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Bevezetés

Amyloidosis

Az amyloid egy koros fehérjeaggregatum, amely a fehérjék rendellenes feltekeredésébol
szarmazik, és tobb mint harminc kiilonb6zé fibrillumképzo fehérje lehet felelés a
kialakulasaért. A fibrillaris lerakodasok proteoglikanokat, glik6zaminoglikanokat ¢&s
plazmafehérjéket kotnek meg. Az amyloid legmegbizhatébb kimutatasi modszere a Kongo-
voros festés, amely polarizdcios mikroszkép alatt kettdsen tord almazdld fluoreszcenciat
eredményez.

Az amyloidosis olyan betegségcsoport, amelyben az amyloid extracellularis lerakodasa
karositja a sejtek miikddését, szervi elégtelenséghez vezethet. Két {6 csoportja a szisztémas és
a lokalizalt amyloidosis. A szisztémas forma tobb szervet érint, mig a lokalizalt valtozat egy
adott szervben rakodik le. A lokalizalt amyloidosok koz¢ tartozik példaul a 2-es tipusu
cukorbetegséggel 0sszefliggd Langerhans-sziget amyloidosis, illetve az Alzheimer-kor, ahol az
agyban a béta-amyloid plakkok lerakodasa okozza a tiineteket. A szisztémas amyloidosis négy
fo tipusa: a primer amyloidosis (monoklondlis plazmasejt-proliferacioval), a szekunder
amyloidosis (kronikus gyulladasos allapotokhoz kétddden), az 6rokletes amyloidosis (genetikai
mutacidk miatt kialakulo transthyretin lerakodas) €s a hemodializishez kapcsolodo amyloidosis
(hosszan tarto dializis kovetkezményeként). Az amyloidosis egy kiilonleges alcsoportjat képezi
az idéskorban jelentkezd szenilis amyloidosis, amely el6fordulhat lokalizalt és szisztémas
formaban is. Emberben a szisztémas forma leggyakrabban 80 éves kor koriil alakul ki, mig
egerekben ez jellemzden a 1,5 éves életkorra tehetd. Mechanizmusa nem teljesen ismert, de

leginkabb a transthyretin fehérje koros felhalmozodasaval hozhaté dsszefiiggésbe.

Peyer-plakkok és az immunrendszer

A nyélkahartya-asszocidlt lymphoid szovet (MALT) kulcsszerepet jatszik az
immunrendszer miikodésében. Ide tartozik a bélhez kapcsolédd nyirokszovet (GALT),
amelynek f6 elemei a Peyer-plakkok (PP), az izolalt lymphoid-tiisz6k és a féregnyulvany
(appendix vermiformis). A PP-ok a vékonybél antimesenterialis oldalan taldlhatok, amelyeket
transmucosalis nyiroktiiszd csoportok alkotnak és ellipszoid kiemelkedésekként jelennek meg
a serosalis bélfelszinen. Emberben ezek szdma 100-240, amelyek csak az ileumban talalhatok,

mig egerekben 5-14, és ezek a vékonybél barmely részén eléfordulhatnak.
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A PP szovettani szerkezetét vizsgalva négy fo régiot lehet megkiilonboztetni: (1)
folliculus-asszocialt epithelium (FAE) a hamban; (2) subepithelialis dom (SED) a lamina
propridban; (3) B-sejtes tlisz6k a csirakdzponttal (CG), a kopenyzdnaval (cortex) és a
peremzoénaval (corona); és (4) interfollikularis T-sejtes zona, beleértve a magas endothelialis
venulakat (HEV). Az M-sejtek fontos szerepet toltenck be az antigének transzcitozisaban,
amely az [gA-termeléshez sziikséges immunvalaszhoz vezet.

A PP és az autoimmun betegségek kozotti lehetséges kapcsolatokat mar régota
feltételezik. A Chron-betegségben az aphthoidalis elvaltozasok gyakrabban fordulnak elé a
terminalis ileumban. Colitis ulcerosaban az endoszkopos vizsgdlatok a PP-ok erdsen
megvaltozott megjelenését mutatta, ami a relapsus fokozott kockazataval jar. Tovabba
igazoltak, hogy a bélmikrobiota a PP-n keresztiil fontos szerepet jatszhat egyes autoimmun
betegségekben.

Az immunsejtek felszinén expresszaldédd immun checkpoint molekulak kulcsszerepet
toltenek be a daganatterapidkban és a személyre szabott orvoslasban. Ezek a molekulak két {6
csoportra oszthatok: gatlo (pl. TIM-3, PD-1) és stimulalo tipusokra, melyek ligandjaikkal (mint
a Galectin-9 vagy PD-L1) valdé kolcsonhatds révén szabalyozhatjdk az immunvalaszt. Az
immun checkpoint molekuldk kulcsszerepet téltenek be az immuntolerancia fenntartasaban, az
autoimm folyamatok megel6zésében, a fertézések elleni védekezésben és a daganatos sejtek
felismerésének ¢€s eliminacidéjanak szabdlyozasaban. A GALT-ban kiilondsen fontosak, mivel
befolyasoljak a lokalis immunvalaszt és kozvetetten befolyasoljak a bélmikrobiota dsszetételét
¢s egyensulyat is. Kisérletek igazoltak, hogy PD-1 hianyaban a Peyer-plakkok T-sejtjeinek
regulacioja zavart szenved, amelyhez karosodott IgA-termelés tarsulhat. Ez a folyamat
hozzéjarulhat a diszbidzis kialakuldsahoz. Emellett a bél ischemids reperfiizidja soran a PD-
1/PD-L1 expresszio csokkenése gyengiti az immunvédelmet. A CD69 receptor, amely az
immunsejtek aktivacidjanak korai markere, szdmos koros 4allapotban — tobbek kozott
autoimmun betegségekben, kronikus fertdzésekben és daganatos megbetegedésekben —
szerepet jatszik az immunvalasz szabalyozasaban. A citotoxikus immunsejtekben tarolt perforin
és granzyme B molekuldk az immunoldgiai szinapszis kialakulasat kovetden felszabadulnak és
apoptozist indukalnak a célsejtekben. A citotoxikus molekuldk emelkedett szintje hozzajarulhat
példaul autoimmun bdrbetegségekhez, rheumatoid arthritishez, 1-es tipusu diabéteszhez, és

transzplantacio utani szervkilokédéshez.



A PACAP ¢s hianyanak hatdsai amyloidosisban, illetve a Peyer-plakkokra

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivaloé polipeptid (PACAP) egy neuropeptid, amely az
adenilat-ciklaz aktivalasan keresztiil noveli a cAMP szintet. Két biologiailag aktiv formaja
koziil a PACAP-38 a dominans. Erdsen konzervalt szerkezete alapvetd €lettani szerepére utal.
Hatésait harom G-proteinhez kotott receptor kozvetiti: PAC1, VPACI és VPAC2; ezek koziil a
PAC1 a legspecifikusabb. Receptorai foként az ideg-, endokrin és immunrendszerben
talalhatok. A PACAP szamos ¢lettani folyamatban vesz részt, tobbek kozott neuroprotektiv,
antioxidans ¢és antiapoptotikus hatdsu, tovabba szerepet jatszik az immunhomeosztazis
fenntartasaban, a gyulladdsos valaszok szabalyozésaban és a stresszreakciok modulalasaban.

A homozigota-PACAP génhianyos egereken végzett kutatisok kimutattdk, hogy a
neuropeptid hidnya szamos rendellenességhez vezet, példdul memoriazavarokhoz, csokkent
szaporodasi képességhez, fokozott oxidativ stresszhez és gyulladdsokhoz. Az ilyen egerek
érzékenyebbek kiilonbozd kornyezeti karositd hatdsokra, €s €lettartamuk révidebb. Azonban
korabbi megfigyelések alapjan mar a heterozigota PACAP-génhianyos egerekben tapasztalhato
részleges PACAP-hidny, illetve a PAC1-receptor génhianyos allatokban a PAC1-receptor hiany
is sulyos kovetkezményekkel jart.

A PACAP oregedés soran is fontos szerepet tolt be, mivel csokkend szintje kihat a
kognitiv funkcidkra, a vaszkularis rendszerre és az immunvalaszra. Jelenleg kevés informacio
all rendelkezésre a PACAP ¢és az amyloidosis kozotti kapcsolatrol. Megfigyeltiik, hogy az
endogén PACAP-ot nélkiilozé egereknél a legtobb szervben jelenlévd, koran kialakulo
szisztémas amyloidosis jelenik meg. Ezen megfigyelések azt sugalltdk, hogy a PACAP
génhianyos allatok a felgyorsult 6regedés modelljeként szolgalhatnak. Kutatdsok szerint a
PACAP csokkenti a béta-amyloid lerakddasat Alzheimer-korban, de az endogén PACAP és a
szisztémas amyloidosis kdzotti kapcsolat még nem teljesen tisztazott.

A gasztrointesztinalis rendszerben a PACAP szabalyozza a vérkeringést, a bélmotilitast
¢s a hormonfelszabadulast. Az endogén vagy exogén PACAP szamos gasztrointesztinalis
korképben jotékony hatdsu: colitis, ileitis, peritonitis, colorectalis carcinoma ¢és Chron-
betegség. Arrdl azonban az irodalom nem szamol be, hogy a PACAP-hidnynak van-e valami
szerepe a Peyer-plakkok makroszkopos, mikroszképos megjelenésében, a benne talalhatéd

immunsejtek eloszlasdban és aktivacios allapotaban.



Célkitiizések

Korabbi eredmények igazoltdk, hogy az életkor elérehaladtdval a PACAP szintje
folyamatosan csokken ¢és ez hozzdjarul a sejtek, szovetek és szervek fokozott
sériillékenységéhez. Kutatocsoportunk leirta, hogy a PACAP génhidnyos egerekben a teljes
PACAP-hidny felgyorsult 6regedést okoz és a szenilis szisztémas amyloidosis megjelenésével
tobbszervi elégtelenséghez vezet, amely valosziniileg felelés ezen egerek fokozott

halalozasaért.

(D Els6 kisérletiink célja az volt, hogy felderitsiik, vajon a PACAP heterozigota
egerekben a részleges PACAP-hiany, illetve a PAC1-R génhidnyos allatokban a
részleges PACAP-hatas is hozzdjarul-e a szisztémas degenerativ folyamatok
korabbi megjelenéséhez. Ennek érdekében a kiilonbdzd korcsoportokba tartozo
¢s eltérd genetikai hattérrel rendelkez6 egerek 6sszehasonlitasat végeztiik el, az
endogén PACAP oregedésben betoltott szerepének feltarasa céljabol. Mivel
emberben idéskorban nem teljes, hanem csupan részleges PACAP-hiany

figyelhetd meg, kutatasunk human relevanciaja megalapozott és indokolt.

Kutatasok bebizonyitottdk, hogy az immunsejtek expresszaljadk a PACAP-ot ¢és
receptorait, €s a neuropeptid antiinflammatorikus hatassal bir a szervezetben. Az dregedés egyik
meghatarozo jellemzdje az immunrendszer strukturdlis és funkcionalis atalakulasa, amely a
fertozésekkel szembeni védekezés gyengiilésében €s gyengébb vakcina valaszban mutatkozik

meg.

(I) ~ Masodik kisérletiinkben arra kerestiink vélaszt, hogy a PACAP-hiany milyen
hatassal van a bél-asszocialt nyirokszovetre (GALT), kiilonds tekintettel az
immunsejtek eloszlasara és a Peyer-plakkokban (PP-k) torténd immun
checkpoint molekula expressziora a kiilonb6zd korcsoportu egerekben.
Vizsgélataink célja a PACAP immunrendszerre gyakorolt szabdlyozo
szerepének mélyebb megértése volt, kiilonods figyelemmel annak éregedés soran
bekdvetkezd hidnyara, valamint a bélrendszerhez kapcsolodd immunologiai

patomechanizmusok jobb feltérképezése érdekében.



Kisérlet I. — A PACAP hianyanak vizsgalata szisztémas amyloidosis soran

Anyagok és modszerek

Kisérletiinkben CD1 torzsu vad tipusu (WT), homozigéta PACAP-génhianyos (KO) és
heterozigota PACAP-génhianyos (HZ), valamint WT (PACI1-R WT) és homozigéta PACI-
receptor-génhianyos (PAC1-R KO, C57BL/6J szdrmazasu) egereket hasznaltunk. A szovettani
elemzéshez PACAP WT (n = 8) és PACAP HZ (n = 10); PAC1-R WT (n =9) és PACI-R KO
(n = 3) egereket vizsgaltunk, ezeket 3-12 (fiatal) és 13-24 honapos (id6s6dd) csoportokra
osztottuk. A vérvizsgalathoz elsd korben fiatal és id6s6d6 PACAP WT és PACAP KO egereket
(n = 7 minden csoportban), majd 3,5 honapos PACAP WT (n = 11) és PACAP HZ (n = 11)
egereket haszndltunk. Az &llatokat 12 oras vildgos-sotét ciklusban tartottuk, folyamatosan
biztositottunk szamukra folyadékot és taplalékot. A kisérleti allatokkal végzett beavatkozasokat
az egyetemi protokoll és az etikai el6irdsok betartdsdval hajtottuk végre (etikai
engedélyszamok: BA02/2000-24/2011; BA02/2000-20/2006). A  genotipizalast PCR-
modszerrel végeztiik.

A szovettani vizsgalatokhoz az éallatokat izoflurannal talaltattuk, majd szerveiket 4%-os
pufferelt paraformaldehidben fixaltuk €s paraffinba dgyaztuk. A harom mikrométer vastagsagu
metszeteket hematoxylin-eosinnal és Kongo-vorossel festettiik, utobbi segitségével az amyloid
lerakodasokat azonositottuk polarizaciés mikroszkop alatt. Az amyloid jelenlétét egy
standardizalt index alapjan értékeltiik. Az amyloid index értékek 0-tol 3-ig terjedd pontozasat a
kovetkezoképp végeztiik: 0: nincs amyloid depozicio; 1: helyenként eléfordul, fokalisan kevés;
2: mar jelentdsebb, csoportokban elszortan, fokalisan sok vagy diffuzan kevés; 3: az egész
metszetben dominans, diffizan sok az amyloid depozici6.

A véranalizis sordn a vérvétel 3%-os izoflurdnnal torténd tulaltatassal kezd6dott, majd
kozvetleniil a szivbdl szarnyastli segitségével a vért BD Vacutainer tubusokba gytjtottiik.
Szérumanalizisnél natrium-heparinos, rutin teljes vérkép vizsgéalatnal EDTA-s tubust
haszndltunk. A Na+ és K+ ionok, alkalikus fosztfatdz (ALP), kreatinin, koleszterin, triglicerid
¢és high/low-density lipoporteinek (HDL, LDL) szintjét COBAS 8000 analizatorral, a vérkép
vizsgalatot Sysmex XN-1000-V Multispecies Hematology Analyzer-rel mértiik.

Az adatokat megfeleld statisztikai modszerekkel elemeztiik. A  szdvettani
eredményekhez Mann—Whitney-tesztet és Kruskal-Wallis probat, a vérmintakhoz kétutas
ANOVA-t alkalmaztunk. A szérumparamétereknél Fisher-, a vérkép adatoknéal Bonferroni post
hoc tesztet hasznaltunk. A p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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Eredmények

A hisztologiai vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a részleges PACAP-hidny
(PACAP HZ egerek) elegendd volt az amyloidosis fokozott kialakulasdhoz, hasonléan a teljes
PACAP-hidanyos (PACAP KO egerek) allapothoz. A PACAP HZ egerekben az amyloid
lerakodéasok fiatalabb korban és sulyosabb mértékben jelentek meg, kiilondsen a Iépben,
vesében, nyeldcsdben, bélrendszerben és borben. A 1épben az amyloid mind a fehér-, mind a
vordspulpa teriiletén felhalmozddott, a vese Malpighi-testjeiben homogén eozinofil masszat
képezett, mig a nyeldcsd és a bél kotdszovetében diffliz lerakodasokat figyeltek meg. A bérben
az amyloid foként a szOrtiiszok, faggytimirigyek és erek kornyezetében halmozodott fel, ami
lokalis vérellatasi zavart €s szerkezeti elvaltozasokat eredményezett. Ezzel szemben a PACI-
receptor hianya (PAC1-R KO egerek) nem vezetett amyloid lerakodasokhoz, sem fiatal, sem
1d6és korban, ami arra utal, hogy a PACAP-receptor hianya 6nmagaban nem elégséges az
amyloidosis kialakulasahoz.

A vérvizsgalatok soran végzett szérumanalizis eredményei alapjan a teljes PACAP-
hianyt (PACAP KO) mutatd egerekben jelentds emelkedést figyeltink meg a szérum
kreatininszintben. Ezzel szemben a lipidparaméterek csupan enyhe mértékli novekedést
mutattak. A részleges PACAP-hidny (PACAP HZ) esetén az LDL-, HDL- ¢és
0sszkoleszterinszintek szignifikdinsan magasabbak voltak WT tarsaikhoz képest, mig a
kreatinin szintben nem mutatkozott eltérés. A teljes vérkép elemzése soran nem talaltunk
szignifikans eltéréseket a WT ¢és a PACAP KO egerek kozott, viszont a PACAP HZ egerek
esetében jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a WT egerekhez képest. A vorosvértestek
jellemzd paraméterei koziil szignifikans valtozasokat tapasztaltunk az atlagos vordsvérsejt-
hemoglobin-koncentracioban (MCHC), a vordsvértest-eloszlasi szélesség szorasaban (RDW-
SD), a vorosvértest-eloszlasi szélesség variacids egyiitthatdjaban (RDW-CV), a magvas
vorosvérsejtszamban (NRBC), a retikulocytaszdmban (RET), a kdzepes fluoreszcencidju
retikulocytdkban (MFR) ¢és a retikulocyta-hemoglobin-tartalomban (RET-HE). A thrombocyta
paraméterek koziil a thrombocytacrit (PCT) értékében talaltunk valtozast.



Kisérlet II. - A PACAP hianyanak vizsgalata a Peyer-plakkokban dregedés soran

Anyagok és modszerek

Kisérletiinkben CD1 torzsu, vad tipust (WT) és homozigota PACAP-génhidnyos (KO)
him egereket hasznaltunk. Az allatokat négy kisérleti csoportra osztottuk: fiatal WT (3 honapos,
n=10), fiatal PACAP KO (3 honapos, n= 14), idds6dé WT (12-15 hénapos, n = 10) és id6sodo
PACAP KO (12-15 hoénapos, n = 18) egerek. Az &llatok tartdsa szabalyozott koriilmények
kozott, standard laboratoriumi étrend mellett tortént, a vonatkozo allatkisérleti etikai
eloirasoknak megfelelden (allatetikai engedélyszam: BA/73/00452- 6/2023). A genotipizalast
PCR-modszerrel végeztiik.

A fiatal és 1d6s6d6 WT és PACAP KO him egerek (n = 10 csoportonként) tulaltatasat
100 mg/kg dozist intraperitonedlis natrium-pentobarbitallal végeztiik. Az altatast kdvetden
megnyitottuk a hasiiregiiket, majd a gyomor-bél traktust eltavolitottuk. Megszamoltuk a Peyer-
plakkok szamat és megmeértiik a vékonybél hosszat, a PP-ok méretét és a szomszédos PP-ok
kozotti tavolsagot. Ezt kdvetden a gyomrot és a vastagbelet szintén eltavolitottuk. A PP-ok
szamat, méretét és eloszlasat részletesen elemeztiik, majd izolaltuk 6ket. Minden 4allatbol egy-
egy PP-t szovettani feldolgozasra hasznaltunk fel, mig a tobbi PP-t flow citometrias analizis
céljara kiilonitettiink el.

A szdvettani elemzéshez minden egérbdl egy PP-t 4%-os pufferelt paraformaldehidben
fixaltunk, paraffinba agyaztunk, 3 um vastagsagi metszeteket készitettiink, HE-festéssel
megfestettiik, majd kvalitativ elemzésnek vetettiik ala.

Az immunsejtek izolalasdhoz a Peyer-plakkokbol mechanikus szétvalasztast
alkalmaztunk a sejtveszteség minimalizdldsa érdekében. A sejtfelszini fehérjéket fluorokrém-
jelolt monoklonalis antitestekkel jeloltiik, majd a sejteket FACS Canto II aramlasi citométeren
analizéltuk. A perforin és Granzyme B intracelluldris jelolését permeabilizalas utan specifikus
antitestekkel végeztiik. Fixalast és tarolast kovetden flow citometrids analizist hajtottunk végre.

A statisztikai elemzésekhez két-utas ANOVA-t hasznaltunk tobbszords paronkénti
Osszehasonlitassal, hogy meghatdrozzuk az életkor €és a csoport hatasat az altalunk vizsgalt
immunologiai paraméterekre. A statisztikailag szignifikdns eredményekhez parcidlis eta-
négyzetértéket szamoltunk a hatds nagysaganak bemutatasara. A Pearson-féle korrelacios
egyiitthatot hasznaltuk az immunologiai paraméterek kozotti linedris korrelacio

meghatarozasara. A 0,05-nél kisebb p-értékeket szignifikansnak tekintettiik.



Eredmények

A Peyer-plakkok makroszkopos vizsgélata soran a fiatal WT egerekben a PP-ok atlagos
szama magasabb volt, mint az id6sebb egyedekben, mig a fiatal és 6regedd PACAP KO
egerekben hasonld értékeket kaptunk. Az 6regedé WT és KO csoportok kozott szintén nem
mutatkozott jelentds kiilonbség. A PP-ok szama szignifikdnsan csokkent az oregedd6 WT
egerekben a fiatal WT allatokhoz, illetve a fiatal KO egerekben a fiatal WT csoporthoz képest.
A PP-ok kozo6tti tavolsag mindegyik csoportban valtoz6 volt, elhelyezkedéstik véletlenszerii. A
PP-ok mérete minden esetben 2—4 mm koz6tt mozgott. Az 6regedd csoportokat 6sszehasonlitva
a PACAP KO egerekben a PP-ok vastagsaga csokkent, és kevésbé emelkedtek ki a bél serosalis
felszinébdl.

A PP-k szdvettani vizsgalata sordn sem a fiatal, sem az id6s6d6 allatcsoportok esetében
nem talaltunk kvalitativ vagy strukturalis eltéréseket a WT és PACAP KO egerek kozott.

A flow cytometrias elemzés sordn alkalmazott kapuzasi stratégia alapjan meghataroztuk
CD3+, CD8+, CD4+, valamint a CD4+/CD8+ T-lymphocyta szubpopuldciokat, és ezek
eloforduldsi gyakorisagat Osszehasonlitottuk a kiilonbozé vizsgalati csoportok kozott. A
lymphocyta-populacion beliil a CD3+ T-sejtek aranya jelentésen csokkent az id6s6d6 PACAP
KO egerekben a fiatal PACAP KO egerekhez viszonyitva. A CD8+ T-sejtek gyakorisaga
szignifikdns csokkenést mutatott az id6s6dé WT egerekben a fiatal WT egerekhez képest.
Emellett a CD4+ T-sejtek aranya szignifikdnsan alacsonyabb volt az id6s6d6 PACAP KO
egerekben az id6s6dé WT egerekhez képest. A CD3+ T-sejteken beliil a CD8+ T-sejtek aranya
jelentésen csokkent az id6s6dé WT egerekben a fiatal WT csoporthoz képest, mig a CD4+ T-
sejtek aranya szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az id6s6d6 PACAP KO egerekben az
1d6s6dd WT allatokhoz képest. Ugyanakkor az id6s6dé WT csoportban a fiatal WT egerekhez
képest szignifikans ndvekedést tapasztaltunk a CD3+ T-sejtekhez viszonyitott CD4+ T-sejtek
aranyaban. A CD8+ T-sejtek CD3+ T-sejtekhez viszonyitott gyakorisdga szignifikdnsan
csokkent az 1d6s6d6 PACAP KO egerekben a fiatal PACAP KO allatokhoz képest, viszont
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a fiatal PACAP KO egerekben, 0sszevetve a fiatal
WT térsaikkal.

A PD-1 és PD-L1 immun checkpoint molekuldk vizsgalata sordn a CD3+ és CD4+ T-
sejtek PD-1-expresszidja szignifikansan csokkent az id6s6dé PACAP KO egerekben az id6s6do
WT tarsaikhoz képest, és szignifikansan csokkent az id6s6d6 PACAP KO 4éllatokban a fiatal
PACAP KO egerekhez képest. A CD8+ T-sejtek PD-1-expresszidja szignifikdnsan csokkent az
1d6s6d6 PACAP KO allatokban a fiatal PACAP KO egerekhez képest. A CD4+/CD8+ T-sejtek
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esetében a PD-1 expresszid szignifikansan alacsonyabb volt a fiatal PACAP KO egerekben a
fiatal WT egyedekhez viszonyitva, ugyanakkor az id6s6d6 PACAP KO egerekben szignifikans
ndvekedést mutatott az idésodé WT allatokhoz képest. Emellett az idos6dd WT egerekben a
CD4+/CD8+ T-sejtek PD-1-expresszioja szignifikdnsan csokkent a fiatal WT tarsaikhoz képest.
A PD-L1 expresszidja mindhdrom T-sejtpopulacioban (CD3+, CD4+ és CD8+) szignifikdnsan
csokkent az id6s6d6 PACAP KO egerekben, Osszevetve a fiatal PACAP KO allatokkal. Ezzel
szemben a CD4+/CD8+ T-sejtek esetében a PD-L1 expresszid6 nem mutatott szignifikans
eltérést a vizsgalt egércsoportok kozott.

A TIM-3 immun checkpoint molekulak expresszidja minden vizsgalt T-sejtpopulacio
(CD3+, CD4+, CD8+ és CD4+/CD8+) szignifikansan csokkent az id6s6d6 PACAP KO
egerekben az 1d6s6d6 WT tarsaikhoz képest. Ezzel szemben szignifikdnsan magasabb volt az
1d6soddé WT egerekben a fiatal WT csoporthoz viszonyitva, valamint az id6s6d6 PACAP KO
egerekben is emelkedést mutatott a fiatal PACAP KO téarsaikhoz képest. A Galectin-9
expresszidja szintén minden vizsgalt T-jestpopuldcidban szignifikansan csokkent az id6s6do
WT egerekben a fiatal WT tarsaikhoz képest, valamint szignifikdnsan csokkenést mutatott az
1d6s6d6 PACAP KO egerekben a fiatal PACAP KO csoporthoz képest.

A citotoxikus intracellularis molekuldk expressziojanak analizise soran azt talaltuk,
hogy a CD3+ és CD8+ T-sejtek perforin-expresszioja szignifikansan magasabb volt a fiatal
PACAP KO egerekben, mint a fiatal WT tipust tarsaikban. A CD3+ T-sejtek granzyme B
expresszidja szignifikdnsan csokkent az id6s6dd PACAP KO egerekben az id6so6dé WT
tarsaikhoz képest, szignifikansan magasabb volt az id6s6dé6 WT allatokban a fiatal WT
egerekhez képest, és szignifikdnsan magasabb az id6s6d6 PACAP KO egerekben a fiatal
PACAP KO tarsaikhoz képest. A CD8+ T-sejtek granzyme B expresszidja szintén
szignifikdnsan ndvekedett az id6s6dé WT egerekben a fiatal WT egerekhez képest, valamint az
1d8s6dd PACAP KO egerekben is szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a fiatal PACAP KO
egerekhez képest.

A CD69 aktivacios marker expressziojanak vizsgalata soran megéllapitottuk, hogy a
CD3+, CD4+ és CD8+ T-sejtek esetében a CD69-expresszid szignifikdnsan csokkent az
1d6sodé WT egerekben a fiatal WT egyedekhez, valamint az id6s6d6 PACAP KO egerekben a
fiatal PACAP KO térsaikhoz képest. A CD4+/CD8+ T-sejtek esetében a CD69-expresszio
szignifikdnsan magasabb volt az id6s6d6 PACAP KO egerekben az id6s6dé WT tarsaikhoz
képest. Ugyanakkor szignifikans csokkenést figyeltiink meg az id6s6dé WT allatokban a fiatal
WT egerekhez, valamint az id6s6dé PACAP KO 4llatokban a fiatal PACAP KO csoporthoz
képest.
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DiszKkusszio

A modern orvostudomany fejlédése és az életkoriilmények globalis javuldsa vilagszerte
elésegiti az oregedo tarsadalmak kialakulasat. Az 6regedés €s az ehhez kapcsolodo betegségek
komoly tarsadalmi ¢és gazdasagi kihivasokat jelentenek. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a
PACAP-hidny ¢€s az dregedés egyiittesen miként jarul hozza a szisztémas szenilis amyloidosis
progresszidjahoz, valamint hogyan befolyasoljak a Peyer-plakkok morfoldgiai és funkcionalis
elvaltozasait, mint az immunrendszer enteralis komponensei.

Els6 kisérletiinkben a PACAP specifikus receptoranak hidnyat vizsgaltuk PACI-
receptor génhianyos egerekben. Hisztoldgiai megfigyeléseink szerint ezekben az allatokban
nem alakult ki amyloidosis. Bar a PAC1-receptor szamos ¢lettani folyamatban kulcsszerepet
tolt be, hidnyat a szervezet kompenzacidés mechanizmusokkal ellensulyozhatja.

Ezzel szemben a PACAP-hianyos egerekkel folytatott kisérletekben jelentds patologias
elvaltozasokat figyeltlink meg, kiilondsen az oOregedéssel Osszefliggésben, a szisztémas
amyloidosis korai megjelenését €s stilyosabb progresszidjat tapasztaltuk. A PACAP-hidnyhoz
tarsulod elvaltozasok elsOsorban a 1épben, a vesében, a gasztrointesztinalis traktusban és a
borben jelentkeztek. Ezek az eredmények alatdmasztjak, hogy a PACAP fontos védo szerepet
jatszik az oregedéssel 0sszefliggd degenerativ folyamatok megel6zésében ¢és lassitasaban.

A teljes PACAP-hidny koros kovetkezménnyel jar, tobbek kozott fokozott
stresszérzékenységgel, noveli az infarktustérfogatot agyi ischaemia esetén, valamint fokozza a
vese ¢€s retina karosodasanak mértékét. Emellett a regeneracios folyamatok, mint az axonalis
novekedés €s a csontképzddés is zavart szenvednek. Bar emberben teljes PACAP-hianyt nem
irtak le, részleges hianyt vagy alacsony PACAP-szintet tobb betegségben, példaul PTSD-ben
¢s Alzheimer-korban is kimutattak. A részleges PACAP-hiany vizsgalata kiilondsen jelentds,
mivel korabbi kutatasok fokozott oxidativ stresszt €s csokkent antioxidans kapacitast irtak le
ilyen esetekben. 1désebb PACAP-HZ egerekben szdraz szem tiinetei és retina sériilés utan
fokozott sejtpusztulas is megfigyelhetd. Jelen vizsgalatunkban a részleges PACAP-hianyos
egerekben a preszenilis szisztémas amyloidosis sulyossaga a teljes PACAP-hianyhoz hasonlo
volt, megerdsitve a PACAP védo szerepét az iddskori degenerativ folyamatokkal szemben.
Eredményeink alapjan a PACAP igéretes terapids célpont lehet az Oregedéssel Osszefliggd
betegségek kezelésében.

A vérvizsgélatok soran a teljes PACAP-hidnyban szenvedd egerek teljes vérképében
nem talaltunk szignifikdns eltéréseket a vad tipusu tarsaikhoz képest, a szérum

lipidparamétereiben enyhe emelkedést figyeltiink meg. Eredményeink, korabbi kutatasokkal
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Osszhangban, arra utalnak, hogy a PACAP szerepet jatszik a lipidanyagcsere szabalyozasaban.
Emellett a PACAP KO egerekben szignifikans kreatininszint-emelkedést észleltiink, amely
vesekarosodasra, illetve amyloid okozta glomerularis diszfunkciéra utalhat. Részleges PACAP-
hiany esetén (PACAP HZ) a lipidprofil szignifikansan emelkedett, kiilondsen az LDL-, HDL-
¢és Osszkoleszterinszintekben. A vérképben kisebb, de szignifikans eltéréseket talaltunk a
vorosvértestek €s vérlemezkék érésében, ami a PACAP hematopoézisben betdltott szabalyozo
szerepét is jelzi.

Masodik kisérletiinkben szintén kdzponti szerepet kapott az éregedés €s a PACAP-hidny
vizsgalata. A PACAP szintjének ¢letkorral csokkend tendencidja szisztémas elvaltozasokat
okoz, melyek szinte minden szervrendszert érintenek. A bél-agy tengelyen keresztiil a
neuropeptidek, koztik a PACAP, az immun- és stresszvalaszokra is hatdssal vannak.
Emelkedett PACAP-szint 6sszefligghet gyulladasos bélbetegségekkel, mig hidnya fokozhatja a
vastagbélgyulladas és -rak kockazatat, részben a jotékony bélmikrobidta csokkenésén keresztiil.
Az Oregedés rontja a Peyer-plakkok miikddését, gyengitve az ordlis toleranciat. Kisérleteink
igazoltdk, hogy a GALT Peyer-plakkjai is életkorral Osszefliggd valtozdsokon mennek
keresztiil.

A korabbi beszamolokat megerdsitve az egér PP-ok mérete 2-4 mm koézott mozgott,
szamuk serdiildkorban tet6zott. A fiatal (3 honapos) WT egerekben a PP-ok szdma magasabb
volt, mint az id6s6dé (12—15 hoénapos) WT éllatokban, mig ez a kiilonbség PACAP KO
egerekben nem volt kimutathat6. A fiatal WT és PACAP KO egerek kozott szovettani szinten
nem talaltunk eltérést, azonban az id6s6d6 PACAP KO egerekben jelentés valtozasok
jelentkeztek az immunsejt-populaciokban €s az immun checkpoint molekuladk expresszidjaban,
ami a PACAP-hianyhoz tarsuld6 megvaltozott immunszabalyozasra utal.

Aramlasi citometriai vizsgalataink szerint a WT egerek oregedése a CD8* T-sejtek
jelentds csokkenését eredményezte, hasonldéan az idéskort emberekhez. Az 1dds6dd allatok
CD8" T-sejtjei fokozott TIM-3, csdokkent Gal-9 és alacsonyabb CD69 expressziot mutattak, ami
csOkkent aktivaciora utal. Bar a perforin szint nem valtozott, a granzyme B expresszid
emelkedett volt. Ezzel szemben az id6s6d6 WT egerekben nétt a CD4* T-sejtek aranya,
valamint a CD28-negativ CD4* populacio progressziv boviilése is megfigyelhetd volt. A CD4*
T-sejtek magasabb TIM-3 és alacsonyabb Gal-9 expresszidja szabalyozé funkcidkra utal, mig
a PD-1 expresszio valtozéasai a T-sejtek csokkent funkcionalis kapacitasat tiikroztek.

Az 1d6s6d6 PACAP KO egerek csokkent PD-1, PD-L1, Gal-9 és CD69 expressziot
mutattak a CD3+/CD4+ ¢és CD3+/CD8+ T-sejtekben, és szignifikansan magasabb TIM-3

expressziot, hasonldan az id6s6dé WT egerek eredményeihez. Funkcionalisan a CD8+ T-sejtek
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magasabb granzyme B expressziot mutattak az id6s6dé PACAP KO egerekben. Az éltalanos
feltételezésekkel ellentétben az idds6dd egerekben megfigyelt csokkent citotoxikus T-
lymphocyta valasz hatterében nem citotoxikus aktivitds, hanem inkdbb a CD8+ T-sejtek
klonalis expanzidja allhat.

A fiatal WT és PACAP KO egerek kozott nem talaltunk szignifikans eltérést az altalanos
immunsejt-populécidok gyakorisagdban. Bar a CD4+/CD8" T-sejtek PD-1 expresszioja csokkent
a fiatal PACAP KO egerekben, funkcionalis analizisiik csokkent aktivaciot mutatott. A fiatal
PACAP KO allatokban ez a csokkenés a perforin expressziojanak jelentds novekedése mellett
kovetkezett be mind a CD3+, mind a CD8+ T-sejtekben a WT tarsaikhoz képest. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a megvaltozott immun checkpoint molekulak expresszidja nem
feltétlentil jelent fokozott T-sejt-aktivaciot.

Az 1d6s6dé PACAP KO egerekben a CD4* T-sejtek szama szignifikansan csokkent a
WT egerekhez képest, amit a PD-1 és TIM-3 expressziojanak csokkenése kisért, utalva az
immuntolerancia mechanizmusainak modosulasara PACAP hidnyaban. Ugyanakkor a CD4* T-
sejtek funkcionalis jellemzdi hasonloak maradtak az id6s6d6é WT egerekéhez. A CD8* T-sejtek
TIM-3 expresszioja is csOkkent az id6s6dé6 PACAP KO egerekben, mig a CD4*/CD8" T-
sejtpopulacid fokozott aktivitdst mutatott, amely Osszefliggésbe hozhatd a csokkent TIM-3
expresszioval. Ez egy lehetséges kompenzacidos mechanizmust jelez, amely PACAP hidnyaban
fenntarthatja az immunreaktivitast. Mindezzel szemben a CD3* T-sejtekben a PD-1 és TIM-3
expresszid csokkenése ellenére a granzyme B szintje alacsonyabb volt, ami a PACAP-hiany
immunrendszeri szabalyozasra gyakorolt 0sszetett, 6regedésfiiggd hatasara utal.

A PACAP alapvet0 szerepet jatszik a GALT immunhomeosztazisdban, szabalyozva az
immunsejtek mikodését ¢és az immun checkpoint molekulak expressziojat. Hidnya
diszregulaciot okoz, amely fokozza a gyulladdsos bélbetegségek és daganatok kockazatat,
kiilondsen idés korban. A PACAP KO egerekben megfigyelt immunprofil-valtozasok igazoljak
a PACAP védo szerepét a nyalkahartya-immunitas fenntartasaban.

Az altalunk valasztott kisérletekkel hozzajarultunk ahhoz, hogy jobban megértsiik az
oregedés-asszocialt szisztémas szenilis amyloidosis pathomechanizmuséat a PACAP hianyéaban.
Tovabba, eredményeinkkel alatdmasztottuk, hogy a PACAP-hidny és az dregedés egyiitt képes
befolyasolni a Peyer-plakkok immunsejteinek eloszlasat és aktivaciojat. Ez fontos szereppel
birhat az IBD-k pathomechanizmusanak a megismerésében és a PACAP potencialis terapias

lehetdségként szolgalhat az IBD és az id6sddéssel jaré immunfunkcidcsokkenés kezelésére.
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Uj eredmények osszefoglalasa - Tézisek

A PACAP részleges hidnya presenilis szisztémds amyloidosist okozhat, szemben a

PACI receptor hidnyaval, amely nem valtott ki ilyen elvaltozast.

A szisztémas degenerativ folyamatok kialakulasaban mas tényezOk is szerepet
kaphatnak, mint a lipidanyagcsere zavara és a csontveld aktivitdsinak megvaltozasa, a

korabban ismert gyulladasos és degenerativ zavarokon tul.

A PACAP fontos szerepet tolt be az immunhomeosztazis fenntartisaban a bélhez
asszocialt nyirokszovetben; hidnya jelentds immunsejt-populacios valtozasokhoz vezet,

kilonodsen idoskorban.

Kutatasunk a Peyer-plakkokat makroszkopos, mikroszkdpos €s funkciondlis szinten
egyidejliileg vizsgalta, ezaltal komplex képet nyujtva a PACAP-hianyhoz tarsulo

immunolégiai valtozasokrol a GALT-ban.

A PACAP hianya felgyorsitja az oregedési folyamatokat, mivel elmaradnak annak

gyulladascsokkentd, antioxidans, antiapoptotikus €s sejtvédd hatasai.

Eredményeink megerdsitik a PACAP kulcsszerepét az immunrendszer integritasanak

fenntartasaban és az oregedéssel 0sszefiiggd pathologidk megeldzésében.
A PACAP hidnydhoz kapcsolodd immunologiai valtozasok hozzajarulhatnak a

gyulladdsos  bélbetegségek  kialakuldsahoz, kiemelve a neuropeptid bél

immunrendszerben betoltott szerepét.
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