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BEVEZETES

A hypophysis adenilét-ciklaz aktival6 polipeptid (PACAP) és receptorai

A PACAP egy 38 aminosavbdl &ll6 C-terminalisan o-amidalt peptid, melyet 1989-ben
Arimura és munkatarsai izolaltak birka hypothalamusbol. Nevét hypophysis sejtkultiran
kifejtett adenilat ciklaz aktivalo eés kovetkezményes cyclic adenosine mono-phosphate
(cCAMP) emel6 hatasa révén kapta. A szekretin/glikagon/growth hormone releasing hormone
(GHRH) peptidcsalad tagja. Szerkezetileg leginkdbb a vazoaktiv intesztinalis polipeptidhez
(VIP) hasonld. N-terminalis struktiraja az evollcio soran rendkiviil konzervalt, bizonyitva a
peptid fontos bioldgiai szerepét. Lebomlasa soran rovidebb fragmensek keletkeznek, melyek
foleg antagonistaként viselkednek, koziiliik a kisérletes vizsgalatokban leggyakrabban
hasznélt forma a PACAP6-38.

A PACAP legnagyobb mennyiségben a hypothalamusban fordul el6, de megtalalhato
a kéregallomany, a k6zépagy, az agytorzs, az amygdala, a bazélis ganglionok, a hippocampus,
a tobozmirigy, a kisagy és a hid teriiletében. PACAP-immunreaktiv (PACAP-IR) rostok
detektalhatdk a periférias idegrendszerben. Az idegrendszeren kivil azonosithatd példaul a
petefészek, a méh, a méhlepény, a mellékvese, a mellékpajzsmirigy és az emld szovetében,

valamint a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek sejtjeiben.

A PACAP harom receptora ismert, igy a PAC1, a VPACL1 és a VPAC2. A PACAP
receptorok szinte minden emberi szervben expresszalodnak, azonban az altipusok eloszlasa

szervrendszerenként valtozo.

Az egészséges szoveteken kiviil a PACAP ¢és receptorai kimutathatdak kiilonb6zo

daganatokban is.

A PACAP éltalanos élettani hatasai

A PACAP szerepet jatszik szamos élettani folyamatban, igy példaul a taplalkozas, a
termoregulacio, a cirkadian ritmus és az alvas szabalyozdsaban. Endokrin hatasai is
bizonyitottak, igy befolyasolja a pajzsmirigymiik6dést, stimulalja a mellékvese katekolamin-
szintézisét, valamint a hasnyalmirigy inzulintermelését. Vizsgalataink szempontjabél a
reprodukcidra, a sejttulélésre és proliferaciéra, valamint a differenciaciora kifejtett hatasai

érdemelnek kiemelt figyelmet.



A PACAP serkenti a hypophysis follikularis sejtjeinek interleukin (IL)-6 termelését, és
ezen Kkeresztul novekedési hormon, prolaktin (PRL), follikulus stimulal6 hormon és
luteinizalé hormon elvéalasztasat. Fokozza a gonadok stromasejtjeinek szteroidszintézisét,
nében elémozditja az oogenezist, férfiben a spermiogenezist. Human kisérletek bizonyitjak a
PACAP/VIP erekcioban betoltott szerepét. A  tubamotilitasra hatva ndveli a
megtermékenyiilés valdszinliségét. Terhesség esetén magas a PACAP szint az
uteroplacentaris egységben. In vitro kisérletek szerint PACAP adésaval az uteroplacentéris
artériak relaxacioja valthato ki, és feltételezhetd, hogy ezen keresztiil befolyasolhatja annak

vérellatasat.

Neuralis sejtvédd hatasat szamos in vitro és in vivo kisérletben vizsgaltak. Védelmet

nyUjt agyi ischaemia, neurodegenerativ betegségek és agyi trauma allatkisérletes modelljeben.

Nem sokkal a PACAP felfedezését kovetden kisagyi szemcse- és agyalapi mirigy
adendmasejteken végzett kisérletekkel bizonyitottdk a peptid antiapoptotikus tulajdonsagat,
amely nem csak neuralis, hanem egyéb sejteken is megfigyelhet6 volt, igy T-limfocitakon,
preovulacios tiiszén, a tiidé alveolaris sejtjein, kardiomiocitdkon, hemangioendotelioma és
retinalis pigmentsejteken. Hatdsat az antiapoptotikus fehérjék (Bcl-2, ERK1/2, Akt)
expresszidjanak novelésén, illetve a proapoptotikus faktorok (kaszpaz-3, p38 MAPK, JNK,
Bad, Bax, HIF-1a) és szamos hésokk fehérje aktivitdsanak csokkentésén keresztul fejti ki.

Mindezek arra utalnak, hogy a PACAP altalaban citoprotektiv, de tumorsejteken ezzel
ellentétes iranya hatasokat is Kkifejthet, igy mieloma és mieloid leukémia sejteken

proapoptotikus, inzulindbma, prosztata- és kolonkarcinoma sejtjein pedig antiapoptotikus.

A PACAP in vitro Kkisérletekben az alkalmazott koncentraciotol fiiggéen
differenciaciét indukalhat. Alacsony, subnanomoléris dézisban sejtproliferaciot, magasabb
dézisban pedig differenciaciot idéz eld. Minddssze néhany példat kiragadva megemlitendo,
hogy PACAP adasaval asztrocita iranyd differenciacio véalthato ki kortikalis prekurzor és
neuralis Ossejteken, illetve neurdlis differencidcié kisagyi szemcsesejteken, kortikalis
prekurzorokon, csirkék hatsé gyoki idegddcaiban, human neuroblasztoma sejteken, egér

embrionalis dssejteken és PC12 feokromocitoma sejteken.

Nem neuralis sejtvonalak esetében gatolja az oszteoblasztok differencialddasat,
blokkolja az egyrétegii lapos granulosa sejtekbdl 4ll6 premordialis tiisz6 elsddleges, kuboid

sejtes tiiszOvé alakulasat, ezzel szemben serkent6leg hat a T-sejtek érésére.



Oszteoblasztsejteken a PACAP a cAMP szint emelésén keresztiil gatolja a sejtek
differencialodasat. A receptor activator of nuclear factor-kB (RANK) és ligandja (RANKL)
fontos szerepet tolt be a csontmetabolizmus és az emldmirigy fejlédésében egyarant. RANK
¢s RANKL KO egerek eml6 epitéliuma nem képes lobulo-alveoldris struktarat kialakitani, és
az ilyen egerek képtelenek a szoptatasra. A felsorolt adatok a két szerv evollcios

hasonldségéara utalnak.

PACAP a testnedvekben

Munkacsoportunk témegspektrometriaval igazolta a PACAP38 jelenlétét a petefészek tiisz6
folyadékaban. Megkiséreltik a PACAP38 detektaldsadt emberi csarnok- és magzatviz,
valamint huvely-, nyél-, orr- és ondovaladékban is, de a PACAP38-ra jellemz6 csucs nem volt

kimutathat6 ezekben a mintakban.

A szovetekre kidolgozott specifikus és érzekeny PACAP-RIA mddszert adaptaltuk a
vérplazma és a testnedvek vizsgélatara, és ezzel meghataroztuk az egészséges néi és férfi
onkéntesek atlagos plazma PACAP38-IR-jét és annak kiilonbozé élettani paraméterekkel

Osszefiiggd valtozasait.

Ujsziilottek periférias vérét vizsgalva azonos PACAP38-IR-t detektaltunk, mint a
fiatal feln6tt populécidban. A koldokzsinor erek PACAP38-IR szintje szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a periférids véré. Alacsonyabb PACAP38-IR volt mérheté6 a
kéldokvénaban, mint az artéridban. Ezen adatok alapjan a PACAP fotalis szintézisét
tételeztik fel.

Vizsgaltuk a PACAP38-IR plazma szintjének véltozasat a hypothalamus-hypophysis
A masodik és harmadik trimeszterben 1év6 anyak plazmamintdiban szignifikdnsan magasabb
PACAP38-IR volt mérhetd, mint az els6 trimeszteres anyak és az egészséges, nem terhes nék
esetében. A placentaban és egyéb anyai szervekben a terhesség soran az atlagosnal nagyobb
mértékll peptidszintézis folyik, és ezzel dsszhangban novekszik a placenta PACAP tartalma a
terhesség eldrehaladtaval. Vizsgalataink sordn azt észleltiik, hogy szuléskor a PACAP38-IR
70 %-0s csOkkenést mutat és 1-3 nap mdlva ter vissza az atlag populaciéval megegyez6d
értékre. A fiatal egészséges ndi populacidhoz viszonyitva mérsékelt, de szignifikans

emelkedés volt megfigyelheté 1-6 honapja szilt szoptato anyak plazma PACAP38-IR



szintjében. Ezekbdl az adatokbol ugyan nem vonhaté le messzemend kovetkeztetés a PACAP
fizioldgiai folyamatokban betoltétt szerepére vonatkozoan, azonban méréseink bizonyitjak,
hogy az endogén PACAP38 szintek a hormonalis valtozasokra érzékenyen reagalnak.

Vizsgalataink szerint az anyatejben 5-20-szor magasabb PACAP38-IR mérhetd, mint a
hozza tartoz6 plazmamintdkban. Huméan eredményeinket alatdmasztjak munkacsoportunk
haziallatokon végzett kisérletei is, melyek szerint a legmagasabb PACAP38-IR értékek a juh-
és a kecsketej mintadkban voltak detektalhatok.

A tejben kimutatott PACAP és a tejben jelen 1évé egyéb bioaktiv anyagokkal
kapcsolatos irodalmi adatok figyelmiinket a tejek és tejalapi készitmények tovabbi vizsgélata
felé iranyitotta és felvetette azt a kérdést, hogy lehet-e a PACAP-nak szerepe az

emldszdvetben zajlo proliferacioval és differencidlodéssal Gsszefiiggd valtozasokban.

Bioaktiv anyagok a tejben és tejalapu készitményekben
Az anyatejben elsfordulé legfontosabb peptidek

Az anyatejben megtalalhaté peptidek: oxitocin, relaxin, galanin, neurotenzin, VIP,
szomatosztatin (SOM), GHRH, kolecisztokinin (CCK), melatonin, substance P, thyrotropin
releasing hormone (TRH). Ezek kozil a galanin, SOM, VIP, TRH, GHRH, CCK,
neurotenzin, oxytocin és relaxin expressziojat vizsgaltdk normal, vemhes, laktald és
posztlaktald patkany emlében RT-PCR-ral. A SOM kivételével azonban egyik peptid RNS-e
sem volt kimutathaté az emlében, és ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a neuropeptidek

tobbsége a keringésbdl aktivan koncentralodik a tejbe.

A PACAP-hoz szerkezetileg legjobban hasonlité VIP-et 1970-ben fedezték fel, de
csak masfél évtizeddel késdbb dertilt ki, hogy jelen van az anyatejben is. A vérplazmaban
értéke alacsonyabb, mint a tejben. Koncentracidja a szoptatas soran valtozik, szignifikansan
magasabb értéket mértek a focstejben, mint a normal tehéntejben. VVagus ingerlés hatasara a
szoptatds alatt plazmaban mért koncentracioja novekszik, mig vagotomia esetéen ez az
emelkedés elmarad. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a peptid szerepet jatszik a
tejkilovellésben. A lokalisan felszabadulé neurogén faktorok szerepére hivhatja fel a

figyelmet az a tény is, hogy egyes fajokban a tej ejekcioja fliggetlen az oxitocintol.



Az anyatej 6sszetételének valtozasai

Az anyatej Osszetétele dinamikusan valtozik a szoptatdsi periodus alatt és egy szoptatés
alkalmaval is. A szoptatdsi periddus 1-3 napjaban termel6d6 kolosztrum szignifikansan
magasabb koncentracidoban tartalmaz motilint, gasztrint, leptint és B-kazomorfin-5-t es7-et. A
szoptatas elején termelddo eldtej magasabb koncentracioban tartalmazza az endothelin-1-t, a
ghrelin-t és a koleszterolt, ezzel szemben alacsonyabb triglicerid, leptin és retinol szint
mérhet6 a szoptatas végén termel6d6 utdtejben. A natriuretikus peptid és granulocita-koldnia

stimulalo faktor (G-CSF) koncentracidja azonos az el6- €s utdtejben.

Az anya- és tehéntej, valamint a tehéntej alapu készitmények eltéré osszetétele

A tehéntej alacsonyabb koncentracidban tartalmaz parathyroid hormone-like protein-t (PLP),
azonban epidermal growth faktor (EGF) tartalma egyezé a huméan tejjel. A pasztorizalt,
kereskedelmi forgalomban kaphaté tejek transforming growth factor (TGF)-B1 tartalma
alacsonyabb, mint a friss tehéntejé. Az anyatej Osszetétele kilonbozik a tehéntej alapl
tapszerekétdl is, amennyiben a tapszerekben nem detektdlhaté gonadotropin releasing
hormone (GnRH), insulin-like growth factor (IGF)-1, substance P és calcitonin gene-related
peptide (CGRP). Ellentétben ezekkel, a tapszerekben mérheté koncentracioban van jelen PLP,
parathyroid hormone-related protein (PTHrP), EGF, inzulin és ghrelin. Erdemes megemliteni,
hogy a tapszerek szignifikansan magasabb koncentracidban tartalmaznak ghrelint és leptint,

mint az anyatej.

PACAP és receptorai, valamint egyéb neuropeptidek az emlé szévetében

Az emldben fellelhetd subepidermalis idegvégzddésekben, a mellbimb6 simaizom sejtjei
koril, a ductus lactiferus és az ahhoz tartozd alveolusokat korilvevd kotdszdvetben
neuropeptidek azonosithatdk, igy calcitonin gene-related peptide (CGRP), substance P, VIP,
peptide histidine isoleucine (PHI), neuropeptid Y (NPY), galanin és tyrosine hydroxylase
(TH) pozitiv rostok figyelhetok meg.

Az eml6 idegrostjai nem csak a felsorolt neuropeptideket tartalmazzak, hanem benniik
PACAP-szerli immunreaktivitas is kimutathatd. A PACAP jelenléte szoveti RIA méréssel is
bizonyithat6 és értéke szignifikdnsan magasabb a laktalo, mint a nem laktalo emlében. Ez a
RIA méréssel észlelt kiilonbség egyszeri immunhisztokémiai eljarassal azonban nem

detektalhato.



A PACAP receptor expresszidjat korabban kimutattdk normal és tumoros emlobol

szarmazo epitélsejteken, valamint laktalé emlében is.

Az eml6hamsejtek laktogén differencialodasanak szabalyozasa

Terhesség soran 0Osztrogén, progeszteron és prolaktin (PRL) hatdsara a mirigysejtek
differenciaciot €s proliferaciot mutatnak és megkezdddik a szekrétum termelése. Az emld
laktogén differencidlédasnak alapvetd, hormondlisan szabalyozott folyamata soran a PRL
sajat receptordhoz vald kotddése a receptor homodimerizacidjat okozza, amely maganak a
receptornak és a Janus kinaznak (JAK) keresztfoszforilacigjat eredményezi. Ezt kdvetden a
citoszolban monomer formaban jelen 1év6 signal transducer and activator of transcription
(STAT)-5 dimerizalodik és szintén foszforilalodik, majd a dimer transzlokalodik a
nukleuszba, kotédik a GAS régiohoz (TTCCNGGAA) és meginditja a tejfehérjék (B-kazein,
whey acidic protein/WAP, B-laktoglobulin) és STAT5 atirodasat. A PRL receptorahoz valo
kotddése egyéb fontos kinazokat is aktival, ilyenek a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)
és a foszfoinozitol-3 kinaz (PI3K). A STAT5-t6] fliggetlen jelatvitel fontossagarara hivja fel a
figyelmet az a tény, mely szerint IL-2 indukalt suppressor of cytokine signaling (SOCS)-3
foszforilacio szelektiv STAT5 gétlast eredményez a MAPK gétlasa nélkul.

Neuropeptidek is képesek lehetnek a laktogenezist kdzvetlenil befolyéasolni. A galanin
nevii neuropeptid, amely a hypophysis laktotrop sejtjeiben szintetizalodik, tarolddik és
szekretalodik, nem csak befolyasolja a PRL szekréciojat, hanem kdzvetlen hatast gyakorol az

eml6hamsejtekre elémozditva az alveolaris morfogenezist.

Az emlohamsejtek differencialodasi folyamatanak szabalyozasaban az emlitetteken
kivul még ndvekedési- és transzkripcios faktorok, citokinek és angiogenikus faktorok is részt
vehetnek. A differenciacié soran az emlésejtek altal termelt citokinek a T-helper (Th) sejtek
differencialodasahoz hasonlé Th1/Th2 citokin valtast mutatnak, amely az IL-12, interferon
(INF)-y és tumor necrosis factor (TNF)-a expressziojanak csokkenésében, illetve az IL-4, IL-
STATS fehérjén kivil a STAT6, amig az invollGcié soran bekovetkezd valtozasok
szabalyozéasaban a STAT3 is szerepet jatszik. Az IL-4 és az IL-13 a STAT6 feherjén keresztul
fejti ki hatasat. A citokinek szerepét a differencialdédasban alatamasztja az a megfigyelés is,
hogy STAT6 és IL-4/IL-13 kettds KO egerckben a vemhesség alatt a differencidcié és az

alveolaris morfogenezis egyarant csokkent.



Celkitiizéseink és vizsgalataink

A fentiekbdl kiindulva kivancsiak voltunk arra, hogy mutat-e a PACAP, mas korabban
felsorolt bioaktiv anyagokhoz hasonldan, koncentracio-valtozasokat a szoptatds sorén;
detektalhaté-e PACAP38-IR a kereskedelmi forgalomban 1év6 tejekben, tejporokban és
tapszerekben; eltér-e a PACI1 receptor expresszidja kiillonboz6 fajokbol szarmazd és eltérd
hormonélis hatasok alatt &ll6 szdveti- és sejtmintakban és van-e hatisa az emlészovetben és
tejben egyarant jelenlévd PACAP-nak az emldszovetet érintd fizioldgias valtozasokra, igy az

emlohamsejtek differencidlodasara.

e PACAP-RIA-val mértiik a kolosztrum, az dtmeneti és az érett anyatej PACAP38-IR-
szintjét és vizsgaltuk annak valtozasat hosszl tava kovetés soran, valamint az el6- €s
az utotejben.

e Vizsgaltuk a PACAP-IR-t friss és pasztorizalt tehéntejekben, tapszerekben és
tejporokban. Kvalitativ témegspektrometrias mérést alkalmaztunk annak igazolasara,
hogy a tapszermintakban a RIA-val mért immunreaktivitads valoban a PACAP38-nak
felel meg és nem az antitest mas, hasonl6 molekulaval létrejott keresztreakcidjanak
eredménye.

e Vizsgalataink sordn 6sszehasonlitottuk a birk&bol szarmazé laktalo és nem laktalo
emlészovetek PACL expressziojat es megfigyeléseinket Osszevetettiik nem laktalo
human emld mintdkkal. Kivancsiak voltuk arra, hogy a PACI1 receptor expresszidja az
emlohamsejtek konstitucionalis sajatossaga-e, ezért a tanulmanyban szerepld egér
eml6hamsejtek mellett sort keritettlink egyéb vizsgalatainkban felhasznalt human
daganatos és nem daganatos emldsejtek PACI receptorainak konfokalis mikroszkdpos
elemzésére is.

e Vizsgaltuk, hogy a PACAP kezelés befolyassal van-e a B-kazein termelddésére,
valamint a STATS fliggd és fiiggetlen differencidlodasi Utvonalakra. Kisérleteink
soran egér emldsejtek PRL indukalta differencialodasat a [-kazein tejfehérje
aktivalodasat Western blot-tal detektaltuk.

e Citokin és angiogenezis array kit-ek segitségével kovettiik nyomon, hogy milyen
hatassal bir a PACAP differencialatlan és differencialt egér eml6hamsejtek cito- és

kemokin, valamint ndvekedési és angiogenikus faktor szekréciojara.



ANYAG ES MODSZER

Mintak gyiijtése
Anyatejmintak

Vizsgalataink céljara egészséges, érett csecsemdt vilagra hozd, nem dohanyzé szoptatd
anyaktol szarmazo 5 ml érett anyatejet (a szoptatas 14. napjatol annak befejezéséig termel6do
tej; n = 167) gytjtottiink. Az 1 ml-nyi kolosztrum (az els6 hdrom napban termel6do6 tej; n =
11) és az atmeneti anyatejminték (a szoptatas 4. napjatol annak 14. napjaig termel6do tej; n =
8) gyermekagyas anyaktdl szarmaztak. Ezenfeliil 5 ml érett el6- (kdzvetlenll a szoptatést
megeldzden lefejt tejminta; n = 4) és utodtejet (a szoptatas befejezését kdvetden adott tejminta;
n = 4) is gyijtottiink. A mintakat ado anyak tejhozamat megbecstltik. Az anydk beleegyez6
nyilatkozatot ¢és kérddivet toltottek ki, melyben szoptatdsi és hozzataplalasi szokasaikra,
valamint életvitelikre kérdeztiink rd. Kisérletinkhdz rendelkeztiink a sziikséges etikali
engedéllyel (PTE KK3117).

A mintékat polipropilén csovekbe gyiijtottiik és peptidaz inhibitor nélkil -20 °C-on

taroltuk.

Tehéntejek, tejporok és tapszerek

A RIA mérésekhez 5 ml nem pasztorizalt, 1-8 honapja ellé Holstein-friz/magyar tarka
szarvasmarha keverékének friss tejét (Nagybudmér, Baranya; n = 4) gyiijtottiik. Kereskedelmi
forgalomban kaphat6 pasztorizalt bolti tejeket, tejporokat és kiillonb6z6 markaji hipoallergén
(HA) és nem hipoallergén (non HA) tapszereket vasaroltunk. Pasztorizalt bolti tejek: Tolle 2,8
%; Milli UHT 3,5 %, Pilos 2,8 %; Mizo UHT 1,5 %. Tejporok: Marvel sovany tejpor;
NATURBIT sovany tejpor 1,5 %; Bedeco instant sovany tejpor; MIZO zsiros tejpor.
Tapszerek: Beba Pro 1; Beba Pro HA; Nestlé Alprem; Milupa; Hipp Plus; Hipp Follow;
Milumil 2 6 ho; Aptamil HA; Milumil HA Start Optima.

Szovet- és sejtmintak

A laktald és nem laktald (n = 4) tégybiopsziakat magyar merino juhokbol vették, miniméalisan
invaziv biopszias tiikkel, ellést koveté 7-30. napon. A human emlémintakat daganatos
elvaltozasok miatt végzett sebészi exciziok tumormentes részeibél nyertik (n = 5; atlag
életkor: 36,3 év). Etikai engedély: PTE KK 4304.



A citologiai vizsgalatok soran egérbdl szarmazo HC11l emlOhamsejteket, valamint
human daganatos (MCF-7 és MDA-MB-468) és nem daganatos (HMEC) sejtvonalakat
hasznéltunk. Az MCF-7, az MDA-MB-468 és a HMEC sejtvonalak egyéb, az értekezésben
nem targyalt kisérleteinkben szerepeltek, ezért pontos tenyésztési koriilményeik ismertetésétol

eltekintiink, az ATCC és a Lonza el6irasait kovettiik.

Radioimmunoassay

A PACAP38 antiszérumot (88111-3) Arimura és munkatarsai (Tulane University, New
Orleans) nyulak immunizalasaval allitotta el6. Karbodiimiddel marha tireoglobulinhoz kotott
szintetikus peptid segitségével nagy specificitdsi, a PACAP38 C-terminalisara szenzitiv
antitestet nyertek. A mérésekhez hasznalt PACAP38 antigén '#I-tel torténd jeldlését a PTE
FarmakolGdgiai és Farmakoterapiai Intézetében vegezték.

Az anyatej mintabdl a fehérjéket ecetsavval csaptuk ki és ismételt centrifugalasokkal
tavolitottuk el. A polipropilén RIA csévekbe duplikacidban mértiink standardot (100 ul), vagy
a mérni kivant/ismeretlen mintat (200 pl), 100 pl antiszérumot, 100 pl (5000 cpm/csd) 1235)
izotoppal jelolt antigént, majd az inkubdacids elegyet a megfeleld assay pufferrel [0,05 mol/l
(pH 7,4) foszfat puffer, mely tartalmaz 0,1 mol/l NaCl-ot, 0,25 % (w/v) BSA-t és 0,05 %
(w/v) NaN3-t] 1 ml térfogatra egészitettliik ki. A mintékat az 6sszekeverést kovetéen 4 °C-on,
48-72 oOran at inkubaltuk. Ezutan az antitesthez kotott jeldlt antigén frakciot elvalasztottuk a
szabad jelolt peptidektdl oly mdodon, hogy csévenként 100 pl szeparald oldatot (10 g mosott
szén), 1g dextrant, 0,5 g zsirmentes tejport, 100 ml desztillalt vizet mértiink az elegyhez. A
mintdkat 4 °C-on, 20 percen at, 3000 fordulat/perc-en centrifugaltuk, majd a felllisz6t

ledntottik.

A szénhez kotott szabad peptidfrakcié radioaktivitasat gamma szamlaléval mértik
NZ310 tipust spektrométeren, majd kalibracios gorbérél olvastuk le az ismeretlen minta
PACAP38-IR értéket

Tomegspektrometria
A tomegspektrometrids mérésekhez a RIA sordn alkalmazott minta elokészitési 1épéseket
alkalmaztuk. A Kkinyert savét ezutan 10-szeresére higitottuk 0,1 %-o0s TFA-val. A

sétalanitashoz és a zsirtalanitashoz C-as bevonat(i ZIP-TIP pipettahegyet hasznéltunk. A
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PACAP38 a ZIP-TIP felszinén kotédott meg, ahonnan azt a matrix hidroxifahéjsav 50 %-0s
acetonitril és 0,1 %-o0s TFA (1/2 v/v) telitett oldataval torténd leoldds utan kozvetleniil
detektalhattuk. Méréstinkhdz etanolban oldott hidroxifahéjsav matrixbdl vekony réteget
csepegtettink a lemezre, majd arra 1-1 pl mintat rétegeztiink. Kalibraloé oldatként minden

esetben a ,,Bruker Peptide” kalibralo standardot alkalmaztuk.

Bruker Autoflex Il. tipus matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight
(MALDI TOF/TOF) tomegspektrométer segitségével végeztilk méréseinket. Az ionizalashoz
337 nm-es nitrogén lézert hasznaltunk, amelynek a frekvencigja 50 Hz, a gyorsito fesziltség
20 kV, a késleltetési id6 pedig 200 ns volt. A tdmegspektrumokat pozitiv ionizaciés modban,
1000 és 10000 m/z tartomany kozott regisztraltuk. Minden minta esetében a peptidkeverékre
jellemzé tomegspektrumokat (400 l16vés/minta) osszesitettiik. A miiszer ellen6rzését Bruker

FlexContol 2.4 szoftverrel, az értékelést pedig Bruker FlexAnalysis 2.4 szoftverrel végeztik.

SzOvettani és citoldgiai vizsgalatok

Az excizids emldmintakat 4 %-os paraformaldehidben fixaltuk. Kriosztattal torténé metszés
utdn a metszeteket nyulban termelt anti-PAC1-R antitesttel (Seiji Shioda, Showa University,
Tokyo szivességébdl) inkubaltuk (1:100), majd Alexa Fluor ,,568” jel6lt anti-nyal szekunder
antitestet (1:1000) alkalmaztunk. Valamennyi antitest alkalmazésakor készitettlink negativ
kontrollokat is. A metszetek specifikus jeleit 568 nm hullamhosszon, Nikon Eclipse 80i

mikroszkoppal detektaltuk, SPOT Basic 4.04 program segitségével.

A fluoreszcens immuncitoldgiai vizsgalatokhoz a ,,Thermanox” fedélemezeket
méretre vagtunk és 96 lyuku plate aljara helyeztiik, majd azokat etanollal, poli-lizinnel és UV
fénnyel elokezeltik. A sejteket 24 oran keresztill 37 °C-on inkubaltuk az igy el6készitett
lemezeken, majd 4 %-0s PFA-ban fixaltuk el6szor 30 percen at szobahén, ezutan pedig 4 °C-
on hiitbben. A PFA eltavolitisa és PBS-sel t6rtén6 mosas utdn BSA-val blokkoltuk az
aspecifikus kotodési helyeket. Primér antitestként a szdvettani vizsgalatokban is alkalmazott
anti-PAC1-R antitestet (1:100) hasznaltuk. Az egy €jszakan at 4 °C-on torténé inkubaciot
mosas és Cy3-konjugélt szekunder anti-nyul 1gG antitesttel (1:200) torténé kezelés kovette.
Ujabb mosas utan a fedélemezeket targylemezre helyeztiik és Olympus FluoView 1000

konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a PAC1 receptor expresszidjat.
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HC11 sejtek tenyésztése
Kisérleteinkben a HC11 sejteket RPMI-1640 médiumban, 37 °C-on, 5 % CO, mellett
tenyésztettlk, 10 %-os FBS, 5 pg/ml inzulin, 10 ng/ml EGF, 50 pg/ml gentamicin és glutamin

jelenlétében (GM = growth medium) és 3-4 naponta passzaltuk.

A differenciacios kisérletekhez a sejteket 6 lyukd lemezre tettiik, melyek GM-ban 2-3
nap alatt konfluensé néttek. Ezutan a sejteket 2-szer PBS-sel mostuk, majd ujabb 2 napos
inkubécio kovetkezett a pre-hormon médiumban (PHM), amely tartalmazott RPMI-1640-t, 2
% FCS-t, 5 pg/ml inzulint, 50 pg/ml gentamicint és glutamint. Ezt kovetéen a PHM-ot DIP
médiumra cseréltiik, amelyl pM dexametazon (D) és 5 ug/ml prolaktin (P) hozzdadasat
jelentette a PHM-hoz.

Az ezt kovetd négy napban a DIP médiumot az egyes kisérleteknek megfeleléen
naponta cseréltik. A sejteket DIP-pel, DIP + PACAP38-cal és DI + PACAP38-cal
inkubaltuk. A PACAP38 100 nM mennyiségben kerllt a mediumokba. A B-kazein expresszio
Western blot vizsgalatdhoz a sejtlizatumokat az 5. napon készitettlik. A kiértékelés soran a
DIP + PACAP38 és DI + PACAP38 kezelt sejtek B-kazein expresszidjat a csak DIP kezelt

csoporthoz viszonyitottuk.

A differenciacios utvonalak Western blot vizsgalatahoz a sejtlizatumokat 20 perccel a
kiilonbdz6 hormon kombinacios €s PACAP38 kezelések utan nyertiik (DIP, DIP + PACAP38,
DI + PACAP38, | és | + PACAP38). A PACAP kezelések eredményeit a kezeletlen sejtekével

hasonlitottuk 6ssze.

Az array vizsgalatokhoz a sejteket a B-kazein mérésekhez hasonlo korilmenyek kozott
tenyésztettiik. A differencialatlan, kezeletlen sejtek (csak GM) altal szekretalt faktorok
expresszidjat a PACAP38 kezelt differencialatlan és a kezeletlen differencialt sejtekhez
viszonyitottuk (GM + PACAP38, illetve DIP). A kezeletlen differencialt sejtek szekreciojat a
PACAP kezelt differencialt sejtekével (DIP + PACAP38) is 0sszevetettlk.

Western blot

Western blot vizsgalatainkhoz sejtlizatumokat készitettiink. A sejteket haromszor PBS-ben
mostuk, majd 30 percen at 4 °C-on lizispufferben [50 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1
mM EGTA, 2 mM EDTA, 25 mM B-glicerofoszfat, 1,5 mM MgCl,, 10 % glicerol, 1 %Triton
X-100, 5 pg/ml aprotinin, 5 pg/ml leupeptin, 1mM fenilmetilsulfonil fluorid, 1mM
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ditiotreitol, 1,19 mM Na3VO,, 2,5 mM NaF] razattuk. Ezutan a lizatumokat centrifugaltuk
(15300 fordulat/perc, 4 °C, 10 perc), hogy a feloldatlan részeket eltavolitsuk. A protein
koncentraciot Bradford reagenssel hataroztuk meg.

A fehérjéket SDS-PAGE gélelektroforézissel szeparéaltuk és Odyssey membranra
blottoltuk. A membranokat 5 %-os tejjel blokkoltuk 1 6ran at szobah6én, majd éjszakan at
inkubaltuk a primér antitestekkel, melyek a kovetkezOk voltak: antifoszfo-Akt (1:500), anti
Akt-1 (1:500), antifoszfo -p38 MAP Kinaz (1:1000), anti-p38 MAP Kindz (1:1000),
antifoszfo-STAT5 (1:900), anti-STAT5 (1:900), anti-a-tubulin (1:1000) és anti-B-kazein
(1000). Mésnap 3 x 10 perces TBS-T mosas utan a megfeleld szekunder antitesttel inkubaltuk

30 percen at szobahon.

A reakcidkat ECL Plus Western blotting detektalé rendszerrel vizsgaltuk. A
rontgenfilmeket transzmissziés modban szkenneltik, és a pixel denzitdsokat ImageJ
szoftverrel analizaltuk. A vizsgalatokat azonos feltételek mellett hdrom alkalommal végeztiik
el.

Egér citokin és angiogenezis array
A szemikvantitativ modszer a nitrocellul6z membranokra elére duplikdtumban kikotott
antitestek és a mintaban 1évo proteinek kotodesén alapszik. A kit tartalmazza a kisérlethez

sziikséges puffert, mosdoldatokat, detektald antitest koktélt és a négy membrant.

Az array-eket a gyartd cég eldirdsa szerint alkalmaztuk. Roviden, 1 o6ras
membranblokkolast kovetéen 500 ul médiumot adtunk a membranokhoz és azokat detektald
koktél jelenléteben razolemezen inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at. Masnap haromszori
mosas utan adtuk a rendszerhez a tormaperoxidazzal konjugalt streptavidint, melyet

kemilumineszcens el6hivas kdvetett.

A denzitometrias kiértékelés a korabbiaknak megfelelden tortént, a statisztikai analizis

soran harom fuggetlen mérés eredményet vettik figyelembe.
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Statisztikai analizis
A humén anyatejminték statisztikai analiziséhez Friedman, a friss és pasztorizalt tehéntej,
tejpor, valamint tapszer esetében péaratlan Student-t, a kitnél 1- illetve 2 utas ANOVA tesztet

és Bonferroni post-hoc analizist hasznaltunk.

Az atlagtdl valo eltéréseket az atlag standard hibajaként (standard error of mean =
SEM) adtuk meg.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A PACAP38-IR valtozasa a szoptatas 1-17. hdnapjaban

A kizérolagos anyatejes taplalas szakaszéban (1-6. hdnap) a PACAP38-IR értéke allanddnak
mutatkozott (112 £ 13 fmol/ml). Az 1-6. honapok kozott gytijtott mintainkat havi bontasban is
elemeztiik, a legalacsonyabb érték a 6. honapbdl szarmaz6 mintadkban (100 £ 8,8 fmol/ml), a

legmagasabb pedig a 2. hdnapban gyljtétt mintakban volt (119 £+ 14,2 fmol/ml).

A 10. hénapot kovetden azonban szignifikins emelkedés volt észlelhetd. Igy az 1-6.
honapban mért atlagertékhez képest a PACAP38-IR a 11-13. hénapok kozott 2,3-szeresére
(A% = +128; p<0,001), a 14-17. hdnapok kozoétt pedig csaknem 3-szorosara (A% = +177,;

p<0,001) novekedett (A% = %x 100; X = a vizsgalt mintdban mért PACAP38-IR

atlagértéke, X = a referenciaként szolgalo érett anyatejek PACAP38-IR atlagértéke).

Az altalunk észleltekhez hasonld koncentraci6emelkedést figyeltek meg a PTHrP
vonatkozasaban patkany és tehéntejben, mely csak az ivadékok elvalasztasakor csokkent le.
Ezzel ellentétben mas hormonok és ndvekedesi faktorok, igy példaul a PRL és az EGF,

koncentracidja csokken a szoptatas elérehaladtaval, a CGRP szintje azonban valtozatlan.

A szoptatas elérehaladtaval a tejhozam egyre csokken, az Osszfehérje azonban
viszonylagosan allando. A 10. honapot kovetd6 PACAP38-IR emelkedés igy akkumulaciéra
utal, amely fokozott PACAP termelésre enged kovetkeztetni és dsszefliggésben lehet az anya

PRL szintjének csokkenésével és a tejtermelés terminaciojaval.
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PACAP38-IR a kolosztrumban
Vizsgalatainkban az 1-6. honap kozott gytijtott tejmintakhoz viszonyitva a kolosztrum
PACAP38-IR-je 1,5-szeres emelkedést (A% = +56) mutatott, amely a statisztikai analizis

szerint szignifikans (p<0,05) kuldnbséget takart.

A kolosztrum magasabb koncentracioban tartalmaz immunglobulinokat, névekedési
faktorokat, citokineket, oligoszaharidokat, antimikrdbialis és immunszabalyoz6 faktorokat,
mint az atmeneti és az érett tej. A kolosztrumra vonatkoz6 mérési eredmények alapjan arra
lehet gondolni, hogy egyes fehérjék nem csak kdzvetlenll az Gjszulétt bélrendszerének, de
felszivodva ¢és a keringésbe jutva, egyéb szerveinek megfeleld fejlodéséhez is

elengedhetetlenek.

PACAP38-IR az elé-és utdtejben
Vizsgalatainkban kontrollként hat érett tejmintat valasztottunk, amelyekhez viszonyitva a
PACAP38-IR nem mutatott szignifikdns kilénbséget sem az elé- (A% = -2,5), sem az

utétejben (A% = +5,1), sem pedig az el6é- és utotej viszonylataban.

Az el6- és utdtej Osszetételének megvaltozasa az Ujszulottek szamara szignalt jelent a
szopas befejezésére. Az taplalékfelvételt szabalyozé ket legfontosabb peptid kdzil az egyik a
ghrelin, amely fokozza, a mésik a leptin, amely csokkenti az étvagyat. Az étvagyat gerjesztd
hatasa, orexigén ghrelin szintje szignifikansan alacsonyabb az ut6tejben, mint az anorexigéen

leptiné, és ez a szopas befejezését idézheti eld.

Korabban emlitésre keriillt, hogy a PACAP is befolydssal bir a taplalékfelvétel
szabalyozésara. Anorexigén hatasat az o-melanocyte-stimulating hormone (MSH) és
corticotropin-releasing hormone (CRH) idegi Utvonalak gatlasan keresztiil fejti ki. A PACAP
KO egerek szénhidrat felvétele is csokkent, és korai posztnatélis halalozasukat karosodott
szénhidrat anyagcseréjiikkel hozzak 0Osszefuiggésbe. Kisérleteink soran nem észleltlink
kiilonbséget az el6- és utdtej mintdink PACAP38-IR-szintjei kozott, igy az anyatejben 1évo
PACAP feltehetden nem jatszik szerepet az Ujsziilottek és csecsemdk taplalékfelvételének

szabalyozasaban.
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PACAP38-IR a tehéntejben
Az érett anyatejhez viszonyitottuk a friss, kezeletlen és a pasztorizalt tehéntejek PACAP38-
IR-jét is, és nem észleltiink szignifikans eltérést (A% = +11,8, illetve A% =-9,9).

Az emberi és a tehéntej kozotti alapvetd kiillonbség az, hogy a tehéntej tobb proteint
tartalmaz, valamint a kazeinek és az egyéb tejsavd fehérjék aranya eltérd (82:18, ill. 40:60).
Ez az ujszilétt veseje szamara fokozott fehérjeterhelést és magasabb, rosszul emésztett
proteinfelvételt jelent. Az esszencialis zsirsavak koncentracidja ugyanakkor a tehéntejben
alacsonyabb, mint a human tejben. Szamos ipari eljarast dolgoztak ki azért, hogy a tehéntejek
Osszetételét az anyatejéhez hasonlova tegyék és a csecsem6k szamara a lehetéségek szerinti
legjobb mindségli tapszereket biztositsak. Még ilyen koriilmények kozott is joval kevesebb, a
csecsemok fejlodése szempontjabol fontos faktor talalhaté a tapszerekben, mint az

anyatejben.

Erdekes megfigyelés, hogy pasztorizalt tehéntej fogyasztas mellett az atopias alkatu
gyermekek el6fordulasi gyakorisaga csokkent. Egyéb neuropeptidek (CGRP, neuropeptide
Y/NPY, VIP) mellett a PACAP is képes csokkenteni az atopias dermatitiszes betegek tiineteit.
Igy nem csak a pasztérizalt tehéntej mikrobialis dsszetételének véltozésa, illetve a zsirsavak
és citokinek mennyiségének és mindségének kiilonbsége, hanem a pasztorizalt tejben

megOrzott PACARP is segitheti esetleg az atdpias alkat kialakulasa elleni védelmet.

PACAP38-IR tejporokban és tapszerekben

Tomegspektrometriaval bizonyitottuk a PACAP jelenlétét a tapszermintakban. A tejporok és
tapszerek PACAP38-IR-at a kezeletlen tehéntej mérési eredményeivel vetettik Ossze. A
tejporokban és a HA tapszerekben a PACAP38-IR lényegében valtozatlan aktivitassal volt
detektalhatd (A% = +6, illetve +8), ezzel szemben a non HA tipusu tapszerek PACAP38-IR-a
kozel felére csokkent (A% = -42; p<0,05).

A tejpor- és tapszergyartas soran az elékészitett tehéntejbdl a viztartalom teljes, vagy
részleges elvonaséval és hékezeléssel porszemii tejterméket kapnak. A porlasztas és hékezelés
alatt a tehéntej tapanyag ¢és vitamin tartalma csak részben 6rz6dik meg. Az elvesztett asvanyi
anyagok, vitaminok és rostok nagy részét potoljak. A HA tapszerek mentesek a nagy
tejfehérjéktol, ugyanis azokat extenziv hidrolizissel lebontjak, igy az allergias reakciok szama

minimalizalodik. Mivel a tapszergyartasi folyamatok sordn csak a 6000 Da feletti proteinek
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hasitodnak, ezért a PACAP a maga 4535 Da-os molekulatoémegével képes lehet ellenallni

ezeknek a folyamatoknak, igy azonosithaté marad a tapszermintakban.

A HA és nem HA tapszerek kozotti eltér6 PACAP38-IR esetleg annak tulajdonithatd,
hogy a nem HA tépszerek esetében a szallitofehérjéhez kotott PACAP-hoz az antitest a RIA
mérésben nem megfelelden fér hozza, azaz a méréssel a fehérjéhez kotott PACAP nem, vagy
csak kisebb mértékben detektalhatd. Ezzel szemben extenziv hidrolizist kovetden a HA tipust
tpszerek viszonylag magas koncentraciéban tartalmazhatnak RIA-val kimutathaté PACAP-
ot.

A plazmaban meglehetdsen gyorsan lebomlo PACAP érdekes mddon a tejben és tej
alapu készitményekben viszonylag stabil. Az anyatej szerinproteazokban (al-antitripszin és
antikimotripszin) gazdag. Az inhibitorok koncentracidja a laktacié kezdetekor a legmagasabb
¢s az 1d6 eldrehaladtaval csokken. Kovetkezésképpen szdmos élettanilag fontos, szekretalt
peptid koncentracidja magas marad az anyatejben a szoptatas elsé honapjaiban. A protedz
inhibitorok protektiv hatdsa magyarazhatja az egyébként rovid életidejii PACAP

detektalhatdsagat a tejben és a tejtartalmu készitményekben.

A plazmaban a PACAP38 szelektiven kotddik a coruloplazminhoz, de a szallitd
fehérjéje az anyatejben nem ismert. A céruloplazmin és a laktoferrin az anyatejben komplexet
képez. A PACAP képes a laktoferrint leszoritani a coruloplazminrél, alapot adva arra a
feltételezésre, hogy a PACAP szallitd fehérjéje az anyatejben is a céruloplazmin.

Az anyatejben jelen levdo PACAP eredete és feltételezett élettani hatasai

Munkacsoportunk nem kozolt vizsgélatai szerint 3 napos laktacios periddusban 1évo
tobbesocsli egerek (,,natal multimammate mouse”) emldjének PCR vizsgalata azt mutatja,
hogy sem a 288bp sem pedig a 247bp PACAP mRNS nem taladlhaté meg a mintakban.
Eszerint a PACAP, hasonloan a VIP-hez, nem az emlében szintetizalodik, hanem a plazmabol

szarmazhat.

Konkrét kisérleti adatokkal ugyan nem rendelkeziink, mégis feltételezhetd, hogy az
anyatejben jelenlévé PACAP szerepet jatszhat (1) az UOjszulottek idegrendszerének
fejlédésében, (2) fontos immunmodulalé funkcidja lehet a korai posztnatalis fejlédés soran,

valamint (3) befolyasolhatja Gjszilétt PRL termelését.
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A PACI1 receptor jelenléte az emlé hamsejteken

Mikroszkopos citologiai  vizsgalatainkkal egér és human sejtvonalakon kozvetleniil
demonstraltuk a PAC1 jelenlétét. Az egyes sejtvonalak eltéré intenzitassal jelolddtek. Nem
mutatkozott azonban kilonbseg a differencialt és differencidlatlan HC11 sejtek PACL
receptor expresszioja kozott. A szOvettani vizsgalatok soran a nem laktald emlkben a
termindlis lobularis egységek gyenge PAC1-jelolédése latszott a kotOszovet negativitasa
mellett. A laktald6 eml6kben a nem laktalokhoz viszonyitva a PAC1 expresszidé emelkedését

észleltlk.

Mar a VPAC1-2 és PACI receptorok izolalasat megel6zéen vizsgaltak kiilonb6zo
VIP-szerli peptidek hatasdt a HMEC és a HCI11 sejtekre. Késébb, a PACAP receptorok
felfedezését kovetden, PCR technikaval VPACI és PACI receptor mRNS-t azonositottak az
MCEF-7 sejteken. Az eredményeket Western blot modszerrel is alatdmasztottak, amely szerint
a PAC1 receptor fehérjéje 60 kDa-nal volt kimutathato.

Human biopszids anyagokon korabban PCR, Western blot és immunhisztokémiaval is
kimutattak a PACAP receptorok expressziojat. A normal emlében a VPACI ¢és a VPAC2
foként a duktalis és glandularis epitél sejteken expresszalodik. Hasonlo eloszlas, de gyengébb

intenzitas figyelhetd meg a PACI receptor esetében.

A normal ¢és a tumoros emlésejtek PACAP receptorai funkcionalisan aktiv allapotban
vannak és ezért szerepiik lehet az eml6 élettani és patoldgias folyamatainak szabalyozasaban.,
A PACAP receptoraival vald kapcsolodds révén serkentheti egyes emlétumorok
proliferaciojat. A PACL receptor antagonista, PACAP6-38 proliferaciot gatld hatasa
bizonyitott. A VIP hibridek, mint VPAC antagonistak, képesek potencirozni a kemoterapias
szerek hatdsat. Autoradiogréfias vizsgalatok szerint a metasztatikus axillaris nyirokcsomok
kétszer akkora denzitasban mutatjak a VPAC1 receptort, mint a primér emlétumorok. Ezek a
megfigyelések lehetdséget nyujthatnak PACAP/VIP radioligandok kifejlesztésére. A
felsoroltak arra utalnak, hogy a PACAP receptoraira vonatkozé ismeretek az emlédaganatok
diagnosztikajaban és terapidjaban egyarant hasznosithatok lehetnek.

DIP indukalta differencialodas vizsgalata HC11 sejttenyészeten
Kisérleteinkben a PACAP kezelés 6nmagaban, PRL nélkiil nem indukalt -kazein expressziot

¢s nem befolyasolta a DIP kezelés altal kivaltott B-kazein expresszio merteket. A PACAP38-
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kezelés esetleges hatdsat nem tudtuk kimutatni sem a STATS5, sem az Akt/p38 MAPK

jelatviteli atvonalakon.

HC11 sejtek cito- és kemokin, valamint ndvekedési faktor szekrécidja

Inzulinszerii novekedeési faktorok és hordozo fehérjéik

Angiogenezis array-vel egyebek mellett vizsgaltuk az IGF-ek hordozé fehérjéinek, az insulin-
like growth factor-binding protein (IGFBP)-ek szekréciojat differencialt és differenciélatlan
HC11 sejteken. Figyelemre méltd, hogy az IGFBP3 expresszioja DIP kezelés hatdsara sajat
vizsgalatainkban szignifikansan (p<0,05) csokkent, ez jol dsszevetheté az IGFBP-ek laktacio
alatt észlelheté fiziologias valtozdsaval. A szallitofehérje funkcidt betolt6 IGFBP-ek
csokkenése novelheti ugyanis a szabad IGF szintet, amely potencirozhatja az inzulin hatasat

és ezaltal elémozdithatja a PRL altal indukalt alveolaris differenciaciot.

A differencidlatlan sejtek IGFBP3 szekrécidja ellentmond6. Egyes szerzék nem
észleltek IGFBP3 szekréeciot a differencidlatlan HC11 sejtek tenyészeteiben. Méréseink
szerint azonban, hasonléan a Comma-1D (HC11 progenitor) sejteken végzett korabbi
vizsgalatokhoz, a differencialatlan sejtek médiumaiban az IGFBP3 j6l detektalhatd.

Interleukinok

Az éltalunk hasznalt citokin array-en az IL-ok gyenge, analizisre alkalmatlan jelet adtak.

Az IL-ok differenciacidban betdltott szerepére az utal, hogy a HC11 sejtekhez hasonlo,
KIM2 sejteken végzett vizsgélatok szerint az IL-13Ra ¢és az IL-4Ro expresszidja a
differenciacio soran emelkedik, és IL-4 és IL-13 adasat kovetden a STAT6 foszforilalodik.
Ehhez hasonlo IL-4 medialt STAT6 aktivacio és B-kazein promoter indukcio figyelheté meg a
HC11 sejtek esetében is. Differencialt KIM2 sejteken korabban végzett citokin array
vizsgalatok soran magasabb IL-4, illetve csokkent G-CSF és IL-6 szekréciot észleltek, de az
egyéb Th2 citokinek (IL-2, IL-3, IL-5, IL-9, IL-10 és IL-13) nem mutattak kilonbséget. A
differenciacié indukcidjaval egyidejiileg Th1/Th2 citokin valtast figyeltek meg: az 1L-12 és
TNFa downregulalodott, az IL-4, IL-5 és IL-13 pedig upregulalodott.

Sajat kisérleteinkkel nem tudtunk alatdmasztani hasonlé véaltozasokat az I1L-4, IL-6 és
G-CSF expresszidoban a differenciadlt HC11 sejteken, amely feltehetéen sejtvonal specifikus

hatasnak ¢és az eltérd indukcidés modszereknek tulajdonithato.
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Kemokinek

Eredményeink szerint a laktogén differenciacidé soran szignifikansan csokkent a HC11 sejtek
interferon gamma-induced protein (IP)-10 és regulated upon activation normal T cell
expressed and presumably secreted (RANTES) kemokin szekrécidja (p<0,05, illetve
p<0,005).

Az IP-10 és a RANTES kemokinek felelések a T-limfocitak és egyéb leukocitak
,Hrecruitment”-jéért. Az anyatejben és az emlében megtalalhatd IP-10 és a RANTES szerepet
jatszik a limfocita ,,homing” egyenstlyanak fenntartasaban az eml6 kiilonb6z6 fejlédési
stadiumaiban. A terhesség soran T-sejtek, a laktacié soran pedig IgA-t tartalmazé B-sejtek
kolonizacidja dominal az emlében, igy a HC11 sejtek csokkent T-sejt kemoattraktans IP-10 és

RANTES szekrécidja a T- és a B-sejtek laktacioval osszefliggd valtasat tlikrozheti.

Novekedési faktorok

A differencidlt HC11 sejtek médiumaiban egyes EGFR ligandok, igy az amphiregulin
(AREG) és az EGF, szignifikans csokkenését észleltiik (p<0,001).

Az EGF receptor (EGFR) ligandok strukturalisan és funkcionalisan hasonlé fehérjék,

melyek sejtproliferaciot és differenciaciot okoznak.

Az AREG egy heparin kotd, glikozilalt protein, C-terminalisanak 38 % megegyezik az
EGF C-terminalisanak aminosav osszetételével. A fehérjét az MCF-7-es sejtek EGFR
ligandjaként azonositottak. Az AREG a duktalis morfogenezishez nélkiilozhetetlen, ezzel
szemben az EGF és a transforming growth factor (TGF)-a elhanyagolhaté ebben a
folyamatban. Az AREG membran asszocialt prekurzorként expresszalodik, majd
szekretalodva kotddik a stromaban 1évé EGFR-okhoz, és fontos szerepet jatszik a
stromasejtek fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF) és IGF1

crer

.....

progeszteron) hatasok egyensulyanak fuggvénye. Az EGF szerepére hivja fel a figyelmet,
hogy plazma szintje és receptoranak expresszioja terhesség sordn novekszik, a laktacio elott
pedig csokken. EGF hatasara a differenciélt sejtek ellapulnak, az intracellularis zsircseppek
szama csokken, a WAP dramai, a [p-kazein expresszi0 enyhe csokkenést mutat, és

hasonldképpen csokken az mammary-derived growth inhibitor (MDGI) szintje is. Ezzel
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ellentétben az EGF stimulalja a TGFa-t, ezért feltételezik, hogy a TGFo medialja az EGF

hatasat.

A differencidlt HC11 sejtek vizsgalatainkban észlelt csokkent AREG és EGF
szekrécioja tiikrozheti a proliferacidos szakaszbol a laktogén differencidlodasra torténd
atvaltast es osszhangban van a felsorolt kisérleti adatokkal. Az AREG atirédasat a PRL
szabalyozza, azonban PRL altal regulalt AREG és EGF szekréciordl nem all rendelkezésre
adat. Kisérleteinkben a PRL az alkalmazott hormonkeverék allando dsszetevoje volt, igy nem

kizart, hogy akar kdzvetlen hatdsa lehet az AREG szekréciojara.

A PACAP hatasa a differencialatlan emldsejtek AREG és EGF szekrécidjara

Az EGF, az AREG és a TGFo szekrécio szabdlyozdsa

PACAP Aaltal indukalt szignifikdins AREG (p<0,001) és EGF (p<0,05) szekrécié csokkenést
észleltink a differencialatlan HC11 sejteken, amely csokkent ligand ,,shedding” és/vagy

csokkent EGFR ligand expresszié kovetkezmeénye lehet.

Az AREG, az EGF és a TGFa ,shedding”-jéért és a kovetkezményes EGFR
aktivacidért az ADAM-17 metalloproteinaz (,,a disintegrin and metallopeptidase domain™)
felelés, melyet a TGFp gatolni képes. A TGFP hatasat az ADAMI17-en a tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP)-3 upregulalasan keresztil fejti ki. A TGFp PACAP KO egerekben
downregulalt, és kisérletes adatok utalnak arra, hogy a PACAP kdzvetlenil képes stimulalni a
TGFp-t. A felsoroltak alapjan feltételezhetd esetleg, hogy a PACAP hatasara upregulalodik a
TGFp és ennek kovetkezményeként a TIMP3, mely gatolja az ADAMI17-et és ezen keresztill
az AREG és az EGF ,,shedding”-jét. Az altalunk megfigyelt PACAP indukélta EGFR ligand
szekrécid csokkenés hatterében allé mechanizmus pontos feltérképezése Ujabb kisérletek

kiindulépontja lehet.

Az EGF és az AREG, valamint a neuropeptidek és az EGFR aktivacidja

A PACARP altal kivaltott EGFR ligand szekrécié csokkenés rairanyitja figyelmiinket az EGFR
transzaktivacidjanak kérdéskorére. Az EGFR aktivaciojanak Kitlintetett szerepe van a
sejtproliferacié meginditadsaban és fenntartasaban. A receptor transzaktivaciojat elsésorban az
EGF, az AREG ¢s a TGFa szekrécidja szabdlyozza, melynek mechanizmusat HC11 sejteken
is vizsgaltak. A HC11 sejtek egyarant expresszaljak az EGFR-t és a HGF receptorat a MET-t.
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Azonban sem rovid, sem hosszu idejii inkubacid utan nem tapasztalhatdo EGF indukalta MET,
illetve HGF medialt EGFR aktivacio. A transzaktivacio ezen forméaja tehat ebben a modellben
kizarhatonak latszik.

A folyamatot egyebek mellett kiilonb6zd neuropeptidek is elindithatjdk. VIP kezelést
kovetéen human epidermal growth factor receptor (HER)-2, illetve EGFR transzaktivacio
figyelheté meg prosztatabol és vastagbélbdl szarmazd tumorsejteken. A VIP altal kivaltott
transzaktivicié hatasat vizsgaltdk  Osztrogén-dependens és  @sztrogén-independens
eml6karcindmas sejteken is. A VIP egyarant stimuldlta a HER2 és az EGFR foszforilaciojét,
amely VIP receptor antagonista adasaval gatolhato volt. Kissejtes tiidokarcinoman végzett
kisérletek szerint a G protein-coupled receptor (GPCR) agonista bombesin és neuromedin B a

7

TGFa szekréciojan keresztll képes EGFR-t transzaktivalni.

Ugyancsak kissejtes tiidékarcinomas sejtvonalon végzett vizsgalatokban PACAP-
kezelés utan is EGFR transzaktivacid volt mérhetd, azonban ez elmaradt VIP, PACAP6-38 és
anti-TGFa adasat kovetéen. Ez a PACI ¢és TGFo medialt folyamat ezek alapjan a
kovetkezOképpen irhato le: a PAC1/PACAP interakcié a CAMP/PKA jelatviteli dtvonalon
keresztil stimulalja Src/ADAM17-et, megnovelve a TGFa szekréciot, amely végiill EGFR
transzaktivaciot eredményez. Anti-AREG adasa nem befolyasolta a transzaktivaciot, igy arra

lehetett kovetkeztetni, hogy a vizsgalatokban nem az AREG ,,shedding”-je emelkedett.

Az AREG szerepe az emlotumorok novekedésében

Az AREG kiemelkedden fontos novekedési faktorként ismert az emldétumorok
proliferaciojanak és a tumorsejtek EGFR transzaktivaciojanak szabalyozasaban. AZ EGFR
dependens emlétumorok ugyanis ADAM kozvetitett EGFR ligand ,,shedding”-et hasznalnak,
igy az AREG igéretes tamadaspontja lehet az emlétumorok kezelésének. Az AREG szerepét
az eml6tumor kialakuldsdban és progresszidjaban az is bizonyitani latszik, hogy szintje
magasabb az invaziv, mint az in situ duktalis karcinomakban, vagy a normal emldben. In vivo
kisérletek szerint szuppresszidja csokkent tumorforméciot eredményez. Erdekes, hogy az
AREG a csontmetasztazis kialakulasaban is szerepet jatszik, mivel az EGFR-on keresztil
stimulalja a parathyroid hormone-like hormone (PTHLH) termelést, és ezen keresztiil
elémozditja a csontrezorpciét. Eredmeényeink arra utalhatnak, hogy a PACAP az
eml6hamsejteken a VIP-pel ellentétes hatast fejthet ki az EGFR aktivacioja tekintetében. A
HC11 sejteken altalunk észlelt, PACAP medialt AREG és EGF szekréciocsokkenés ezért a

kisérletes daganatkutatas szamara is értékes adatkeént szolgalhat.

22



OSSZEFOGLALAS

Eredményeink dsszefoglalasa

Szignifikdnsan magasabb PACAP38-IR mertink a huméan kolosztrumban az érett
anyatejhez viszonyitva. Kimutattuk a PACAP38 felhalmozddasat az anyatejben a
szoptatas 10. honapjat kovetden. Nem talaltunk kiilonbséget a mért PACAP38-IR
tekintetében az atmeneti tejben, valamint az el6- és az utdtejben.

Pasztorizalt és friss tehéntejek, valamint tejporok esetében hasonl6 PACAP38-IR
mértink. A tdmegspektrometrias analizis szerint a PACAP38 jelen volt a
kereskedelmi forgalomban kaphatd tehéntej alapu tapszerekben. A hipoallergén,
extenziven hidrolizalt tapszerek esetében szignifikdnsan magasabb volt a PACAP38-
IR, mint a nem hipoallergén tapszermintakban.

A PAC1 kimutathato volt az 6sszes vizsgalt hisztoldgiai és citologiai mintankban. A
laktalo emldben fokozott PACI1 receptor expressziot észleltink a nem laktalo
mintdkhoz képest.

differenciaciora specifikus B-kazein expresszio, sem pedig a differenciacidban
szerepet jatsz0 jelatviteli utvonalak (STATS, p38 MAPK, Akt) szintjén.

Egyes kemokinek és novekedési faktorok, igy a RANTES, IP-10, AREG, EGF és
IGFBP3 szekrécidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a differencialt HC11 sejtek
médiumaban, mint a differencialatlanokéban.

A PACAP-kezelt differencidlatlan HC11 sejtek szignifikdnsan alacsonyabb szinten
szekretaltdk az AREG-t és az EGF-t.

Az eredmények értékelése

Vizsgalataink bizonyitjak, hogy a PACAP biologiailag effektiv koncentracioban mérhetd az

anyatejben és kiilonbozo tejalapu készitményekben, ebbdl kovetkezden feltételezhetd, hogy

hatést gyakorolhat nem csak az 0jsziilott fejlddésére, hanem magéra az anyai emldszovetre is.

Jellegzetes a PACAP koncentracidjanak valtozasa az anyatejben a szoptatas soran. Az

egészen korai (kolosztrum) és késoi fazisban (szoptatas terminacios szakasza) magas, a kdztes

id6szakban (érett tej) pedig alacsonyabb, de stabil értékeket mutat. Ezek a valtozasok
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bizonyos parhuzamossagot sejtetnek az emldszdvetben lezajlo, jol ismert proliferacios és

differenciécios folyamatokkal.

A PAC1 receptorok mikroszkopos vizsgalata arra utal, hogy a PAC1 receptor
expresszio az emldsejtek konstitucionalis sajatossaga, az expresszido mértéke azonban fiigg a

sejt szarmazasatdl (faj, normal, illetve tumoros sejt) és annak differencialtsagi allapotatol.

A PACAP-nak az eml6hamsejtek laktogén differenciaciora kifejtett hatasat igazolni
nem tudtunk, de az erre irdnyuld vizsgaltok sordn néhany szekretalt cito- és kemokin,

valamint ndvekedési faktorra vonatkozoan figyelemre mélté adatokat nyertlnk.

Az emlésejtek differencialodasaval Osszefliggd, a cito- és kemokineket, valamint a
novekedési faktorokat érintd szekréciovaltozdsok nem csak a proliferacio és a differenciacio
fazisait kovetd ¢s azokkal Osszhangban allo jelenségként érdekesek, hanem alapvetd
regulatorikus Osszefliggésekre is ramutathatnak. Ebbdl a szempontbdl kiilon figyelemre méltd

lehet a PRL és az AREG feltételezett kapcsolata.

A PACAP altal befolyasolt EGF és AREG szekrécioval kapcsolatos irodalmi
hivatkozassal nem talalkoztunk, ezért ez a megfigyelésiink Uj adatnak szamit. A HC11 sejtek
viselkedése modellértéki a laktogén differencialodas vonatkozasdban. Arra vonatkozdan
azonban nem tudunk nyilatkozni, hogy a HC11 sejteken a novekedési faktorok tekintetében
észlelt valtozasok sejtvonal specifikusak, vagy az emldsejtekre altalanosan jellemzoek, esetleg

alapvetd sejtbioldgiai jelentdséggel birnak.

Eredmeényeink a PACAP regulatérikus funkcidjat feltard tovabbi érdekes vizsgalatok
alapjaul szolgélhatnak (szallitéfehérjéjének meghatarozésa a tejben, befolyasa az Gjszulott
PRL szekrécitjara és bélflorajara, valamint szerepének tisztazdsa EGFR aktivaciojaban).
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Koloszar Ibolya szakasszisztens, a RIA vizsgalatokban pedig Helyes Zsuzsanna egyetemi

tanar eés Bagoly Teréz szakasszisztens voltak segitségemre.

Koszonettel tartozom az anyatejmintdk gyiijtésében nyljtott faradozasukért a PTE
Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika munkatarsainak, valamint a Pécsi Egyesitett

Egészségiigyi Intézmények védondinek.

A vizsgalatok egy részének technikai kivitelezésére a PTE Biokémiai és Orvosi
Kémiai, valamint Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében tortént, ezért kdszonetemet

fejezem ki Sumegi Balazs és Berki Timea egyetemi tanaroknak.
TDK-s hallgatéként Bede Brigitta vett kozvetlenil részt a kisérletes munkéban.

A dolgozat elébiralata kapcsan nyujtott kritikai észrevetelekért koszonet illeti
Abrahdm Istvan és Veres Balazs egyetemi docenseket, valamint Pétervari Erika egyetemi

adjunktust.
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Végezetiil, de nem utolso sorban szeretnék kdszénetet mondani Banki Eszter PhD-
hallgaténak, akivel egyetemistaként kozdsen dolgoztunk, és aki az ismertetett vizsgalatok

megvaldsitasaban is segitett.

Tamogatok: OTKA (K72592; K73044; K104984; CNK78480), TAMOP (4.2.1.B-
10/2/KONV-2010-002; 4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007; 4.2.2.B-10/1-2010-0029; 4.2.2.A-
11/1/KONV-2012-0024; Apéaczai Csere Janos 6sztondij: TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001),
Arimura Foundation, PTE AOK Research Grant (KA-34039/10-10; KA-34039/10-26), PTE-
MTA “Lendiilet”, Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij, Richter Foundation
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