus agensek mellett észlelt fokozott sériilékenységben és a kiilonb6zd intesztindlis és
extraintesztindlis immunpatologiai folyamatokra észlelt fokozott fogékonysag esetén.
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5.4. A PACAP vizsgalata human szoveti mintakban

Gyulladasos bélbetegség esetén felmeriil a PACAP védé hatdsa, IBD-ben szenvedd kutyak
vékony- és vastagbelének mukozajaban elhelyezkedd axon terminalisokban a PACAP fokozott
expressziot mutat. A gyulladdsos bélbetegség pontos patomechanizmusa a mai napig sem
ismert, azonban az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén metabolitok szerepe egyértelmii a betegség
kialakulasaban. INT407-sejteken végzett vizsgalataink igazoltdk, hogy a PACAP védo hatast
fejt ki az oxidativ stressz-szel szemben. Emiatt vizsgalatunk tovabbi célja volt meghatarozni
gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek szdveti mintdiban a PACAP szintjét,
Osszehasonlitva ¢ép, egészséges vastagbélnyalkahartydbol vett szoveti mintdk PACAP-
szintjeivel. Vizsgalataink soran Crohn-betegség esetén a szoveti mintakban mért PACAP38- és
PACAP27-szintekben nem volt jelentds kiilonbség az ép és gyulladt nyalkahartya adatait
Osszehasonlitva sem az akut, sem a kronikus gyulladdsos csoport esetén. Colitis ulcerosaban
szenvedd betegek mintai esetén az akut gyulladassal jar6 megbetegedés mellett vett szoveti
mintdk PACAP-szintjei jelentésen magasabbak voltak a normal nyalkahdrtydban mértekhez
képest. Akut gyulladds mellett észlelt magas PACAP-szinteket elsésorban a PACAP
antiinflammatorikus hatdsdval magyarazhatjuk, a szovetekben jelen 1év6 gyulladasos citokinek
hatasara novekedett meg feltehetden a PACAP mennyisége. Emellett az antibiotikumot szedd
¢s antibiotikum-kezelésben nem részesiilo colitis ulcerosas betegek mintait dsszehasonlitva azt
talaltuk, hogy antibiotikum-szedés mellett szignifikansan alacsonyabb mind a PACAP27, mind
a PACAP38 szintje. A Dbélflora fontos szerepet jatszik a gyulladdsos bélbetegség
patogenezisében és a szovodmények kialakulasaban. A bélflora megvaltozasa, kiilondsen az
intesztinalis flora diverzitdsanak csokkenése Osszefliggésben 4ll a kronikus bélgyulladéssal.
Bizonyos korokozok, mint a virulens Escherichia coli térzsek, bizonyos Bacteroides speciesek
¢s a Mycobacterium avium szerepét mar korabban Osszefliggésbe hoztak a gyulladasos
bélbetegség patogenezisével. Az antibiotikumok csokkenthetik ezen baktériumok
gyakorlatban elsésorban a ciprofloxacint és a metronidazolt alkalmazzuk gyulladéasos
bélbetegség esetén. Vizsgalatunkban a betegek metronidazolt vagy kombindlt ciprofloxacin €s
metronidazol kezelést kaptak, mely mellett feltehetéen csokkent a szovetekben a gyulladasos
¢s immunsejtek jelenléte, feltehetden ezzel dsszefiiggésben csokkent le a PACAP mennyisége
is. A vékony és vastagbél mellett a PACAP a gyomor mitkddésére is hat. Vizsgalataink soran
huméan széveti mintdkban vizsgaltuk a PACAP-szinteket, ennek kapcsan 8 antrum
gasztritiszben és 6 gyomorfekélyben szenvedd beteg szoveti mintdit vizsgaltuk meg. A
gasztritiszes mintdk vizsgéalata sordn nem taldltunk jelentds kiilonbséget a gyulladt és ép
nyalkahartya adatait Osszehasonlitva, ugyancsak nem volt szignifikans kiilonbség a
Helicobacter pylori-pozitiv és -negativ betegek széveti mintaiban mérheté PACAP38-szintek
kozott. Fekélybetegség esetén lathatd volt kiilonbség a fekély széli részébdl vett mintdk
PACAP-szintje és a normal nyalkahartya adatai kozott, tehat a tendencia hasonlé volt, mint a
korabban, patkdnyoknal kisérletes koriilmények kozott talalt kiilonbség, mely szerint a fekély
sz¢€li részén csokkent a PACAP-expresszio, azonban az értékeket kielemezve a kiilonbség nem
bizonyult szignifikansnak. Feltehetden a kiilonbség oka az, hogy allatkisérletek soran
kontrollalt, egyéb betegségektdl mentes, teljesen homogén csoportok vannak, viszont human
vizsgalatok soran a betegek sokkal diverzebbek, mint az indukalt fekélymodellben a patkanyok.
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