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Bevezetés

Hypophysis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptidet, vagy angol neve alapjan
mozaikszdval PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide), 1989-ben
izolaltak birka hypothalamusbdl, patkdny hypophysisben kifejtett adenilat ciklaz aktivald
hatasa alapjan. A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP)
peptidcsalad tagja, melynek N-terminalis szakasza (1-28) 68 %-ban megegyezik a VIP
struktdrajaval, de adenilat-cikldz aktivalo hatdsa 1000-10000-szer nagyobb a VIP
hatdsanal. 1990-ben azonositottdk 27 aminosavbol felépiils, rovidebb fragmensét, a
PACAP27-et. A szervezetben két bioldgiailag aktiv amidalt forma kb. 90%-at a 38
aminosavhdl allo PACAP38, a kisebb részét a PACAP27 teszi ki. A peptidet a dipeptidil-
peptidaz 1V (DPP 1V) bontja le, és nagyon roved felezési ideje van testfolyadékokban. A
degradacio sordn N-terminalis rovedebb peptidek keletkeznek, melyek mér bioldgiailag
nem aktivak. Az N-terminalis vég sziikséges a bioldgiai aktivitdshoz, de a
receptorkdtéshez nem. Az igy keletkezett peptidek, példaul a DPP IV altal elaallitott
PACAP3-38, a legtdbb esetben antagonistaként viselkednek. Ezen révedebb fragmensek
koziil a leghatasosabb antagonista a PACAP6-38.

A PACAP eléfordulasa a szervezetben
A PACAP a kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hypothalamusban
mutathatd ki. Mas struktirakban, igy az agykéregben, a kézépagyban, a nytltvelében, a
basalis ganglionokban, a thalamusban, a hypophysisben, a septumban, a hippocampus
CA1-3 z6naiban, az amygdala centralis magjaban, a cerebellumban és a retina kiil6nb6z6
rétegeiben is vannak PACAP tartalmu sejtek és rostok. A periférids idegrendszerben a
spinalis ganglionok kis érzbidegsejtjei, valamint a vegetativ prae- és postganglionaris
neuronok tartalmaznak PACAP-ot.

A PACAP nemcsak a kozponti és periférias idegrendszerben talalhaté meg,
hanem mas szdvetekben is. Tébbek kdzott az endokrin szervekben és a gastrointestinalis

traktus teljes hosszaban. A peptidet kimutattak tobbek kdzott az adenohypophysisben, a



mellékvesében, az endokrin pancreasban és a mellékpajzsmirigyben. Ezen Kkivil

megtalalhaté a kivalaszt6 rendszerben és a 1égzérendszerben.

PACAP-receptorok

A PACAP hatdsat a szervezetben G-protein kotott receptorok kozvetitik. A PAC1
receptor két-harom nagysagrenddel nagyobb affinitassal kéti a PACAP-ot, mint a VIP-et,
mig a VPAC-1 és VPAC-2 receptorok mindkét peptidet egyforma erdsséggel kotik. A
PACAP-ot nagyobb affinitassal kotd PACI receptor tipusok megtalalhatoak a kdzponti
idegrendszerben (a hypothalamus kiilonb6z6 teriiletein, a cortexben, a thalamusban, a
mesencephalonban, a ponsban és a Kkisagyban), az adenohypophysisben, a

mellékvesevelGben és a herében.

A PACAP gonadalis funkcidkra kifejtett hatasai

A PACAP-nak a hypophysis hormonok szekrécidjara kifejtett hatdsat mar roviddel a
felfedezését kovetden kimutattdk. A peptid a GnRH-val interakciéban a gonadalis
funkcidk kdzponti szabalyozasaban vesz részt. Késdbbi vizsgalatok kimutattak, hogy a
PACAP kozvetlenil a gonadalis sejtekre kifejtett hatassal is rendelkezik, és fontos
szerepet tolt be a genitalis rendszerben. Immunhisztokémiai modszerekkel kimutattdk a
PACAP-ot és receptorait az ovariumban, ahol a PACAP fontos szerepet jatszik a
ovarialis szteroidszintézisben, a tlisz6érés szabalyozasdban és a granulosa sejtek
proliferacidjaban. Ezen kivil a PACAP kimutathaté a vagindban és az uterusban is.
Valészintileg az uteroplacentaris egység mitkodésének szabalyozasaban is fontos szerepe
van, mivel relaxaciot okoz a bolyhok és a myometrium ereiben. A PACAP terhességben
betdltdtt fontos szerepét tdmasztja ala az a megfigyelés is, hogy a PACAP-knockout
egerek fertilitasa csokken. Az endometriumban a PACAP expresszié a decidualizacio és

a terhesség soran valtozik.

A PACAP protektiv hatdsdnak molekularis mechanizmusai
A citoprotektiv hatasokért csaknem minden esetben a PACI1 receptor felelés. A PACAP a
PAC1 receptorokon keresztiil aktivalja az adenilat ciklazt és a foszfolipaz C-t, melyek

hatdsdra cCAMP- fiiggé és attol fliggetlen Gtvonalak aktivalddnak. A PKA aktivacid



hatasara altalaban a védé hatasu MAPK, az ERK foszforilaci6 megemelkedik, a

sejtpusztulast elésegité INK és p38MAPK foszforilacid pedig gatlodik.

Célkitiizések
e A PACAP27 és PACAP38 kimutatdsa illetve koncentracidvéltozasanak
meghatarozasa az érett, human placentabdl (anyai centrélis és periférias, illetve
magzati centralis és periférias placentarészekbdl), k61dokzsinOrbol illetve 9 hetes

abortumokbdl.

o PACAP38 kimutataisa MALDI TOF tomegspektrométer segitségével kiilonbozo

human reproduktiv rendszerbdl szarmaz6 mintakbol.

3.¢ PACAP1-38 és PACAP6-38 kezelés hatasanak vizsgalata JAR sejtek<—

(choriocarcinomas cytotrophoblast) jelatviteli Gtvonalaira illetve talélésére normal
korulmények kozott, H,O, indukalta oxidativ stresszben, CoCl;, lipopoliszacharid

és etanol indukalta in vitro hypoxiaban és citosztatikus kezelést kovetden.

4.¢ PACAP1-38 és PACAP6-38 kezelés hatasanak vizsgalata HIPEC sejtek<

(extravillosus cytotrophoblast) talélésére normal koralmények kozott és
citosztatikus  kezelés hatasara, illetve ezen sejtvonal invézidjara és

proliferacidjara.
Anyagok és modszerek

A PACAP eldforduldasa a placentiban

A vizsgélat alapjaul szolgélé mintakat 9 hetes human abortumokbdl (n=7) és human érett
placentakbol (n=6) nyertiilk. A vizsgalat soran kilonbséget tettiink a magzati oldalon
elhelyezkedd chorionboholy, és az anyai oldalt reprezentalé decidua kozott. Mindkét
esetben a placenta periférias és centralis részébdl egyarant vettiink mintakat. Ezen kiviil
koldokzsinorbdl (n=6) is meghataroztuk a PACAP38 és a PACAP27 koncentréciojat.

Els6 1épésben megmértik a szovetmintdk sulyat, majd jéghideg desztillalt vizzel
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homogenizaltuk azokat. A homogenatumot lecentrifugaltuk (12000 rpm, 4 °C, 30 min), a
fellilisz6t radioimmunoassay (RIA) mddszerrel dolgoztuk fel, és meghatéroztuk a
PACAP38 illetve a PACAP27 koncentraciojat.

RIA modszer leirasa réviden

Antiszérum: Az &ltalunk hasznéalt PACAP38 antiszérumot carbodiimide altal konjugéalt
Cys”*-PACAP24-28 és borji thyreoglobulin antigén ellen termeltetik nydlban. A
PACAP27 esetén a ,,88123-3” szamu antiszérumot hasznaltuk 1:45000 higitasban.
Jeléletlen antigén: Sajat laboratériumban késziilt mono-°l izotéppal jédozott birka
PACAP24-38 és birka PACAP27 (5000 cpm/ tubus). Standard: A RIA mérés soran birka
PACAP27 illetve PACAP38 peptidet (Sigma) hasznaltunk standardként 0-1000 fmol/ml
tartomanyban. Pufferoldat (assay-puffer): A RIA teszteket 1 ml 0,05 mol/l
BSA, 0,1 mol/l NaCl, 0,05 % (w/v) NaNz.Immunoassay eljaras (Radioimmunoassay-k
menete): a polipropilén RIA csdvekbe (Merck) duplikditumban az alébbi inkubaciés
elegyet mértik be: 100 pl PACAP 27 vagy PACAP 38 standard, ill. mérni
kivant/ismeretlen minta, 100 pl antiszérum”88111-3” PACAP38 (1: 10000 higitasban),
vagy ,,88123-3” PACAP27 (1:45000 higitisban), 100 ul (kb. 5000 cpm) ***I izot6ppal
jelolt PACAP24-38 vagy PACAP27, assay-puffer. A mintakat az 6sszekeverést kovetden
4 °C-on 48-72 o6raig inkubaltuk. Ez utan az antitesthez kétott jelolt antigén frakciot
elvalasztottuk a szabad jelolt peptidektél oly modon, hogy csovenként 100 pl szeparald
oldatot mértiink hozza, melynek Osszetétele: 10 g mosott szén, 1 g dextran, 0,5 g
zsirmentes tejpor, 100 ml desztillalt viz. A csoveket 4 °C-on 15 percig 3000 rpm-en
centrifugaltuk, a felilluszot ledntottiik, és itatospapirral leitattuk. A szénhez kotddott
szabad peptidfrakcio radioaktivitasat (gammasugarzast) NZ310 tipusi spektrométeren
megmértiik. Ebbdl kovetkeztethetiink az ellenanyaghoz kotott radioaktivitas értékére,
majd egy kalibracios gorbér6l leolvashatjuk az ismeretlen minta PACAP38 vagy
PACAP27 koncentraciojat.



Tomegspektrometriai vizsgalatok

A tomegspektrometriai  kisérletekhez a mintdkat (tlisz6folyadék, magzatviz,
hiivelyvaladék) rutin négydgyaszati vizsgalatok alkalmaval nyertiik. A mintavételek
kiilon beavatkozast nem igényeltek, az Intézmény Etikai Bizottsag Kddex szabalyainak
betartasaval torténtek. A mintdkhoz minden esetben peptidazgatlot (aprotinin) adtunk
(30pl/ml), kivéve a hiivelyvéladékot, orrvaladékot és nyalat, amik gyiijtése filter papirra
tortént. A tiiszéfolyadékot onkéntes nébetegektdl nyertiik (20-35 év kdzdtt, n=40), akiken
kontrollalt petefészek hyperstimulalas utdn mesterséges megtermékenyités miatt
tiszéfolyadék punkcidt végeztek. A mintdhoz (100 pl) hozzdadtunk 10 pl 72%-os
triklérecetsavat és 100 pl desztillalt vizet, majd lecentrifugaltunk (13000 rpm, 10 min).

A magzatvizet Onkéntes varandosoktol nyertik a 16. terhességi héten végzett
amniocentesis soran, melynek oka a 35 év feletti anyai életkor volt (n=25). A mintakbol
200 pl mennyiséget lecentrifugéltunk (10000 rpm, 5 min), a feluldszot 100 pl 1%-0s
trifluorecetsavval (TFA) savanyitottuk, majd ismét centrifugaltuk (13000 rpm, 10 min).
A tovabbi tisztitas céljara C18-as bevonatl Zip-Tip pipettahegyet (Millipore)
hasznaltunk. A vizsgalni kivant polipeptidet a Zip-Tip felszine megkd&totte, majd innen a
protokollnak megfelel6en leoldva kozvetleniil detektaltuk. A Zip-Tip felszinérdl torténd
kdzvetlen leoldést 50%-0s acetonitril és 0,1%-0s TFA 1:1 aranyl keverékével végeztiik.
A hiivelyvaladék (n=10) gytijtéséhez steril filter papircsikokat (Schirmer papir, Mediker)
hasznaltunk, a mintaadok a ciklusuk progeszteron fazisdban voltak. A papircsikok
hivelyvaladékkal vald atitatdsa minden esetben egy steril csipesszel tortént, amivel a
filter papircsikot a hiively falahoz illesztettiik 10 masodpercig.

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

A humén csarnokvizet (n=10, 65-85 év kozottiek) onkéntesekt6l nyertiik sziirkehalyog
miatti miitét alkalmaval.

A nativ mintainkat, illetve a PACAP-38 vizes oldatl standardjanek (Sigma-Aldrich) 1-1
ul-ét felvittilk a Bruker rozsdamentes acél mintatartd talcara (MTP 384 massive target T,

Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Vizsgalataink sordn maétrixként o—ciano—4—



hidroxi-fahéjsav (CHCA) telitett 0,1 %-os trifluor-ecetsav (TFA) — acetonitril (2/1 V/V)
oldatat alkalmaztuk, melybél mintainkhoz 1-1 pl-t csepegtettiink. Kalibral6é oldatként
minden esetben a Bruker Peptidkalibralé Standardot alkalmaztuk (#206195 Peptide
Calibration Standard; Bruker Daltonics). A mintak beszaradasat kovetéen az elemzéseket
a mar fent emlitett Bruker Daltonics Autoflex Il tipusi MALDI TOF/TOF
tomegspektrométerrel reflektor detektaladsi médban végeztiik el. Az ionizaldshoz 337 nm-
es nitrogén lézert alkalmaztunk (MNL-205MC model; LBT- Lasertechnick Berlin
GmbH.; Berlin; Németorszag), ennek frekvenciaja 50 Hz, a gyorsito fesziltség 20 kV és
a késleltetési id6 pedig 120 ns volt. A tdmegspektrumokat pozitiv ionizaciés modban
1000 és 10000 m/z tartomany kozott regisztraltuk. Minden minta esetében a
peptidkeverékre jellemz6 tomegspektrumokat (1000 16vés/minta) dsszesitettiik. A miiszer
ellenérzését Bruker FlexContol 2.4 szoftverrel, az értékelést pedig Bruker FlexAnalysis

2.4 szoftverrel végeztiik.

Sejtkultara

Immortalizalt sejtvonalak

Kisérleteink sordn JAR sejteket illetve HIPEC sejteket hasznaltunk. A JAR sejtek
choriocarcinomds cytotrophoblast sejtek, tenyésztésiik RPMI-1640 médiumban térténik.
A HIPEC sejtek extravillosus cytotrophoblast sejtek, ezek tenyésztését DMEM

médiumban végeztik.

Sejtek életképességének vizsgalata

A JAR sejtek életképességének vizsgalatdhoz kolorimetrikus MTT  (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) tesztet hasznaltunk. A sejteket
egy 96-lyuka tenyésztd edénybe valasztottuk szét, ahol a kezdeti koncentracio 104
sejt/200 ul médium/lyuk volt. Ezt kovetden egy éjszakan at tenyésztettiik ket RPMI

médiumban.

A; PACAP38 hatdsa JAR sejtekre kiilonbozo toxikus hatdsok esetében
A sejteket tizenkét kilonb6z6 csoportra osztottuk: 1.) a.) kezelésben nem részesiilt
csoport b.) 100 nM PACAP 38-al kezelt csoport. 2.) a.) 0,45 mM H,0, —dal kezelt



csoport, b.) 100 nM PACAP38-al elkezelt, majd 0,45 mM H,0, —dal kezelt csoport. 3.)
a.) 0,9 mM H,0,—dal kezelt csoport, b.) 100 nM PACAP38-al el6kezelt, majd 0,9 mM
H,O,—dal kezelt csoport. 4.) a.) 75 uM CoCl,-dal kezelt csoport, b.) 100 nM PACAP38-
al el6kezelt, majd 75 uM CoCl,-dal kezelt csoport. 5.) a.) 1 pg/ml lipopoliszacharid-al
(LPS) kezelt csoport, b.) 100 nM PACAP38-al elékezelt, majd 1 pg/ml lipopoliszacharid-
al (LPS) kezelt csoport. 6.) a.) 200 mM etanollal kezelt csoport, b.) 100 nM PACAP38-al
el6kezelt, majd 200 mM etanollal kezelt csoport.

A kontroll sejteket nem kezeltiik elézetesen PACAP38-al, azonban azon sejtcsoportok
esetében, melyek 9 oran keresztiil kiillonb6z6 toxikus hatasoknak voltak kitéve, 1 draval

az expozicio eldtt 100 nM PACAP38 kezelést is végeztiink.

B; PACAP38 hatdsa JAR sejtekre citosztatikus kezelés esetében

24)A sejteket huszonnégy killénbdzé csoportra osztottuk: 1.) kezeléshen nem részesiilt«— { Formazott: Felsorolas és szamozas |
csoport, 2.) 100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport, 3.) 1uM PACAP6-38-al kezelt
csoport 4.) 100 nM PACAP1-38-al és 1uM PACAP6-38-al kezelt csoport, 5.) 10 pM
MTX-al kezelt csoport, 6.) 100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport 7.) 1
UM PACAPG6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport, 8.) 100 nM PACAP1-38-al, 1 uM
PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport 9.) 100 uM MTX-al kezelt csoport, 10.)
100 nM PACAP1-38-al és 100 uM MTX-al kezelt csoport, 11.) 1 uM PACAP6-38-al és
100 uM MTX-al kezelt csoport, 12.) 100 nM PACAP1-38-al, 1 uM PACAP6-38-al és10
UM MTX-al kezelt csoport, 13.) kezelésben nem részesiilt csoport, 14.) 1 nM PACAP1-
38-al kezelt csoport, 15.) 100 nM PACAP6-38-al kezelt csoport, 16.) 1 nM PACAP1-38-
al és 100 nM PACAP6-38-al kezelt csoport, 17.) 10 uM MTX-al kezelt csoport, 18.) 1
nM PACAP1-38-al és 10 pM MTX-al kezelt csoport, 19.) 100 nM PACAP6-38-al és10
UM MTX-al kezelt csoport, 20.) 1 nM PACAP1-38-al, 100 nM PACAP6-38-al és10 uM
MTX-al kezelt csoport, 21.) 100 uM MTX-al kezelt csoport, 22.) 1 nM PACAP1-38-al és
100 uM MTX-al kezelt csoport, 23.) 100 nM PACAP6-38-al és 100 uM MTX-al kezelt
csoport, 24.) 1 nM PACAP1-38-al, 100 nM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt

csoport

A kontroll sejteket ebben az esetben sem kezeltiik elézetesen sem PACAP1-38-al, sem

PACAP6-38-al. Azon sejtcsoportok esetében, melyek 48 dran keresztil citosztatikum



hatasanak voltak kitéve, 1 6raval az expozicio el6tt PACAP1-38 vagy PACAP6-38, vagy
egyuttes kezelést is végeztiink. A kezelést kdvetéen a médiumokat lecseréltiik egy 0,5%-
0s MTT tartalmd RPMI médiumra, melyben 4 éraig inkubaltuk a sejteket. A reakciét 10
mM HCI hozzaadasaval terminaltuk. Ezt kovetden az abszorbancidt ELISA leolvaso
segitségével 570 nm hulldmhosszon megmértilk, amely ardnyos volt az €16 sejtek

szamaval. Minden kisérletet haromszor ismételtiink.

HIPEC SEJTEK

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

A sejteket hat kiilonb6z6 csoportra osztottuk: 1.) kezelésben nem részesiilt csoport, 2.)
100 nM PACAP1-38-al kezelt csoport, 3.) 1 uM PACAP6-38-al kezelt csoport, 4.) 10
MM MTX-al kezelt csoport, 5.) 100 nM PACAP1-38-al és 10 pM MTX-al kezelt csoport
6.) 1 uM PACAP6-38-al és10 uM MTX-al kezelt csoport. A kontroll sejteket ebben az
esetben sem kezeltik eldzetesen sem PACAPI1-38-al, sem PACAP6-38-al. Azon
sejtcsoportok, melyek 48 oran keresztiil citosztatikum hatasanak voltak kitéve, 1 draval
az expozicio el6tt PACAPI1-38 vagy PACAPG6-38 kezelésben is részesiiltek. Az
inkubacios id6 lejartakor a 100 pl médiumokhoz 10 pl WST-1 reagenst adtunk. Ezt
kovetben 2-3 oran keresztill inkubaltuk a sejteket. Az abszorbanciat ELISA leolvasé
segitségével 420-480 nm hulldmhosszon megmértiik, amely ardnyos volt az é16 sejtek

szamaval. Minden kisérletet haromszor ismételtiink.

Invazios készség és proliferacio vizsgalata

A HIPEC sejtek invazids készségének vizsgalatat invazids kamrakban végeztilk a Boyden
kamra protokoll alapjan. Minden kamraban talalhaté egy beillesztés amelyben van egy 8
um pérus nagysagu polikarbonat membran. Ezen kivill a membranokon talalhatd egy
patkany farokb6l szarmazé I. tipusi kollagén bevonat (5pg/cm?). A beillesztéseket

elészor DMEM médiummal mostuk majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.



Ezutan minden beillesztésbe 5x 10° sejtet helyeziink 100 pl FCS mentes médiummal, a
kamrakba szintén 5x 10° sejt keriil 400 ul FCS mentes médiummal. A sejteket 72 6ran at
tenyészettilk inkubatorban (37°C, 5% CO;). Az inkubécid lejarta utan a fellluszét
eltavolitottuk és a kollagénbe betort életképes sejteket jeldltik 400 ul crystal violet
sejtfestekkel 20 percig szobahomérsékleten. Majd ledblitettiik a sejteket néhanyszor
vizzel és a kollegénbe nem betoré sejteket vattaval eltavolitottuk. Ezek utan a beillesztést
egy teljesen Uj kamraba helyeztik és 200 ul H,O:etanol:acetecetsav (49:50:1) keveréket
adtunk hozza. Ezekbll az oldatokbol 100 pl-eket 96- lyuk(l tenyészté edényekbe
pipettdztunk ahol kolorimetrikus WST-1 teszttel 560 nm-en meghataroztuk a
abszorbanciat, ami ardnyos a sejtkoncentraciéval. A proliferaciés vizsgéalatot a
kamrakban talalhatd sejteken végeztik paralell az invazids készség meghatérozasaval. A
médium eltavolitasa utdn 400 pl FCS mentes 20% 96 Aqueous One solution tartalmu
reagenst adtunk a sejtekhez. Majd inkubéltuk 3 6éran at inkubatorban (37°C, 5% CO).
Ezekbdl az oldatokbdl szintén 100 pl-eket pipettaztunk 96- lyuka tenyésztd edényekbe
majd kolorimetrikus WST-1 teszttel 560 nm-en meghataroztuk a abszorbanciat, ami

aranyos a sejtkoncentracidval.

Western blot analizis
A JAR sejteket 6 lyukl tenyészté edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti koncentracio 5
x 10° sejt/ml/lyuk volt.

A.) PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre

JAR sejteket négy kiilonb6z6 csoportra osztottuk: 1.) kontroll csoport, 2.) 1 6ras 100 nM
PACAP38-al kezelt csoport, 3.) 1 éras 1 uM PACAP6-38-al kezelt csoport, 4.) 1 oras
100 nM PACAP38-al és 1 uM PACAP6-38-al egyiittesen kezelt csoport.

B.) PACAP1-38 hatasa JAR sejtekre H,O; kezelés esetében

A JAR sejteket négy kiilonbozé csoportra osztottuk: 1.) kontroll csoport, 2.) 9 6ran
keresztll 0,6 mM H,0.—dal kezelt csoport, 3.) 1 éras 100 nM PACAP38-al elbkezelt,
majd 9 dras 0,6 mM H,O,-dal kezelt csoport, 4.) 1 éras 100 nM PACAP38-al kezelt
csoport.



A sejteket a kezelést kovetden Osszegyljtottiik, majd jéghideg Tris pufferben (50 mM,
pH: 8,0) homogenizaltuk. A puffer 6sszetevdi: Foszfatdz inhibitor NazVO,4 (0,5 mM),
protedz inhibitor, PBS. A sejtmembranokat ultrahanggal roncsoltuk, majd 10000 x g
sebességgel centrifugaltuk 15 percen keresztiil. A fellilisz6 protein koncentraciojat
BioRad assay modszer segitségével meghataroztuk, a mintak protein tartalmat egyenld
koncentraciokra allitottuk be. Azonos mennyiségli fehérjéket (10 nug) 8, 12 és 15 %-os
poliakrilamid gélben futtattunk. A blottolast kdvetden, a nitrocelluléz membrant 3%-0s
zsirmentes tejben a kovetkezd polyclonalis nyal vagy monoclonalis egér IgG ellen
termeltetett antitesteket tartalmazo oldatban egy éjszakan &t 4°C-on inkubaltuk: Phospho-
protein kinase B (p-Akt), Phospho-p44/42 mitogen activated protein kinase (p-ERK1/2
Thr 202/Tyr204), Phospho-p38 mitogen activated protein kinase (p-p38 MAPK
Thrl80/Tyr 182). A masodik antitest peroxidaz-konjugalt anti-nydl, valamint anti-egér
IgG volt, a vizualizélast ECL Western blot meghatarozé rendszer kemilumineszcens
szubsztrat (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)
hasznalataval végeztiikk el. Az eléhivott filmeket NIH’s Image J szoftver segitségével

értékeltiik. Minden kisérletet legalabb harom alkalommal végeztiink el.

Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel

A JAR sejteket 6 lyukua tenyésztd edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti koncentracio
10° sejt/2ml/lyuk volt.

JAR sejteket hat kiilonbozé csoportra osztottuk: 1.) kontroll csoport, 2.) 100 nM
PACAP1-38-al kezelt csoport, 3.) 10 pM MTX-al kezelt csoport, 4.) 100 pM MTX-al
kezelt csoport, 5.) 100 nM PACAP1-38-al és 10 uM MTX-al kezelt csoport, 6.) 100 nM
PACAP1-38-al és 100 uM MTX-al kezelt csoport.

A HIPEC sejteket szintén 6 lyuku tenyésztd edénybe szeparaltuk szét, ahol a kezdeti
koncentréci6 10° sejt/2ml/lyuk volt.

HIPEC sejteket hat kiilonboz6 csoportra osztottuk: 1.) kontroll csoport, 2.) 100 nM
PACAP1-38-al kezelt csoport, 3.) 1 uM PACAP6-38-al kezelt csoport, 4.) 10 pM MTX-



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

Az eljérés a sejthaldl tipusainak elkilonitésére alkalmas. Az apoptozis korai szakaszéban
valtozasok figyelhet6k meg a plazmamembranban. Az apoptotikus sejtek membranjaban
a foszfolipid-foszfatidilszerin a bels6é felszinrél a kiilsé felszinre transzlokalddik. Az
annexinV igen nagy affinitdést mutat a foszfolipid-foszfatidilszerinhez. A fluoreszcens
festékkel (FITC) jelzett annexinV alkalmas az apoptotikus sejtek aramlési citometrids
kimutatasara. Az annexinV-t propidium jodid festéssel egyutt alkalmaztuk és igy az
annexinV pozitiv apoptotikus sejtek elkiilonithet6vé valtak a propidium jodid pozitiv
nekrotikus sejtekt6l (Vermes et al., 2000). A mintdkat BD FacsCalibur flow citométerrel
vizsgéltuk, az analizishez Cellquest software-t hasznaltunk. Kvadrans dot plot
segitségével meghatarozhatdo az €16, a nekrotikus (propidium jodid pozitiv), a Kkorai
apoptotikus (annexin-V pozitiv), valamint a kés6i apoptotikus (annexin-V és propidium

jodid pozitiv) sejtek szézalékos aranya.

Statisztika
Eredményeinket atlag + S.E.M. formaban adtuk meg. Az eredmények adatait ANOVA
teszttel hasonlitottuk dssze, melyet Neuman—Keul's post hoc analizis kovetett. A P<0.05

eredmények esetén az eltérést szignifikdnsnak tekintettiik.

Eredmeények

A PACAP eldforduldasa a placentiban

A RIA eljards segitségével sikerlilt a PACAP38 és PACAP27 immunreaktivitast
kimutatnunk human placentabol. A PACAP38 szignifikdnsan magasabb koncentraciéban
fordult el6 a human placenta anyai centralis és periférias illetve a magzati centralis és
periférias részében mint a PACAP27. A peptid mindkét formaja alacsony
koncentracidban volt jelen a kéldokzsinérban, de a PACAP38 szintje itt is szignifikdnsan
magasabb volt a PACAP27 szintjénél. A PACAP mindkeét formdja detektalhato volt a 9

hetes abortumok anyai és magzati oldalabol vett mintakbol egyarant. A PACAP27 szintje



csak a magzati oldalon mutatott szignifikdns emelkedést a terhesség elérehaladtaval,
ezzel szemben a PACAP38 koncentracidja mind a magzati, mind az anyai oldalon

szignifikdnsan emelkedett a terminushoz kozeledve.

Tomegspektrometriai vizsgalatok

Kisérleteink soran human tiisz6folyadék, magzatviz, hiivelyvaladék, nyal, orrvaladék és
csarnokviz mintdkat a PACAP standarddal egyitt MALDI TOF tomegspektrométer
segitségével vizsgaltuk. A PACAP-38 kvazi-molekula ionjat (MW: 4534.6 Da) a standardban
és mind a 40 tiszéfolyadékban detektaltuk. A human magzatviz, hiivelyvaladék, nyal,
orrvaladék és csarnokviz esetében nem tudtuk kimutatni a PACAP38-ra jellemzd csucsot. Ezt
TOF/TOF alkalmazasaval. A kisérlet eredményeként kapott y fragmensek egyezést mutattak
a korabbi vizsgalatok alapjan rendelkezésre allo a PACAP38 sziil6 ion y fragmenseivel és
aminosav szekvenciaival. Igy kapott eredményeink egyértelmiien bizonyitjsk a PACAP-38

jelenlétét human tiisz6folyadékban.

PACAP hatasa choriocarcinoma sejtek tulélésére

A. PACAP38 hatdisa JAR sejtekre kiilonbozo toxikus hatdsok esetében

A PACAP38 kezelés onmagdban nem befolyasolta a JAR sejtek thlélését. Meglepd
H,0, —dal és PACAP38-al lettek kezelve. S6t, ezen sejtek tlélési aranyat az oxidativ
stressz és a PACAP38 egyiittes alkalmazasa csokkentette, ez a hatas erdteljesebben
mutatkozott azonban a magasabb H,O, koncentracid esetén. Hasonld eredményt lattunk
azon csoportnal, amely CoCl, okozta kémiai hypoxidban szenvedett, itt is csdkkentette a
sejtek tulélési aranyat a kettds kezelés. Nem figyelheté meg szignifikans valtozas a
talélési aranyban LPS vagy etanol hatasara sem.

B. PACAP38 hatasa JAR sejtekre citosztatikus kezelés esetében

A JAR sejtek tulélését sem a PACAP1-38, sem a PACAP6-38 kezelés 6nmagaban, sem
egylttes alkalmazasuk nem befolyasolta. A citosztatikus kezelés hatasara a sejttulélés

szignifikns mértékben lecsokkent. Meglepd mddon abban az esetben sem talaltunk sem
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PACAP1-38-al vagy PACAP6-38-al vagy ezek kombinacidjaval lettek kezelve.

PACAP hatasa extravillosus cytotrophoblast sejtek tulélésére

A HIPEC sejtek tulélését sem a PACAP1-38, sem a PACAP6-38 kezelés tnmagaban
nem befolyasolta. Ezen sejtvonal esetében sem talaltunk védo, vagy toxikus hatast
azoknal a sejtcsoportoknal, melyek MTX-al és PACAP1-38-al vagy PACAP6-38-al

lettek kezelve.

PACAP hatasa extravillosus cytotrophoblast sejtek invazidjara és

VA

ey

eldsegitette. A PACAP6-38 az invaziora semmilyen hatast nem gyakorolt, viszont a

proliferacidt szignifikans mértékben fokozta.

PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek jelatviteli Gtvonalaira
A.) PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre
ERK1/2

Az ERK1/2 aktiv, foszforilalt formajat kimutattuk a kontroll sejteknél, expresszidja
azonban PACAP1-38 kezelést kovetGen nem valtozott. Ezen jelatviteli utvonal
aktivacioja szignifikans emelkedést mutatott PACAP6-38 alkalmazésa esetén, hasonld
emelkedés volt megfigyelheté PACAP1-38 és PACAP6-38 kombinalt kezelése esetében.

p38 MAPK

A p38 MAPK aktivacioja esetében az ERK1/2-el ellentétes eredményeket kaptunk. A p38
MAPK foszforilacidja kis mértékben csékkent PACAP1-38 hatdsara, majd szignifikans
csokkenést mutatott PACAP6-38 kezelés hatasara. PACAP1-38 és PACAP6-38 egyuttes



alkalmazas esetén ez a szignifikans aktivacié csokkenés még nagyobb mértékben volt

megfigyelhetd.
JINK/SAPK

A JNK/SAPK aktivacidja csak kis mértékben volt kimutathatd a kontroll sejtek esetében.
Foszforilacidja mar szignifikans mértékben emelkedett csak PACAP1-38 kezelés
hatasara is, még nagyobb emelkedést mutatott PACAP6-38 esetében. Kombinalt
alkalmazasuk esetében ez az aktivacio még jobban megemelkedett.

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

Az Akt aktiv formajat kimutattuk a kontroll sejteknél, expresszidja azonban PACAP1-38
kezelést kovetden jelentds mértékben csokkent. Hasonlo hatast figyelhettiink meg
azokndl a sejteknél, melyek csak oxidativ stressznek voltak kitéve. Abban az esetben,
amikor a sejteket PACAP1-38 eldkezelést kovetden H,0,-dal kezeltlik, ezen protektiv

jelatviteli tvonal aktivaciéja még szignifkansabb mértékben lecsokkent.
ERK1/2

Kisérletiink sordn nem volt kimutathat6 aktivitdsvaltozas annal a sejtcsoportnal, mely
csak PACAP38 kezeléshen részesult a kontroll sejtekhez viszonyitva. A ERKL1/2
foszforilacidja szignifikansan lecsokkent azoknal a sejteknél, melyek csak oxidativ
stresszben részesiiltek, illetve tovabbi szignifikans csokkenést mutat abban az esetben,

amikor a sejtek mindkét hatasnak ki voltak téve.
p38 MAPK

A p38 MAPK foszforilaciéja nem valtozott abban az esetben, amikor a sejtek csak
PACAP kezelésben részesliltek, illetve akkor sem, mikor a H,O; &ltal kifejtett oxidativ
stresszben szenvedtek. A PACAP és a H,0, egyidejii alkalmazasa esetén viszont ezen

protektiv jelatviteli Gtvonal aktivécidja szignifikans csokkenést mutat.



Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin V/propidium jodid festéssel JAR sejteknél

A flow citométerrel kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a MTX-kezelt csoportban az
€16 sejtek szama szignifikansan csokkent mind 10 uM, mind pedig 100 uM alkalmazott
koncentracié esetén. A PACAP1-38-kezelés 6nmagaban nem okozott eltérést a kontroll
sejtcsoporthoz képest, ezen kiviil sem véd6 sem toxikus hatast nem fejtett ki egyik MTX
koncentracidval szemben sem.

Apoptozis és nekrozis detektalasa annexin Vipropidium jodid festéssel HIPEC sejteknél
A flow citométerrel kapott eredményeink ebben az esetben is azt mutatjak, hogy a MTX-
al (10 pM) kezelt csoportban az é16 sejtek szdma szignifikinsan csokkent. A PACAP1-38
illetve a PACAP6-38 kezelés 6nmagdban nem okozott eltérést a kontroll sejtcsoporthoz
viszonyitva, ezen kiviil ebben az esetben sem mutattak sem védd, sem toxikus hatast a

MTX kezeléssel szemben.

Megbeszélés

A PACAP eléfordulisa a placentiban

Kisérleteink sordn mind a PACAP38-at, mind a PACAP27-et kimutattuk a human érett
placenta minden részében, a PACAP38 magasabb, a PACAP27 alacsonyabb
koncentracioban fordult el6. A PACAP placentaban mért koncentraciotartomanya kozel
azonos az agyban mért koncentraciotartomannyal, ahol a legmagasabb a peptid szintje az
egész szervezetben. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a PACAP szintje emelkedik a
terhesség elérehaladtaval, mind az anyai, mind a magzati oldalon. Ez jol korrelal korabbi
kisérleti eredményekkel, melyek szerint a PACAP mRNS és a PAC1 receptor mRNS
szintje emelkedik a terminushoz kozeledve. A PACAP magas koncentraciojabol arra
kovetkeztethetlink, hogy a peptid fontos szerepet tdlthet be a placentdban. Ezt a
feltételezést tamasztja ala PACAP knockout egerek csokkent fertilitasa és implantacios

képessége.



A PACAP el6forduliasa a reproduktiv rendszer egyéb részeiben

Vizsgélataink alapjan kimutattuk, hogy a PACAP38 megtalélhaté az altalunk vizsgalt
0sszes human tiiszéfolyadékban. A tlisz6folyadék médiumként szolgal a fejlédd petesejt
szdmara, illetve fontos szerepet télt be a germinalis sejtek morfoldgiai és funkcionalis
fejlédésében. A PACAP kimutathato fejlodési stadiumtol fiiggben a nagy érett tiiszok
granulosa sejtjeiben peteérés el6tt. Kisebb mennyiségben azonban éretlen antralis és
preantralis tiiszOkben is expresszalodik. Ezen kiviil kimutattdk a PACAP receptort is a
fejlédé tiiszokben. A sargatestben mind a PACAP-ot, mind a PAC1 receptort kimutattak.
Valészinti, hogy a peptid szerepet jatszik a primordialis csirasejtek proliferaciojaban, az
éretlen tliszok ciklikus kivalasztodasaban és a fejlodés elinditasaban, a petesejtek
meiotikus  fejlédésében és a petefészek hormon- illetve enzim termelésében.
Eredményiink, hogy a PACAP kimutathat6 az altalunk vizsgalt 6sszes tliszofolyadékbdl,
alatamasztja a feltételezést, hogy a PACAP fontos bioldgiai szerepet tdlt be a tenyésztd
folyadékként funkcionald tlisz6folyadékban a fejlodd petesejtek szdmara. Ennek

tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Human magzatvizben, hivelyvaladékban, orrvaladékban, nyalban és csarnokvizben nem
tudtuk kimutatni a PACAP-ot tomegspektrométer segitseégével. Ennek oka lehet a
PACAP teljes hianya ezen mintakban, vagy a peptid szintje annyira alacsony, hogy nem
éri el a detektélasi limitet. A peptid hidnya ebben az esetben nem feltétleniil zarja ki azt a
lehetéséget, hogy a PACAP megtalalhatd koros elvaltozasok esetében, mivel az altalunk
vizsgalt mintdk olyan onkéntes nébetegtdl vagy egészséges onkéntesektdl szarmaztak,
akik anamnézisében nem volt ismert betegség. A gyors lebomlas kizérhatd, mivel a
mintakhoz megfeleld mennyiségl peptidaz-gatlot adtunk. Ezen kiviil eléfordulhat, hogy a
peptid egy mddosult forméaban van jelen az altalunk vizsgalt mintdkban, melynek

kideritése még tovabbi vizsgalatokat igényel.



PACAP hatésai choriocarcinoma sejtek tilélésére és jelatviteli Gtvonalaira
PACAP38 hatasa JAR sejtekre kiilonbozo toxikus hatasok esetében

Vizsgélatainkban a PACAP kezelés szdmos hatdsat leirtuk JAR sejtek tulélését és
jelatviteli utvonalait illetéen. Arra az eredményre jutottunk, hogy egy 6rds PACAP1-38
elokezelés nem valtoztatta meg szignifikansan a trophoblast sejtek t0lélési aranyat,
viszont azoknal a sejteknél, melyek oxidativ stressznek és hypoxianak is ki voltak téve, a
PACAP1-38 clokezelés szignifikdnsan csokkentette a tulélést. Ebbol arra
kovetkeztethetlink, hogy a PACAP38 potencirozza ezen toxikus hatdsokat. Ezt nem
figyelhetjuk meg azokndl a csoportoknal, amelyek LPS, etanol vagy MTX kezelést
kaptak.

PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa JAR sejtekre

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP1-38 kezelés 6nmagdban nem valtoztatta meg
az ERK1/2 és a p38MAPK foszforilacidjat. Az ERK1/2 esetében a PACAP6-38
szignifikdnsan emelte ezen jelatviteli Utvonal aktivaci6jat, ugyanezt a hatést figyelhetjik
meg kombinalt alkalmazasukat kovetéen. A p38MAPK esetében pont ellenkezd hatast
figyelhettink meg, a PACAP6-38 és a PACAP1-38 val6 egyuttes alkalmazésa esetén
ezen jelatviteli Gtvonal foszforilacioja szignifikdns mértekben lecsokkent. A INK/SAPK
jelatviteli Gtvonal esetében a PACAP1-38 kezelés szignifikans aktivaci6emelkedést
hozott létre, amely ugyan fokozddott PACAP6-38 kezelést kdvetden is, de sokkal

szignifikansabb foszforilalodas volt megfigyelhetd kombinalt alkalmazasuk esetén.
PACAP hatéasai choriocarcinoma sejtek tdlélésére methotrexate kezelés hatasara

Vizsgalatainkban arra az eredményre jutottunk, hogy a PACAP1-38 vagy a PACAP6-38
kezelés 6nmagaban nem valtoztatott a vizsgalt sejtvonal talélésén, MTX egyedili
alkalmazésa esetén a tulélés korulbelil a felére csokkent le. A citosztatikum és PACAP1-
38 vagy PACAP6-38 kombinalt alkalmazasa esetén ugyanezt a hatast kaptuk, tehat a

peptid és az antagonista sem mutatott védo vagy toxikus hatast.
PACAP hatasai choriocarcinoma sejtek jelatviteli Gtvonalaira toxikus kortlmények kozott

Eredményeink azt mutatjdk, hogy 6nmagaban a PACAP38 kezelés nem véltoztat az
ERK1/2 és a p38 MAPK foszforilacidjan, de csokkenti az Akt aktivacidjat. A PACAP-al



és H,O,—dal torténd egyiittes kezelést kovetben csokken a fenti jelatviteli Gitvonalak
foszforilacioja. Az Akt esetében a PACAP38 dnmagaban is csokkentette az aktivaciot,
igy az egyiittes kezelést kovetben kialakuld csokkenés additiv hatasnak mindsiil. Az
ERK1/2 és a p38 MAPK esetében a PACAP38 onmagaban nem csokkentette az
aktivaciot, igy az egyittes kezelés kovetkeztében kialakulé csokkenés ezekben az

esetekben potencirozd hatésnak tudhat6 be.
PACAP hatésai extravillosus cytotrophoblast (HIPEC) sejtekre

Az immortalizalt extravillosus cytotrophoblast sejtek esetében, azonos korilmények
kozott ugyanigy viselkedett a PACAP1-38 és a PACAP6-38, mint a tumoros
choriocarcinoma sejtek esetében. A HIPEC sejtek tulélésén sem valtoztatott a PACAP1-
38 és PACAPG6-38 kezelés dnmagéban, viszont a MTX szignifikansan csokkentette a
talélést. A MTX ezen toxikus hatasat ennél a sejtvonalndl sem tudta a PACAP1-38
eziddig PPARy hozzdadasival vizsgaltak. A PACAP1-38-al és PACAP6-38-al
ellentétben a PPARy nem fokozta a proliferacidt, viszont a PPARy és a PACAP1-38
csOkkentette az invazios készséget, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezen anyagok
moduléljdk a cytotrophoblastok invazidjat a placentaban. Tovabbra is érdekes kérdés
marad azonban, hogy a PACAP6-38 a cytotrophoblastok esetében nem antagonista
hatasu. Ezen eredmények tisztdzasara PCR kisérleteket végziink egy esetleges Uj receptor

feltérképezésére a placentaban.
A PACARP iltalanos sejtvédé hatasatél eltérd hatasai egyes sejtekben

A PACAP-ot legtobb esetben cytoprotektiv hatasa alapjan jegyzik az irodalomban, ezt a
tulajdonsagat el6szor neuronalis sejtvonalon mutattak ki, ahol protektiv hatast fejtett ki
tobbféle toxikus stresszorral szemben. A PACAP38 tobbek kozott védd hatast fejt ki
glutamat, etanol, ceramid, 6-hidroxidopamin, HIV burokfehérje, rotenon és hypoxia
okozta karosodassal szemben. A PACAP védd hatasat cerebellaris szemcsesejtek
esetében is kimutattdk oxidativ stresszel szemben. Hasonlé mértékli protektiv hatast
mutatott ki munkacsoportunk oxidativ stresszel szemben az endotél sejtek vagy
szivizomsejtek esetében is. Jelen eredmeényeink ezzel teljesen ellentétben azt mutatjék,

hogy a PACAP nem segiti a trophoblast sejtek tulélését. A PACAP kezelés 6nmagaban



nem valtoztatott a talélési aranyon, de fokozta az oxidativ stressz és in vitro hypoxia altal

okozott toxikus hatast. Ennek a potenciroz6 hatadsnak az oka még ismeretlen.

Az irodalmi adatok azonban nem minden sejt esetében mutatnak sejttiilélést eldsegitd
hatast. Egyes esetekben a PACAP38 pont ellentétes hatast fejt ki, mégpedig gatolja a
sejtek talélését, mint pl. myeloma és human leukémia sejtekben. Tovabba kimutattak,
hogy a PACAP KO egerekben gyakrabban fejlédik ki colorectalis tumor. Kardidlis
fibrocitdkban a PACAP gétolja a proliferacidt és a fehérjeszintézist. Mas esetekben pedig
azt talaltdk, hogy a PACAP, ellentétben a VIP-vel, nem befolyasolja a sejtek tulélését,
mint pl. myentericus neuronkultiraban. Ennek hatterében az allhat, hogy a PACAP
receptorok koziil az adott sejtekben mas splice varians expresszalodik. Tovabbi tényez6
lehet az az ismert tény, hogy kiilonb6zd sejttipusokban egy ligand pleiotrop biologiai
valaszt idézhet el6 a szovet/sejtspecifikus szignaltranszdukciés utvonalak miatt.
Kiilonosen tumorsejtekben fordulhat el8, hogy a PACAP-nak egy masik receptortipusa
jelenik meg, mely eltérd hatast kozvetit, vagy a tumorsejtekben eltérd jelatviteli utak
aktivalodnak. Ezen, a PACAP altalanos hatésaitol eltéré hatasok lehetnek trophoblast
specifikusak, vagy csak a tumoros trophoblast sejtekre jellemzéek. Ennek a kérdésnek a
tisztazasara kezdtiink kisérleteket immortalizalt cytotrophoblastokkal illetve primer
cytotrophoblast sejtvonallal. Ennek érdekében részt vettem egy kiilfoldi kollaboréaciéban
(Laboratoire d’Hormonologie, Maternité, Hopitaux de Universitaire de Genéve, Genf,
Svéjc), ahol placentabdl izolaltuk a primer cytotrophoblast sejteket. Ezen kisérletek még

jelenleg is folynak.
PACAP altal aktivalt jelatviteli Gtvonalak

A PACAP-al kapcsolatban kimutattdk mar, hogy tébbféle jelatviteli dtvonalat aktival.
Szamos eredmény sziiletett arrdl, hogy a PACAP sejttulélést el6segitd hatasat tobb, a
MAPK csaladba tartazo jelatviteli Gtvanal segitségével fejti ki. A PACAP stimulalja az
altalaban antiapoptotikus hatassal rendelkez6 ERKI1/2 és gatolja a nagyrészt
proapoptotikus JNK1/2 illetve p38 MAPK Utvonalak aktivitasat. Tovabba, a PACAP
ellenstlyozza az ischemia-, oxidativ stressz-, vagy glutamat-indukélta valtozasokat
ezeknél a szignaltranszdukciés molekuldknal. Kisérletinkben PACAP elO6kezelést

kovet6 oxidativ stressz és hypoxia hatdsara csokkent talélési ardnyt talaltunk. Western-



blot analizisiink soran a PACAP sokféle hatasat mutattuk ki. Egyértelmii volt, hogy egyes
védo utvonalak (ERK1/2, Akt) aktivitasa csokken, de a PACAP egyes proapoptotikus
Utvonalakat is visszaszoritott. A p38 MAPK ttvonal esetében, ami koriilményektol
fiiggben lehet pro- illetve antiapoptotikus hatast is, hasonld aktivitascsokkenést
figyelhettink meg mint a protektiv faktorok esetében. Azt talaltuk, hogy a PACAP
potencirozd és additiv hatassal rendelkezik az altalunk vizsgalt jelatviteli Gtvonalak
esetében, ha a sejtek oxidativ stressznek is ki voltak téve, amit a PACAP sejthalalt
eldsegitd hatasa is alatamaszt. Eredményeink értelmezéséhez a trophoblast sejtek tovabbi
vizsgalata szlikséges, melyek megmagyarazhatjak az elébb emlitett mechanizmust és a
lehetséges fiziologias, illetve patofiziologids folyamatokat, melyek felelossé tehetdek a

PACAP mediélta jelatviteli Utvonalakért.

Kisérleteink tovabbi, altalanostol eltér6 eredménye, hogy a PACAP6-38 agonistaként
viselkedett, mely nem csak ezen sejtvonalra érvényes, mivel munkacsoportunk kimutatta,
hogy a PACAP6-38 a trachedban a felszabaduld gyulladdsos neuropeptidekre is a
PACAP1-38-al agonista modon hat, és nem antagonistaként. Ezek a megfigyelések
felvetik annak a lehtedségét, hogy ezekben a sejtekben/szévetekben a PACAP
receptornak egy eddig ismeretlen splice variansa talalhatd, melyen keresztiil a PACAP6-
38 ugyanolyan jelatviteli dtvonalakat aktival, mint a PACAP1-38. Ennek tisztdzasara

tovabbi kisérletekre van sziikség.

Uj eredmények osszefoglalasa:

e Kimuttuk a PACAP38-at és PACAP27-et human, érett placentabdl és 9
hetes abortumokbol, ezen kivil, hogy a PACAP szintje emelkedik a
terhesség elérehaladtaval

o Kimutattuk a PACAP38-at human tiisz6folyadékban.

o PACAP1-38 elokezelés szignifikdnsan csokkentette a tulélést azon JAR

sejteknél melyek oxidativ stressznek vagy hipoxianak ki voltak téve.



Az ERK1/2 és INK/SAPK jelatviteli ttvonalak esetében a PACAP1-38 és
PACAP6-38 kombinalt kezelés novelte ezen Gtvonalak aktivaciojat, de
csokkentette a p38MAPK foszforilacidjat.

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

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

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

elsegitette. A PACAP6-38 a proliferécidt szignifikdns mértékben fokozta.
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